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MỞ ĐẦU 

Trong những năm gần đây, nhu cầu khai thác các sản phẩm sinh học có 

nguồn gốc tự nhiên và thân thiện với môi trường đang tăng đáng kể, một phần 

do sự chuyển dịch toàn cầu hướng đến mô hình kinh tế sinh học tuần hoàn và 

giảm thiểu sử dụng nguyên liệu hóa thạch. Một trong số đó, polysaccharide 

ngoại bào (Extracellular polysaccharides - EPSs) ngày càng nhận được sự chú 

ý từ các nhà khoa học. Các EPSs có cấu trúc phức tạp, được tiết ra trong quá 

trình sinh trưởng của vi tảo đóng vai trò bảo vệ tế bào trước các điều kiện bất 

lợi của môi trường hoặc giúp tăng khả năng bám dính và tương tác sinh học. 

Với thành phần đa dạng bao gồm các monosaccharide như glucose, galactose, 

mannose, rhamnose, fucose cùng với các nhóm chức sulfate, carboxyl hoặc 

acetyl hóa, EPSs từ vi tảo đã được ghi nhận sở hữu nhiều hoạt tính sinh học giá 

trị như chống oxy hóa, kháng khuẩn, điều hòa miễn dịch, chống viêm cũng như 

đặc tính tạo gel, nhũ hóa và ổn định trong các lĩnh vực thực phẩm, dược phẩm 

và mỹ phẩm. 

Tuy nhiên, việc khai thác EPSs từ vi tảo còn một số hạn chế, trong đó 

nổi bật là hiệu suất sản xuất thường thấp, dẫn đến chi phí thu hồi và tinh sạch 

cao. Quá trình tổng hợp EPSs của vi tảo chịu ảnh hưởng của nhiều yếu tố môi 

trường bao gồm ánh sáng, nhiệt độ và điều kiện dinh dưỡng. Nhiều nghiên cứu 

đã công bố về điều kiện nuôi cấy nhằm tăng năng suất EPSs, bao gồm bất lợi 

về dinh dưỡng, pH, độ mặn, cường độ ánh sáng. Để có thể tách chiết - tinh sạch 

EPSs đạt hiệu suất cao, nhiều phương pháp cho thu hồi và sấy khác nhau cũng 

đã được công bố nhằm giảm thiểu tiêu thụ dung môi và năng lượng. Việc sản 

xuất EPSs cần kết hợp với thu hồi CO₂ và khai thác đồng thời các hợp chất có 

giá trị cao hơn như lipit, protein, sắc tố… nhằm giảm chi phí sản xuất. 

Mỗi loài tảo có đặc điểm sinh lý và đặc điểm dinh dưỡng khác nhau. 

Arthrospira (Spirulina) platensis là loài vi khuẩn lam giàu dinh dưỡng được 

nuôi trồng trên quy mô công nghiệp và bán công nghiệp trên phạm vi toàn cầu 

bao gồm cả ở Việt Nam, được công bố là hàm lượng EPSs rất thấp so với các 

loài vi tảo khác. Trong khi đó, vi tảo lục nước ngọt Chlorella sorokiniana có 

sinh trưởng nhanh, khả năng chịu stress tốt và có hàm lượng EPSs cao khi điều 

kiện nuôi bất lợi về nhiệt độ, pH, thiếu hụt nitơ hoặc tăng độ mặn, có hoạt tính 

chống đông máu, chống oxy hóa mạnh được ứng dụng trong lĩnh vực dược 

phẩm và mỹ phẩm. Khác biệt hoàn toàn so với hai loài trên, Schizochytrium 
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mangrovei là chủng vi tảo biển dị dưỡng, sinh trưởng nhanh, có hàm lượng 

lipit, các axit béo không bão hòa đa nối nôi (Polyunsaturated Fatty Acid- 

PUFAs) dạng omega 3-6 cao. Các chủng thuộc chi Schizochytrium thường tiết 

EPSs với hàm lượng cao, có cấu trúc đặc biệt và hoạt tính sinh học cao khi được 

nuôi trong điều kiện dị dưỡng giàu glucose hoặc stress dinh dưỡng. Mặc dù đã 

có một số nghiên cứu về EPSs đối với vi tảo nhưng số lượng nghiên cứu về 

tách chiết và đánh giá hoạt tính sinh học của EPSs từ C. sorokiniana vẫn còn 

nhiều hạn chế, đặc biệt là các nghiên cứu hướng đến ứng dụng trong lĩnh vực 

công nghiệp thực phẩm và thức ăn chăn nuôi. Việc tối ưu hóa quy trình tách 

chiết, xác định đặc điểm sinh học và hoạt tính sinh học của EPSs từ C. 

sorokiniana được kỳ vọng sẽ góp phần nâng cao hiệu quả khai thác nguồn tài 

nguyên vi tảo này, đồng thời mở ra hướng ứng dụng bền vững và thân thiện với 

môi trường. 

Xuất phát từ những tiềm năng nghiên cứu và ứng dụng nêu trên, đề tài 

“Nghiên cứu tách chiết và xác định hoạt tính sinh học của polysaccharide 

ngoại bào từ vi tảo lục Chlorella sorokiniana định hướng ứng dụng làm 

thực phẩm bảo vệ sức khỏe cho người” được thực hiện nhằm cung cấp các 

cơ sở khoa học và thực tiễn phục vụ cho việc phát triển các sản phẩm giàu 

EPSs, góp phần gia tăng giá trị kinh tế của vi tảo và đáp ứng nhu cầu ngày càng 

tăng về nguồn nguyên liệu sinh học an toàn và hiệu quả. 

Mục tiêu của đề tài  

Có được điều kiện môi trường nuôi có khả năng sinh tổng hợp cao EPSs, 

có được điều kiện tách chiết, tinh sạch, thành phần hóa học chính và tác dụng 

sinh học của EPSs được tách chiết từ dịch nuôi cấy vi tảo lục C. sorokiniana 

theo định hướng làm thực phẩm bảo vệ sức khỏe cho người. Mục tiêu cụ thể 

của đề tài: 

- Khảo sát điều kiện môi trường nuôi tối ưu cho sinh tổng hợp EPSs cao 

ở vi tảo C. sorokiniana; 

- Khảo sát điều kiện tách chiết, tinh sạch EPSs từ dịch nuôi cấy C. 

sorokiniana; 

- Xác định thành phần hóa học chính của EPSs từ dịch nuôi cấy vi tảo C. 

sorokiniana; 
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- Đánh giá tiềm năng sinh học theo định hướng ứng dụng của EPSs được 

tách chiết từ dịch nuôi C. sorokiniana làm thực phẩm bảo vệ sức khỏe cho 

người. 

Để thực hiện được Mục tiêu nêu trên, một số nội dung nghiên cứu được 

đặt ra như sau:  

- Lựa chọn môi trường và tối ưu hóa điều kiện môi trường nuôi thích hợp cho 

sinh trưởng và hàm lượng EPSs cao ở C. sorokiniana;  

- Tách chiết, tinh sạch EPSs từ dịch nuôi cấy C. sorokiniana;  

- Xác định thành phần hóa học chính của hợp chất EPSs tách chiết được từ môi 

trường nuôi cấy C. sorokiniana; 

- Khảo sát hoạt tính sinh học như hoạt tính chống oxy hóa, hoạt tính chống 

tăng sinh tế bào khối u của EPSs tách chiết được. 
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Chương 1: TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. Giới thiệu về vi tảo 

Vi tảo là nhóm sinh vật đơn bào hoặc đa bào có tính đa dạng và phong 

phú cao, phân bố rộng rãi trong hầu hết các hệ sinh thái như nước ngọt, nước 

biển, hồ siêu mặn và thậm chí ở các sa mạc và Bắc Cực…. Chúng được chia 

thành tảo nhân chuẩn và nhân sơ. Chúng chuyển hóa năng lượng ánh sáng và 

CO2 thành sinh khối. Cơ chế quang hợp của chúng tương tự như các loài thực 

vật bậc cao trên cạn, nhưng do cấu trúc đơn giản và chìm trong môi trường 

nước nơi mà chúng có thể lấy nước, CO2 và các chất dinh dưỡng khác để chuyển 

đổi năng lượng mặt trời thành sinh khối hiệu quả hơn. Chúng cũng có thể tận 

dụng nước ngọt, nước lợ, nước mặn, nước thải để làm nguồn dinh dưỡng. Nhiều 

loài vi tảo có khả năng sống trong các điều kiện nuôi cấy khác nhau như: từ 

quang tự dưỡng sang dị dưỡng hoặc tạp dưỡng. Vi tảo là nguồn thức ăn giàu 

dinh dưỡng và đã được nghiên cứu rộng rãi do khả năng dễ thích ứng và phát 

triển trong nhiều mô hình nuôi, từ các hệ thống kín đến các ao hở, nhằm tối ưu 

điều kiện nuôi để tăng năng suất sinh khối [1,2].  

Vi tảo là nhóm sinh vật có khả năng thích nghi cao và có thể nuôi cấy 

dưới nhiều điều kiện môi trường khác nhau, bằng các phương pháp nuôi cấy hở 

(hệ thống ao, hồ) hoặc kín (hệ thống closed photobioreactor-PBRs). Trong điều 

kiện quang tự dưỡng, vi tảo sử dụng ánh sáng làm nguồn năng lượng và CO₂ 

làm nguồn cacbon để chuyển hóa thành sinh khối thông qua quá trình quang 

hợp để tăng trưởng và phát triển bình thường. Vi tảo cần được cung cấp đầy đủ 

các chất dinh dưỡng thiết yếu, trong đó nitơ và phốt pho là hai nguyên tố chính, 

chiếm khoảng 10 - 20% sinh khối khô (SKK). Ngoài ra, các nguyên tố khoáng 

đa lượng như Na, Mg, Ca, K cùng với vi lượng như Fe, Zn, B, Mn, Mo, Co 

cũng đóng vai trò quan trọng trong các hoạt động sinh lý và quá trình trao đổi 

chất của tế bào tảo [3]. 

Quá trình sinh trưởng của vi tảo nói chung diễn ra qua nhiều pha sinh 

trưởng đặc trưng, bao gồm: pha tiềm, pha lũy thừa, pha cân bằng và pha suy 

thoái. Mỗi loài vi tảo có ngưỡng nhu cầu dinh dưỡng và điều kiện môi trường 

riêng biệt, tuy nhiên, các yếu tố cốt lõi ảnh hưởng đến sinh trưởng đều xoay 

quanh: nguồn cacbon (hữu cơ và/hoặc vô cơ), nitơ, phốt pho, ánh sáng, nhiệt 

độ, pH, độ mặn, oxy hòa tan, CO₂ và các chất vi lượng. Ngoài ra, các yếu tố 

vận hành như tốc độ khuấy trộn, hình dạng và kích thước hệ thống nuôi, thời 
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gian thu hoạch và tần suất bổ sung môi trường có thể tác động đáng kể đến năng 

suất sinh khối và hiệu suất tích lũy các hợp chất sinh học như protein, axit béo 

PUFAs, EPSs và sắc tố carotenoit [1,4]. 

1.2. Tổng quan về Chlorella sorokiniana 

Sự gia tăng dân số toàn cầu, cùng với nhu cầu ngày càng cao về dinh 

dưỡng và yêu cầu đảm bảo chất lượng dinh dưỡng cũng như an toàn sinh học, 

đang thúc đẩy mạnh mẽ quá trình tìm kiếm các nguồn nguyên liệu tự nhiên, 

bền vững cho ngành thực phẩm và chăn nuôi.  

Chlorella là chi vi tảo lục đơn bào thuộc giới (Kingdom): Plantae; ngành 

(division): Chlorophyta; lớp (class): Trebouxiophyceae; bộ (order) 

Chlorellales; họ (family): Chlorellaceae; chi (genus): Chlorella; loài C 

sorokiniana Shihira & R. W. Krauss 1965 (tên gọi trước là Chlorella 

pyrenoidose) (www.algaebase.org). 

Chlorella là một trong những chi vi tảo lục được nghiên cứu và ứng dụng 

rộng rãi nhất hiện nay. Với thành phần dinh dưỡng phong phú bao gồm protein 

đơn bào (Single Cell Protein - SCP) chất lượng cao, các axit béo PUFAs dạng 

omega - 3, 6, 7 và 9, các EPSs có hoạt tính sinh học, cùng các sắc tố carotenoit 

có khả năng chống oxy hóa mạnh. Chlorella không chỉ là nguồn nguyên liệu lý 

tưởng cho lĩnh vực thực phẩm bổ sung bảo vệ sức khỏe, mà còn được xem là 

phụ gia tiềm năng trong thức ăn chăn nuôi [3]. Các nghiên cứu gần đây cho 

thấy sinh khối Chlorella có thể giúp cải thiện hệ vi sinh đường ruột, tăng khả 

năng miễn dịch, hỗ trợ chống viêm và chống oxy hóa [5]. Việc bổ sung 

Chlorella vào chế độ ăn của người hoặc động vật có thể góp phần cải thiện sức 

khỏe tổng thể, tăng cường chuyển hóa lipit, kiểm soát đường huyết và ngăn 

ngừa một số rối loạn trao đổi chất [6]. Trong lĩnh vực chăn nuôi, Chlorella 

được sử dụng như một nguồn protein thay thế, đồng thời giúp cải thiện tỷ lệ 

tăng trưởng, nâng cao chất lượng thịt và khả năng đề kháng ở vật nuôi mà không 

gây tác dụng phụ như kháng sinh tổng hợp [7]. Bên cạnh đó, nhờ khả năng hấp 

thụ dinh dưỡng từ nước thải hữu cơ và các dòng chất thải công nghiệp, 

Chlorella còn đóng vai trò tích cực trong việc xử lý môi trường kết hợp sản 

xuất sinh khối [6]. Trong xu thế đó, vi tảo đặc biệt là các loài có tốc độ sinh 

trưởng cao, thành phần hóa sinh phong phú như C. sorokiniana đang thu hút 

được sự quan tâm của các nhà khoa học như một đối tượng giàu tiềm năng nhờ 

vào giá trị sinh học cao, khả năng sản xuất sinh khối lớn dưới điều kiện môi 
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trường nuôi thiếu dinh dưỡng, có tính chống chịu cao với nhiệt độ lên đến 42°C, 

chi phí ứng dụng vào quy mô lớn hợp lý.  

1.2.1. Ứng dụng của vi tảo  

1.2.1.1. Ứng dụng trong nông nghiệp 

Chi tảo Chlorella đã được sử dụng làm thức ăn trong chăn nuôi gia súc, 

gia cầm và nuôi trồng thuỷ, hải sản. Vi tảo cũng đang được ứng dụng trong 

ngành nông nghiệp nhờ xu hướng gia tăng sử dụng các sản phẩm bền vững như 

thuốc trừ sâu sinh học và phân bón sinh học đang được đưa vào thị trường để 

thay thế các hoá chất nông nghiệp gây ô nhiễm môi trường [8]. Vi tảo nói chung 

và loài C. sorokiniana nói riêng đã được nghiên cứu có thể sinh tổng hợp một 

số chất chuyển hoá có khả năng kiểm soát sinh học đối với côn trùng và mầm 

bệnh thực vật cho cây trồng như giúp tăng sinh trưởng và tăng năng suất của 

cây trồng. Chúng có khả năng làm giàu chất dinh dưỡng cho đất và tăng cường 

khả năng sử dụng các nguồn dinh dưỡng đa lượng và vi lượng do kích thích 

hoạt động của hệ vi sinh vật đất [9].  

1.2.1.2. Ứng dụng trong công nghiệp 

Việc nuôi cấy vi tảo Chlorella ở quy mô lớn đã được bắt đầu vào đầu 

những năm 1960, sau đó là đến vi khuẩn lam Arthrospira (Spirulina) vào những 

năm 1970. Đến những năm 1980, các cơ sở sản xuất tảo quy mô lớn đã được 

xuất hiện/thành lập ở châu Á, Ấn Độ, Mỹ, Israel và Úc [10]. Nghiên cứu về tảo 

không chỉ tập trung vào việc cải tiến sản xuất các sản phẩm truyền thống mà 

còn tập trung vào phát triển các sản phẩm mới từ sinh khối tảo như dầu diesel 

sinh học, ethanol sinh học. Vi tảo được coi là một trong những nguyên liệu hứa 

hẹn nhất cho nhiên liệu sinh học. Trên toàn thế giới, các chương trình nghiên 

cứu và mô hình đang được thực hiện để phát triển công nghệ cần thiết nhằm 

mở rộng sản xuất năng lượng và hợp chất từ tảo từ quy trình nuôi mang tính 

chất thủ công sang nuôi trồng ở quy mô công nghiệp [7]. 

1.2.1.3. Ứng dụng trong thực phẩm, dược phẩm 

Ở hầu hết các nước phát triển, người dân tiêu thụ các mặt hàng thực phẩm 

có năng lượng cao do lối sống hiện đại, dẫn đến các vấn đề về sức khỏe như 

béo phì, bệnh tim và tiểu đường trở nên rất phổ biến. Vi tảo được xem là nguồn 

chứa nhiều chất dinh dưỡng đa dạng như protein, vi lượng, vitamin, polysacarit, 

cacbonhydrat, các PUFAs, cũng như các chất có hoạt tính sinh học. Hiện nay, 

hầu hết các sản phẩm vi tảo được thương mại hóa đều có sẵn trên thị trường 
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dưới dạng thực phẩm bảo vệ sức khỏe cho người, ở dạng viên nén, viên nang, 

nước uống và các sản phẩm của chúng được trộn với bột nhão, đồ ăn nhẹ, kẹo, 

kẹo cao su, mì, rượu vang, đồ uống và ngũ cốc [7]. Vi khuẩn lam Spirulina 

(Arthrospira) có hàm lượng protein, giá trị dinh dưỡng cao và đã trở nên phổ 

biến trên toàn thế giới như một thực phẩm bổ sung. Nó có hàm lượng axit amin 

là 62% và là nguồn cung cấp vitamin A, B1, B2, B12 tự nhiên và phong phú, 

cũng như các sắc tố carotenoits và xanthophyll [11]. Ngoài ra, nó còn có một 

lượng đáng kể các axit béo thiết yếu và axit linoleic mà con người không thể 

tổng hợp được [7]. 

1.2.1.4. Ứng dụng trong nuôi trồng thuỷ sản 

Các ứng dụng của vi tảo trong nuôi trồng thủy sản chủ yếu liên quan trực 

tiếp hoặc gián tiếp đến dinh dưỡng của nhiều loài động vật nuôi thủy sản khác 

nhau. Những loài vi tảo được sử dụng thường xuyên nhất trong lĩnh vực này là 

Spirulina, Chlorella, Tetraselmis, Isochrysis, Pavlova, Phaeodactylum, 

Chaetoceros, Nannochloropsis, Skeletonema và Thalassiosira [8]. Vi tảo giàu 

dinh dưỡng nêu trên từ lâu đã được sử dụng làm nguồn thức ăn tươi sống cho 

ấu trùng của hầu hết các loại thủy hải sản như tôm, cá, cua, nhuyễn thể hai 

mảnh vỏ do chúng có kích thước nhỏ, phù hợp với miệng của ấu trùng của đối 

tượng nuôi, hàm lượng dinh dưỡng cao lại dễ tiêu hóa, ít độc, không gây ô 

nhiễm môi trường, có tốc độ sinh trưởng nhanh và có khả năng nuôi trồng ở 

quy mô công nghiêp và bán công nghiệp để cung cấp sinh khối cho đối tượng 

nuôi khi cần thiết [10]. Thành phần các PUFAs có mặt trong sinh khối như EPA 

(eicosapentaenoic acid; C20:5ɷ-3), DHA (docosahexaenoic acid; C22:6ɷ-3), 

DPA (docosapentaenoic acid; C22:5ɷ-3 hoặc C22:5ɷ-6) có vai trò quan trọng 

trọng việc giúp ấu trùng của động vật nuôi chuyển giai đoạn, tăng tỷ sống của 

ấu trùng nuôi, góp phần làm tăng chất lượng của thực phẩm biển [11]. 

1.2.1.5. Ứng dụng của trong mỹ phẩm 

Các loài tảo có sự phân bố rộng rãi và thành phần hóa học của chúng có 

giá trị tiềm năng cao, là nguồn cung cấp hoạt chất sinh học tự nhiên. Do đó, 

chúng đã được ứng dụng làm các sản phẩm chứa hợp chất tảo có thể phục hồi 

những tổn thương trên da và tóc. Do da người thường xuyên tiếp xúc với bức 

xạ cực tím (UV) từ ánh sáng mặt trời nên nó thường chịu những tác động có 

hại thông qua tính chất quang hóa của bức xạ UV. Bên cạnh đó, tảo là nguồn 

cung cấp nhiều hoạt chất sinh học như phlorotannin, carotenoits, 
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polysaccharides và axit amin có tiềm năng phát triển các sản phẩm dinh dưỡng, 

dược phẩm và mỹ phẩm. Các chất chuyển hóa từ tảo đã được nghiên cứu về 

tiềm năng ứng dụng trong dược phẩm, mỹ phẩm của chúng trong việc bảo vệ 

da, làm trắng da, chống oxy hóa, trị mụn, kháng nấm và chống dị ứng [13]. 

1.2.1.6. Ứng dụng của vi tảo trong thực phẩm bảo vệ sức khỏe và thức ăn 

chăn nuôi 

Vi tảo đặc biệt là các loài có tốc độ sinh trưởng cao, thành phần hóa sinh 

phong phú như Chlorella đang được quan tâm như một đối tượng giàu tiềm 

năng nhờ vào giá trị sinh học cao, khả năng sản xuất sinh khối lớn và khả năng 

nuôi cấy trong điều kiện không cạnh tranh với đất canh tác hoặc nguồn nước 

ngọt. 

Chlorella là một trong những chi tảo lục được nghiên cứu và ứng dụng 

rộng rãi nhất hiện nay. Với thành phần dinh dưỡng đa dạng gồm protein đơn 

bào chất lượng cao, omega-3, 6, 7, 9 và EPSs có hoạt tính sinh học, cùng các 

sắc tố carotenoit có khả năng chống oxy hóa mạnh, Chlorella không chỉ là 

nguồn nguyên liệu lý tưởng trong lĩnh vực thực phẩm bảo vệ sức khỏe, mà còn 

được xem là phụ gia tiềm năng trong thức ăn chăn nuôi [7]. 

Các nghiên cứu gần đây cho thấy, vi tảo còn được ứng dụng ngày càng 

nhiều trong ngành chăn nuôi như một nguồn nguyên liệu thay thế bền vững cho 

các nguồn protein truyền thống. Sinh khối vi tảo có thể được bổ sung trực tiếp 

vào khẩu phần ăn của gia súc, gia cầm và thủy sản nhằm cung cấp protein, 

vitamin, khoáng chất và các hợp chất sinh học thiết yếu. Việc sử dụng vi tảo 

trong thức ăn chăn nuôi không những góp phần nâng cao giá trị dinh dưỡng của 

khẩu phần mà còn giúp giảm sự phụ thuộc vào các nguồn nguyên liệu protein 

thông thường như bột cá và đậu tương. [3,12]. 

Ngoài giá trị dinh dưỡng, vi tảo còn mang lại lợi ích về mặt sinh thái. 

Nhiều loài vi tảo đã được chứng minh có khả năng hấp thụ hiệu quả các hợp 

chất chứa nitơ và phospho trong nước thải, từ đó vừa góp phần xử lý môi trường 

vừa tạo ra nguồn sinh khối có thể tái sử dụng cho sản xuất phân bón sinh học 

hoặc thức ăn chăn nuôi. Cách tiếp cận này được xem là một giải pháp tiềm năng 

trong mô hình kinh tế tuần hoàn và sản xuất nông nghiệp bền vững [9,10]. 

 

1.2.2. Nuôi trồng vi tảo 



9 

 

 

Vi tảo là nhóm sinh vật có khả năng thích nghi cao và có thể được nuôi 

cấy dưới nhiều điều kiện môi trường khác nhau, bằng các phương pháp nuôi 

cấy hở (hệ thống ao, hồ) hoặc kín (hệ thống photobioreactor). Trong điều kiện 

quang tự dưỡng, vi tảo sử dụng ánh sáng làm nguồn năng lượng và CO₂ làm 

nguồn cacbon để chuyển hóa thành sinh khối thông qua quá trình quang hợp. 

Để tăng trưởng và phát triển bình thường, vi tảo cần được cung cấp đầy đủ các 

chất dinh dưỡng thiết yếu, trong đó nitơ và phốt pho là hai nguyên tố chính, 

chiếm khoảng 10 - 20% SKK. Ngoài ra, các nguyên tố đa lượng như Na, Mg, 

Ca, K cùng với vi lượng như Fe, Zn, B, Mn, Mo, Co cũng đóng vai trò quan 

trọng trong hoạt động sinh lý và trao đổi chất của tế bào tảo [3,14]. 

Quá trình sinh trưởng của vi tảo nói chung diễn ra qua nhiều pha sinh 

trưởng đặc trưng, bao gồm pha tiềm phát, pha lũy thừa, pha cân bằng và pha 

suy thoái. Mỗi loài vi tảo có ngưỡng nhu cầu dinh dưỡng và điều kiện môi 

trường riêng biệt. Tuy nhiên, yếu tố cốt lõi chi phối quá trình sinh trưởng xoay 

quanh: nguồn cacbon (hữu cơ và/hoặc vô cơ), nitơ, phốt pho, ánh sáng, nhiệt 

độ, pH, độ mặn, oxy hòa tan, CO₂ và các chất khoáng đa và vi lượng. Ngoài ra, 

các yếu tố vận hành như tốc độ khuấy trộn, hình dạng và kích thước hệ thống 

nuôi, thời gian thu hoạch và tần suất bổ sung môi trường dinh dưỡng cũng ảnh 

hưởng đáng kể đến năng suất sinh khối và hiệu suất tích lũy các hợp chất sinh 

học như protein, PUFAs, EPSs và sắc tố carotenoit [15]. 

Ở quy mô lớn, vi tảo có thể được nuôi ngoài trời trong các ao hoặc hồ lộ 

thiên nhằm tận dụng ánh sáng tự nhiên và giảm chi phí. Tuy nhiên, phương 

pháp này có nguy cơ nhiễm tạp cao và khó kiểm soát các thông số môi trường. 

Một số mô hình hiện đại hơn đã kết hợp nuôi tảo với các nguồn nước thải công 

nghiệp hoặc nông nghiệp - vừa cung cấp dinh dưỡng cho tảo, vừa xử lý nguồn 

nước ô nhiễm. Bên cạnh đó, xu hướng nuôi tảo biển trong môi trường tự nhiên 

như vùng nước ven bờ cũng đang thu hút sự quan tâm do chi phí vận hành thấp 

và khả năng khai thác nguồn dinh dưỡng sẵn có từ nước biển [3]. 

Đặc biệt, trong điều kiện nuôi tạp dưỡng - kết hợp giữa quang tự dưỡng 

và dị dưỡng - hiệu suất tích lũy sinh khối và các sản phẩm có hoạt tính sinh học 

của vi tảo có thể được cải thiện rõ rệt. Tuy nhiên, để đạt được điều này, cần tối 

ưu hóa đồng thời các yếu tố môi trường như thành phần dinh dưỡng, nhiệt độ 

và cường độ ánh sáng.  

1.2.3. Tình hình nghiên cứu đối với chi Chlorella 
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1.2.3.1. Tình hình nghiên cứu trên thế giới 

Chi Chlorella là một trong những nhóm vi tảo lục được nghiên cứu rộng 

rãi nhất trên thế giới nhờ tốc độ sinh trưởng nhanh, khả năng thích nghi tốt và 

giá trị dinh dưỡng cao. Các nghiên cứu tập trung chủ yếu vào thành phần hóa 

sinh, công nghệ nuôi trồng, ứng dụng trong thực phẩm chức năng, thức ăn chăn 

nuôi, xử lý môi trường và sản xuất năng lượng sinh học [3,10,11]. Nhiều công 

trình đã chứng minh sinh khối Chlorella chứa hàm lượng protein, lipit, vitamin, 

khoáng chất và các hợp chất có hoạt tính sinh học cao, cho thấy tiềm năng lớn 

trong sản xuất thực phẩm bổ sung và các sản phẩm chăm sóc sức khỏe [5,6,16]. 

Bên cạnh đó, khả năng tích lũy lipit và các hợp chất có giá trị cao đã thúc đẩy 

nhiều nghiên cứu về ứng dụng Chlorella trong sản xuất nhiên liệu sinh học và 

các sản phẩm sinh học giá trị gia tăng [4,17]. 

Ngoài ra, Chlorella còn được nghiên cứu rộng rãi trong xử lý nước thải 

nhờ khả năng hấp thụ hiệu quả các hợp chất chứa nitơ và phospho, đồng thời 

tạo ra nguồn sinh khối có thể tái sử dụng cho nhiều mục đích khác nhau. Hiện 

nay, xu hướng nghiên cứu trên thế giới đang tập trung vào tối ưu hóa hệ thống 

nuôi trồng và khai thác hiệu quả các hợp chất sinh học có giá trị nhằm phục vụ 

phát triển kinh tế sinh học bền vững [1, 2, 9]. 

1.2.3.2. Tình hình nghiên cứu trong nước  

Chi vi tảo Chlorella nước ngọt hay nước mặn (biển) đã được các nhà 

nghiên cứu tảo học Việt Nam nghiên cứu khá lâu từ những năm 1970 của thế 

kỷ trước. Trong đó, tại Việt Nam tập trung nghiên cứu nhiều vào loài C. 

vulgaris là chủ yếu như nghiên cứu đặc điểm sinh học, nuôi trồng ở các quy mô 

khác nhau trong điều kiện phòng thí nghiệm [18]. Do có thành phần dinh dưỡng 

cao nên C. vulgaris đã được sử dụng làm thức ăn cho gia súc (bò), gia cầm (gà, 

vịt) và trong nuôi trồng thủy sản cũng đã được công bố [12,19]. Nhiều nghiên 

cứu đã được công bố về việc sử dụng loài C. vulgaris trong xử lý nước thải ô 

nhiễm hữu cơ, loại bỏ kim loại nặng [20]. Một số báo cáo khoa học tập chung 

vào sử dụng chi Chlorella trong xử lý nước thải chăn nuôi để sản xuất nhiên 

liệu sinh học [21], nuôi sinh khối C. vulgaris cho sản xuất biodiesel đạt 5 tiêu 

chuẩn chính cho diesel sinh học thu được [7,22]. Tuy nhiên, nghiên cứu trong 

nước về loài C. sorokiniana vẫn còn rất hạn chế, mới chỉ tập trung trong nghiên 

cứu sử dụng sinh khối làm nhiên liệu sinh học theo phương thức tạp dưỡng với 
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các hệ thống kín dung tích 20-50 Lit [23]. Đã có nghiên cứu nào về loài này ở 

quy mô 300 Lit theo phương thức tạp dưỡng ở Việt Nam [24]. 

Trong nuôi cấy theo cả phương thức quang tự dưỡng, dị dưỡng hay tạp 

dưỡng thì khả năng sinh tổng hợp và tích lũy các hợp chất sinh học có hoạt tính 

của Chlorella phụ thuộc rất lớn vào điều kiện nuôi cấy, đặc biệt là thành phần 

của môi trường dinh dưỡng, nhiệt độ và ánh sáng. Các yếu tố này ảnh hưởng 

trực tiếp đến tốc độ sinh trưởng, cũng như tỷ lệ tổng hợp protein, lipit, 

polysaccharide ngoại bào và các hợp chất thứ cấp khác.  

 

1.3. Polysaccharide ngoại bào (Extracellular polysaccharides - EPSs) 

1.3.1. Giới thiệu chung về EPSs 

EPSs là các hợp chất carbohydrate có khối lượng phân tử lớn, được cấu 

tạo từ nhiều đơn vị monosaccharide lặp lại, liên kết với nhau thông qua các liên 

kết glycosidic. Chúng là một trong những thành phần sinh học quan trọng, tham 

gia vào nhiều chức năng khác nhau của tế bào như dự trữ năng lượng, cấu trúc 

và bảo vệ tế bào [25, 26]. Về mặt cấu trúc, EPSs có thể tồn tại dưới dạng mạch 

thẳng hoặc mạch nhánh, với sự đa dạng về loại monosaccharide cấu thành, kiểu 

liên kết (α- hoặc β-glycosidic) và mức độ phân nhánh. Những đặc điểm này 

quyết định các tính chất lý hóa của EPSs như độ hòa tan, độ nhớt và khả năng 

tạo gel [26]. Phần lớn EPSs có khả năng hòa tan trong nước ở các mức độ khác 

nhau, thường tan tốt hơn trong nước nóng so với nước lạnh, trong khi hầu như 

không có khả năng hòa tan trong các dung môi hữu cơ điển hình như methanol, 

chloroform hoặc hexan [25, 26]. 

Dựa trên thành phần cấu tạo, polysaccharide được chia thành hai nhóm 

chính: homopolysaccharide (chỉ gồm một loại monosaccharide, ví dụ như 

cellulose hoặc tinh bột) và heteropolysaccharide (gồm nhiều loại 

monosaccharide khác nhau). Ngoài thành phần carbohydrate, một số 

polysaccharide còn chứa các nhóm chức hoặc thành phần phi carbohydrate như 

sulfate, phosphate, acetyl hoặc protein liên kết, góp phần tạo nên tính đa dạng 

về cấu trúc và chức năng sinh học [27]. 

Trong vi sinh vật, polysaccharide có thể được phân loại theo vị trí và vai 

trò sinh học thành ba nhóm chính: (i) polysaccharide nội bào, đóng vai trò dự 

trữ năng lượng; (ii) polysaccharide cấu trúc thuộc thành tế bào, như 

peptidoglycan hoặc lipopolysaccharide; và (iii) polysaccharide ngoại bào 
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(EPSs), được tổng hợp trong tế bào và tiết ra môi trường xung quanh. Trong 

đó, EPSs thường được xem là các chất chuyển hóa thứ cấp, được sản xuất mạnh 

ở giai đoạn cuối của pha sinh trưởng, đặc biệt là pha cân bằng [28]. 

1.3.2. EPSs từ vi tảo  

EPSs là các polyme saccharide ngoại bào có khối lượng phân tử cao được 

bao bọc trong bề mặt tế bào của vi sinh vật hoặc được tổng hợp từ bên ngoài tế 

bào. Nhiệm vụ chính của chúng là bảo vệ tế bào, đảm bảo sự bám dính, duy trì 

độ ẩm và thích nghi với điều kiện bất lợi của môi trường. Chúng cũng góp phần 

vào nhận dạng tế bào và hình thành biofilm [29]. Koçer và cộng sự (2021) [30] 

đã công bố rằng C. sorokiniana tiết EPSs vào dịch nuôi ngoài tế bào với hàm 

lượng ghi nhận là 0,1630 ± 0,0016 g/L, cho thấy polysaccharide này đã thực sự 

được giải phóng ra môi trường và có thể thu hồi từ dịch huyền phù qua các biện 

pháp thu gom bằng kết tủa. Kết quả này chứng tỏ rõ ràng EPSs không chỉ tồn 

tại nội bào mà còn ở dạng hòa tan bên ngoài tế bào. EPSs có nhiều đặc điểm 

công nghệ và sinh lý quan trọng để sử dụng an toàn trong ngành công nghiệp 

thực phẩm. Các nghiên cứu cho rằng có nhiều loài vi sinh vật có khả năng sản 

xuất EPSs bao gồm vi khuẩn, nấm và vi tảo [31]. Trong đó, vi tảo là vi sinh vật 

có thể quang hợp, chứa hàm lượng lipit, EPSs và cacbohydrate cao. Chúng 

được sử dụng trong rất nhiều ứng dụng khác nhau vì có khả năng sinh trưởng 

nhanh, dễ dàng và có thành phần hóa học đa dạng có hoạt tính sinh học cao nên 

được ứng dụng làm nguyên liệu trong ngành dược phẩm và thực phẩm cũng 

như sản xuất nhiên liệu sinh học như biodiesel và bioethanol.  

EPSs từ vi tảo ngày càng được quan tâm nhờ cấu trúc phức tạp và có đặc 

tính chống đông máu, kháng vi rút, chống oxy hóa, chống hình thành khối u và 

điều hòa hệ thống miễn dịch [31, 32]. Một số EPSs từ các loài tảo đỏ 

(Porphyridium), tảo lục (Chlorella, Scenedesmus) và vi khuẩn lam (Spirulina, 

Arthrospira) đã được ghi nhận có tác dụng bảo vệ tế bào, cải thiện hệ vi sinh 

đường ruột, tăng khả năng tiêu hóa và hấp thu dinh dưỡng. Đặc biệt, chúng 

được sử dụng trong thực phẩm bảo vệ sức khỏe cho con người và thức ăn chăn 

nuôi. Ngoài ra, EPSs có khả năng tạo gel sinh học, làm chất ổn định trong thực 

phẩm và hỗ trợ miễn dịch cho vật nuôi.  

1.3.3. Con đường sinh tổng hợp EPSs từ vi tảo 

EPSs ở vi tảo được tổng hợp thông qua một chuỗi các quá trình sinh hóa 

phức tạp, bắt đầu từ việc cố định cacbon và chuyển hóa thành các tiền chất 
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đường hoạt hóa, sau đó được polymer hóa và vận chuyển ra ngoài tế bào. Mặc 

dù cơ chế cụ thể có thể khác nhau giữa các loài, quá trình sinh tổng hợp EPSs 

ở vi tảo nhìn chung bao gồm ba giai đoạn chính: (i) hình thành tiền chất 

monosaccharide, (ii) hoạt hóa và polymer hóa, và (iii) vận chuyển và bài tiết ra 

môi trường ngoại bào [33, 34]. 

1.3.3.1.  Giai đoạn hình thành tiền chất monosaccharide 

Ở vi tảo quang tự dưỡng, nguồn cacbon cho quá trình tổng hợp EPSs chủ 

yếu bắt nguồn từ CO₂ thông qua chu trình Calvin. CO₂ được cố định thành các 

hợp chất trung gian như glyceraldehyde-3-phosphate (G3P), sau đó được 

chuyển hóa thành các đường phosphoryl hóa như glucose-6-phosphate (G6P) 

và fructose-6-phosphate (F6P), là các tiền chất quan trọng trong sinh tổng hợp 

carbohydrate [17, 35]. 

Trong điều kiện dị dưỡng hoặc tạp dưỡng, vi tảo có thể sử dụng các 

nguồn cacbon hữu cơ như glucose hoặc acetate, tham gia vào các con đường 

chuyển hóa trung tâm như đường phân (glycolysis) và con đường pentose 

phosphate để tạo ra tiền chất cho sinh tổng hợp EPSs [36]. Các con đường này 

cung cấp cả nguồn cacbon và năng lượng cần thiết cho quá trình sinh tổng hợp 

polysaccharide. 

1.3.3.2.  Giai đoạn hoạt hóa và polymer hóa 

Các monosaccharide tự do cần được hoạt hóa dưới dạng nucleotide sugar 

(như UDP-glucose, GDP-mannose, UDP-galactose) trước khi tham gia vào quá 

trình tổng hợp polysaccharide. Quá trình này được xúc tác bởi các enzyme như 

UDP-glucose pyrophosphorylase và giữ vai trò trung gian thiết yếu trong sinh 

tổng hợp carbohydrate [36, 37]. Sau khi được hoạt hóa, các đơn vị đường sẽ 

được liên kết với nhau thông qua hoạt động của các enzyme glycosyltransferase 

để hình thành chuỗi polysaccharide. Quá trình polymer hóa này có thể diễn ra 

tại màng tế bào hoặc các cấu trúc liên quan đến hệ thống nội màng [33, 37]. 

Cấu trúc cuối cùng của EPSs, bao gồm loại monosaccharide, kiểu liên kết 

glycosidic và mức độ phân nhánh, phụ thuộc vào hệ enzyme tham gia cũng như 

điều kiện môi trường nuôi cấy [35]. 

1.3.3.3. Giai đoạn vận chuyển và bài tiết EPSs 

Sau khi được tổng hợp, các chuỗi polysaccharide sẽ được vận chuyển 

qua màng tế bào và tiết ra môi trường ngoại bào. Quá trình này có thể liên quan 

đến các hệ thống vận chuyển chuyên biệt hoặc cơ chế tiết polysaccharide phụ 
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thuộc vào loài vi sinh vật. EPSs có thể tồn tại ở dạng hòa tan trong môi trường 

nuôi (released EPS) hoặc ở dạng liên kết lỏng lẻo với bề mặt tế bào (capsular 

hoặc slime layer). Quá trình bài tiết EPSs thường được tăng cường trong các 

điều kiện stress môi trường như thiếu dinh dưỡng (đặc biệt là nitơ), cường độ 

ánh sáng cao hoặc thay đổi độ mặn. Đây được xem là cơ chế thích nghi giúp tế 

bào bảo vệ khỏi các yếu tố bất lợi và duy trì cân bằng sinh lý [27]. 

1.3.3.4. Các yếu tố ảnh hưởng đến sinh tổng hợp EPSs 

Quá trình sinh tổng hợp EPSs ở vi tảo chịu ảnh hưởng của nhiều yếu tố 

môi trường cùng với điều kiện nuôi cấy, bao gồm nguồn cacbon, tỷ lệ C/N, ánh 

sáng, nhiệt độ, pH và các yếu tố stress như độ mặn hoặc kim loại nặng [27,33]. 

Trong đó, sự thiếu hụt nitơ thường được ghi nhận là yếu tố kích thích tích lũy 

polysaccharide, do tế bào chuyển hướng dòng cacbon từ tổng hợp protein sang 

tích lũy carbohydrate, bao gồm cả EPSs. Những thay đổi này không chỉ ảnh 

hưởng đến sản lượng mà còn tác động đến cấu trúc và hoạt tính sinh học của 

EPSs. 

1.3.3.4.1. Ảnh hưởng của ánh sáng 

Cường độ ánh sáng được xem là một trong những yếu tố quan trọng trong 

nuôi trồng vi tảo. Thời gian và cường độ ánh sáng ảnh hưởng trực tiếp đến quá 

trình quang hợp của vi tảo và có ảnh hưởng đến thành phần sinh hóa của vi tảo 

và năng suất sinh khối [38]. Cường độ ánh sáng quá thấp hoặc quá cao đều 

không tốt cho vi tảo. Nếu cường độ ánh sáng quá thấp, vi tảo sẽ không thể 

chuyển hoá CO2 thành năng lượng dẫn đến sinh trưởng giảm. Ngược lại, cường 

độ ánh sáng cao hơn sẽ làm tăng tốc độ quang hợp đến một mức nào đó, sau đó 

nó chững lại cho đến khi tốc độ quang hợp được cân bằng bởi quá trình quang 

hô hấp và sự ức chế quang hóa. Bên cạnh đó, mật độ tế bào quá thấp nhưng 

cường độ ánh sáng quá cao lại gây ức chế quá trình sinh trưởng của tảo. Chính 

vì vậy, cường độ ánh sáng tối ưu cần phải được xác định bằng thực nghiệm 

trong từng trường hợp để tối đa hóa quá trình đồng hóa CO2 với tốc độ quang 

hô hấp tối thiểu và càng ít quang ức chế càng tốt [2]. Các nghiên cứu chỉ ra 

rằng, cần có một khoảng thời gian cụ thể của chu kỳ sáng/tối để tảo quang hợp 

vì ánh sáng cần thiết để tổng hợp ATP và NADPH, điều khiển các phản ứng tối 

của quá trình quang hợp tạo ra khung cacbon. Hầu hết các nghiên cứu đều chỉ 

ra rằng quang chu kỳ sáng: tối là 16:8 giờ là thích hợp nhất cho tảo phát triển 

[3]. Vi tảo được chiếu ánh sáng có cường độ thích hợp sẽ thúc đẩy hoạt động 
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quang hợp, trong khi mức độ ánh sáng quá mức hoặc không đủ có thể dẫn đến 

ức chế quang hợp hoặc hạn chế tăng trưởng [2]. Nghiên cứu về ảnh hưởng của 

cường độ ánh sáng đến sản xuất EPSs cũng được thực hiện trên vi khuẩn lam. 

Chiếu ánh sáng liên tục ở cường độ ánh sáng cao được phát hiện là có lợi cho 

việc sản xuất EPSs ở vi khuẩn lam. Vi khuẩn lam Aponinum có thể tổng hợp 

EPSs ở cường độ ánh sáng 500 μmol photon/m²s (μmol/m2/s) [39], tương tự 

như vậy, Anabena spp. với sản lượng EPSs cao nhất được phát hiện ở cường 

độ ánh sáng 460 μmol/m2/s [40]. Chentir et al. ( 2017) đã quan sát thấy sự gia 

tăng sản lượng EPSs của vi khuẩn lam khi cường độ ánh sáng tăng lên [41]. 

1.3.3.4.2. Ảnh hưởng của nhiệt độ 

Nhiệt độ là yếu tố có ảnh hưởng đáng kể đến sự phát triển của vi tảo và 

ảnh hưởng trực tiếp đến các quá trình sinh hóa, bao gồm cả quá trình quang hợp 

và trong cơ quan nội bào của tế bào tảo. Mỗi loài có nhiệt độ tăng trưởng tối ưu 

riêng. Việc tăng nhiệt độ đến phạm vi tối ưu sẽ làm tăng sự phát triển của tảo 

theo cấp số nhân, nhưng việc tăng hoặc giảm nhiệt độ vượt quá điểm tối ưu sẽ 

làm suy giảm tốc độ sinh trưởng hoặc thậm chí ngừng hoạt động sinh lý của tảo 

[42]. Nuôi cấy vi tảo ở nhiệt độ không tối ưu sẽ dẫn đến làm giảm sinh khối 

cao, đặc biệt là trong các hệ thống nuôi hở ở các ao, hồ. Nhiệt độ là yếu tố quan 

trọng trong nuôi trồng ở quy mô lớn, đặc biệt nuôi trong các ao hở và cần được 

theo dõi cẩn thận vì dịch nuôi tảo có sự thay đổi nhiệt độ đáng kể theo thời gian 

[43]. Nhiệt độ thấp ảnh hưởng đến quá trình quang hợp bằng cách giảm hoạt 

động đồng hóa cacbon, trong khi nhiệt độ quá cao làm giảm quá trình quang 

hợp bằng cách làm bất hoạt các protein tham gia trong cấu tạo nên bộ máy 

quang hợp và làm xáo trộn sự cân bằng năng lượng trong tế bào. Nhiệt độ cao 

hơn cũng làm giảm kích thước tế bào và hô hấp. Sự suy giảm quang hợp dẫn 

đến tốc độ tăng trưởng giảm [44]. Nhiệt độ là một trong những thông số chính 

ảnh hưởng đến các quá trình trao đổi chất trong tế bào vi tảo. Nhiệt độ cũng có 

thể tác động đến quá trình sản xuất EPSs và giá trị tối ưu của nó đối với quá 

trình tổng hợp EPSs là đặc thù của từng loài. Trong các nghiên cứu về ảnh 

hưởng của cường độ ánh sáng và nhiệt độ đến quá trình sản xuất EPSs của 

chủng Graesiella ưa nhiệt, năng suất EPSs cao nhất thu được ở nhiệt độ cao 

nhất được thử nghiệm, tức là 40°C và ở cường độ ánh sáng thấp nhất là 20 

µmol/m2s [45]. 

1.3.3.4.3. Ảnh hưởng của pH và độ mặn 
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pH của môi trường nuôi cấy là một yếu tố quan trọng khác ảnh hưởng 

đến sự phát triển của vi tảo [46]. Các loài vi tảo có khả năng thích nghi với môi 

trường nuôi có pH khác nhau. Hầu hết các loài vi tảo có khả năng sinh trưởng 

tốt ở môi trường có pH khoảng từ 6 đến 8,8. Các nguồn môi trường tăng trưởng 

khác nhau có giá trị pH khác nhau. Hầu hết các loài tảo đều nhạy cảm với pH 

và rất ít loài có thể chịu đựng được phạm vi pH rộng. Tuy nhiên, vẫn có một số 

trường hợp được báo cáo như loài C. vulgaris có thể phát triển ở phạm vi pH 

rộng tuy nhiên tốc độ tăng trưởng tối đa và năng suất sinh khối được báo cáo ở 

môi trường có pH 9-10 [47].  

1.3.4.5. Các phương thức sinh trường của vi tảo 

Vi tảo xuất hiện ở khắp nơi và sinh sống trong nhiều môi trường khác 

nhau. Ở vi tảo có 3 phương thức sinh trưởng khác nhau như quang tự dưỡng, 

dị dưỡng và tạp dưỡng. Tuỳ thuộc vào điều kiện mà chúng sử dụng nguồn 

cacbon và sự cần thiết chiếu sáng sẽ khác nhau. Sau đây là các đặc điểm của 

các điều kiện nuôi trồng theo kiểu quang tự dưỡng, dị dưỡng và tạp dưỡng cho 

vi tảo. 

  Quang tự dưỡng 

Vi tảo thường sống trong điều kiện quang tự dưỡng với việc sử dụng CO2 

vô cơ có trong khí quyển làm nguồn cacbon để tăng trưởng. Chúng chuyển đổi 

CO2 có trong khí quyển, H2O và ánh sáng thành các chất hữu cơ thông qua quá 

trình quang hợp. Điều này làm cho việc nuôi trồng bằng phương thức quang tự 

dưỡng rất tiết kiệm và thân thiện với môi trường. Tuy nhiên, quá trình nuôi 

trồng theo phương thức quang tự dưỡng thường bị giới hạn bởi việc phân bổ 

ánh sáng khi mật độ tế bào tăng lên quá cao, điều này ảnh hưởng lớn đến việc 

thu nhận ánh sáng làm giảm sinh trưởng của vi tảo, do đó năng suất sinh khối 

của vi tảo sẽ bị giảm đáng kể [48]. 

  Dị dưỡng 

Vi sinh vật dị dưỡng nói chung và vi tảo dị dưỡng nói riêng sử dụng 

nguồn cacbon hữu cơ để làm nguồn cacbon và nguồn năng lượng mà không 

cần ánh sáng. Chúng sinh trưởng thông qua quá trình hô hấp và lên men kết 

hợp.  

Mặc dù vi tảo thường sử dụng nguồn cacbon vô cơ để quang hợp nhưng 

việc vi tảo sinh trưởng chậm làm cho năng suất thu được thấp. Để tối đa hoá 

việc sản suất sinh khối với năng suất cao, người ta đã đề xuất phương pháp nuôi 
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cấy trong đó nguồn cacbon hữu cơ được sử dụng thay cho nguồn cacbon vô cơ 

[49]. Nhờ việc cung cấp nguồn cacbon hữu cơ mà năng suất sinh khối vi tảo 

được tăng đáng kể nhờ tăng năng suất sinh trưởng và mật độ tế bào mà không  

phụ thuộc vào chiếu sáng. Ngoài ra, hàm lượng các chất có giá trị gồm lipit, 

sắc tố có thể được tăng cường [31]. Tuy nhiên, trái lại với năng suất cao của 

phương pháp nuôi dị dưỡng (không xảy ra quá trình quang hợp) thì việc chúng 

phát thải CO2 trực tiếp vào không khí lại nảy sinh vấn đề ô nhiễm môi trường. 

  Tạp dưỡng 

Việc nuôi cấy tạp dưỡng được ưa chuộng hơn vì phương pháp này cải 

thiện được nhiều hạn chế so với phương thức quang tự dưỡng và dị dưỡng. Thứ 

nhất, việc sử dụng nguồn cacbon hữu cơ giúp tảo tăng năng suất hơn rất nhiều 

lần so với sử dụng nguồn cacbon vô cơ trong nuôi trồng quang tự dưỡng. Thứ 

hai, vi tảo nuôi trong điều kiện dị dưỡng môi trường sẽ không có ánh sáng khiến 

quá trình quang hợp không xảy ra, nghĩa là nguồn năng lượng duy nhất làm 

cacbon hữu cơ sẽ được vi tảo sử dụng và giải phóng CO2. Trong điều kiện nuôi 

dị dưỡng, CO2 giải phóng không thể sử dụng làm nguồn cacbon cho quá trình 

quang hợp, dẫn đến pH của môi trường nuôi cấy bị thay đổi và tiếp theo tác 

động tới tốc độ sinh trưởng của vi tảo. Do vậy, điều này ảnh hưởng trực tiếp 

đến năng suất sinh khối [50]. Do đó, nuôi trồng theo phương thức tạp dưỡng 

thường tránh được các nhược điểm của nuôi quang tự dưỡng và dị dưỡng. Một 

ưu điểm khác của việc nuôi trồng vi tảo trong điều kiện tạp dưỡng là hàm lượng 

lipit cao hơn trong sinh khối tảo và tăng năng suất lipit đối với một số loài tảo. 

Sản lượng sinh khối cao hơn và hàm lượng lipit cao hơn dẫn đến năng suất lipit 

cao hơn, đồng nghĩa với việc thu hồi năng lượng cao hơn. Nghiên cứu của Liang 

et al (2009) [51] đã thông báo về sự phát triển của C. vulgaris trong ba điều 

kiện tăng trưởng với nguồn cacbon khác nhau gồm acetate, glucose và glycerol 

và kết quả nghiên cứu thu được cho thấy năng suất sinh khối và lipit cao nhất 

ở chế độ nuôi trồng tho phương thức tạp dưỡng.  

1.3.4. Hoạt tính sinh học của EPSs 

EPSs là nhóm hợp chất sinh học với sự đa dạng về cấu trúc và được ghi 

nhận với nhiều hoạt tính sinh học quan trọng. Các hoạt tính này phụ thuộc chặt 

chẽ vào đặc điểm cấu trúc của EPSs như khối lượng phân tử, thành phần 

monosaccharide, kiểu liên kết glycosidic và sự hiện diện của các nhóm chức 

như sulfate hoặc uronic acid [52,53]. 
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EPSs có khả năng loại bỏ các gốc tự do (ROS) thông qua cơ chế cho 

electron hoặc nguyên tử hydro, từ đó làm giảm stress oxy hóa trong tế bào. 

Nhiều nghiên cứu đã chứng minh EPSs thể hiện hoạt tính bắt gốc tự do mạnh 

trong các hệ thử nghiệm như DPPH, ABTS và FRAP [53]. Hoạt tính này 

thường tăng khi EPSs có khối lượng phân tử thấp hoặc chứa các nhóm chức 

hoạt động như sulfate và hydroxyl [52]. 

EPSs có thể điều hòa đáp ứng miễn dịch thông qua việc kích thích hoặc 

ức chế sản xuất cytokine (như TNF-α, IL-6, IL-10), đồng thời ảnh hưởng đến 

hoạt động của đại thực bào và tế bào lympho [54]. Một số EPSs còn có khả 

năng ức chế các con đường tín hiệu liên quan đến viêm như NF-κB hoặc 

MAPK, từ đó làm giảm phản ứng viêm. 

EPSs được ghi nhận có khả năng ức chế sự phát triển của vi khuẩn và 

virus thông qua nhiều cơ chế khác nhau như phá vỡ màng tế bào, ức chế sự bám 

dính hoặc can thiệp vào quá trình sao chép của vi sinh vật [50]. Một số EPSs 

có nguồn gốc từ vi sinh vật biển còn biểu hiện hoạt tính kháng khuẩn đáng kể 

với vi khuẩn Gram dương và Gram âm [53]. 

Một số EPSs có khả năng ức chế sự tăng sinh của tế bào ung thư thông 

qua việc kích hoạt quá trình apoptosis hoặc điều hòa chu kỳ tế bào. Ngoài ra, 

EPSs còn có thể tăng cường hệ miễn dịch, gián tiếp góp phần chống lại sự phát 

triển của khối u [52]. 

EPSs từ vi tảo, đặc biệt là các loài thuộc chi Chlorella gây chú ý trong 

nghiên cứu nhờ khả năng biểu hiện nhiều hoạt tính sinh học có giá trị trong 

ngành thực phẩm và y sinh. Thành phần EPSs từ Chlorella thường bao gồm 

các monosaccharide như glucose, galactose, mannose và có thể chứa các nhóm 

chức như sulfate hoặc axit uronic, góp phần tạo nên hoạt tính sinh học đặc trưng 

[16]. Nhiều nghiên cứu đã báo cáo EPSs từ Chlorella có khả năng bắt giữ gốc 

tự do và giảm stress oxy hóa. Hoạt tính này được đánh giá thông qua các 

phương pháp như DPPH, ABTS và scavenging ROS nội bào. EPSs từ C. 

sorokinian được ghi nhận có hoạt tính chống oxy hóa chịu ảnh hưởng bởi nồng 

độ và cấu trúc phân tử. 

EPSs từ Chlorella có thể hoạt hóa hệ miễn dịch thông qua việc tăng 

cường hoạt động của đại thực bào, thúc đẩy sản xuất nitric oxide (NO) và các 

cytokine miễn dịch. Qua đó cho thấy tiềm năng ứng dụng của nó trong việc 

tăng cường sức đề kháng và hỗ trợ điều trị bệnh [16]. Một số EPSs từ Chlorella 
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đã được báo cáo có khả năng làm giảm phản ứng viêm thông qua việc ức chế 

sản xuất các chất trung gian gây viêm. Hoạt tính này có ý nghĩa quan trọng 

trong việc phòng ngừa các bệnh mạn tính liên quan đến viêm. 

Nhờ các hoạt tính sinh học đa dạng và tính an toàn sinh học cao, EPSs 

từ Chlorella được xem là nguồn nguyên liệu tiềm năng trong phát triển thực 

phẩm bảo vệ sức khỏe. EPSs được ứng dụng như chất chống oxy hóa tự nhiên, 

đóng vai trò như tác nhân tăng cường miễn dịch hoặc thành phần hỗ trợ hệ vi 

sinh đường ruột [16,53]. 

Ở Việt Nam, phần lớn các nghiên cứu về C. sorokiniana mới chủ yếu tập 

trung vào sinh khối, lipit và sản xuất biodiesel. Mặc dù, EPSs đã được chứng 

minh là một trong những thành phần quan trọng trong dịch nuôi tảo, việc khai 

thác EPSs từ dịch nuôi tảo C. sorokiniana vẫn chưa được nghiên cứu một cách 

toàn diện và có hệ thống. Hiện chưa có công trình nào công bố quy trình tách 

chiết, tinh sạch EPSs và xác định hoạt tính sinh học của chúng từ loài tảo này 

trong điều kiện nuôi trồng tại Việt Nam. Đồng thời, tiềm năng ứng dụng EPSs 

trong dịch nuôi cấy C. sorokiniana trong lĩnh vực thực phẩm và thức ăn chăn 

nuôi hoàn toàn chưa được khai thác. Trong bối cảnh ngành thực phẩm và chăn 

nuôi đang hướng tới các nguồn nguyên liệu tự nhiên, thân thiện với môi trường, 

giàu dinh dưỡng và có hoạt tính sinh học cao. Bên cạnh nguồn sinh khối C. 

sorokiniana có khả năng: phát triển thực phẩm bảo vệ sức khỏe, hỗ trợ tiêu hóa, 

chống oxy hóa, tăng cường miễn dịch, tách chiết EPSs từ dịch nuôi cấy vi tảo 

làm thức phẩm bảo vệ sức khỏe cho người và động vật nuôi là một hướng đi 

đầy triển vọng. Việc nghiên cứu tách chiết kết hợp đánh giá hoạt tính sinh học 

của EPSs thu được trong dịch nuôi cấy C. sorokiniana sẽ mở ra hướng phát 

triển mới. EPSs sẽ làm gia tăng giá trị khai thác các chất có hoạt tính sinh học 

trong quá trình nuôi cấy C. sorokiniana, mở rộng chuỗi giá trị sản phẩm từ vi 

tảo ngoài lipit và protein, đồng thời làm giảm chi phí sản suất. Chính từ những 

cơ sở phân tích trên, chúng tôi đã thực hiện nghiên cứu “Nghiên cứu tách chiết 

và xác định hoạt tính sinh học của polysaccharide ngoại bào từ vi tảo lục 

Chlorella sorokiniana định hướng ứng dụng làm thực phẩm bảo vệ sức 

khỏe cho người”. 
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Chương 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Đối tượng 

- Đối tượng: Chủng giống C. sorokiniana DDH thuộc bộ sưu tập giống 

của nhóm Công nghệ tảo, Phòng Vi sinh vật học phân tử, Viện Sinh học, Viện 

Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam (VAST) được sử dụng cho nghiên 

cứu. Trong đó, chủng C. sorokiniana DDH được lưu giữ ở 28oC, chiếu ánh sáng 

có cường độ 40 µmol/m2s, quang chu kỳ sáng: tối được thiết lập là 12:12 giờ 

được sử dụng trong nghiên cứu. Hình 2.1 là ảnh minh họa hình thái tế bào C. 

sorokiniana DDH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.2. Hóa chất, dụng cụ, thiết bị 

Hóa chất 

Thành phần môi trường Endo nuôi cấy C. sorokiniana DDH bao gồm 

(g/L): MgSO4.7H2O - 1,2, CaCl2.2H2O - 0,105, Glucose - 30, KNO3 - 4,8, 

KH2PO4 - 1,2, Na3C6H5O.2H2O - 0,2, FeSO4.7H2O - 0,016, Na2EDTA - 2,1, 

A5 - 1mL. 

Thành phần môi trường BG-11 nuôi cấy C. sorokiniana DDH bao gồm 

(g/L): NaNO3 - 1,5, MgSO4.7H2O - 0,041, K2HPO4.3H2O - 0,075, CaCl2.2H2O 

- 0,036, citric acid - 0,006, ferric amoniumcitrate - 0,006, EDTA - 0,001, 

Na2CO3 - 0,02, glusoce - 30, A5 - 1mL;  

Thành phần môi trường C nuôi cấy C. sorokiniana DDH bao gồm (g/L): 

MgSO4.7H2O - 0,04, glucose - 30, Tris base - 0,5, KNO3 - 0,1, Ca(NO3)2. 4H20 

- 0,15, Na2Glycerophosphate - 0,05, PIV - 3mL. 

Trong đó, thành phần PIV bao gồm (mg/L): H₃BO₃ - 2,86, MnCl₂·4H₂O 

- 1,81, ZnSO₄·7H₂O - 0,22, CuSO₄·5H₂O - 0,07, Na₂MoO₄·2H₂O - 0,021. 

Thành phần dung dịch A5 bao gồm (g/L): H3BO3 - 2,850, MnCl2. 4H2O - 

Hình 2.1.  Hình ảnh minh họa hình thái tế bào C. sorokiniana DDH 

10 µm  
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1,810, ZnSO4. 7H2O - 0,220, CuSO4. 5H2O - 0,080, MoO3 - 0,015, Co(NO3)2. 

6H2O - 0,044). 

Ngoài ra, các hóa chất phục vụ các thí nghiệm khác như axit 

trichloroacetic (TCA), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), buthanol, 

chloroform, hexane, ethanol… do Trung Quốc sản xuất và đảm bảo độ tinh 

khiết trong các thí nghiệm. 

Dụng cụ, thiết bị 

Buồng đếm hồng cầu Burker-Turk (Đức); Pipetman các loại 20, 100, 200 

và 1000µL (Gilson, France); Pipette Pasteur (USA); Cân phân tích Precisa XB 

1200C (max 1200g; e-0,1g; d- 0,01g ) (Switzerland); Cân phân tích  Shimadzu 

AY 120 (max 120g, d=0,1mg ); Máy đo mật độ quang học UV - 1601 Shimazu 

(Nhật Bản ); Máy chụp ảnh SEM Hitachi S-4800 (Serial, HI-9022-0003, Nhật 

Bản), máy quang phổ hồng ngoại biến đổi Fourier IR InfraLUM FT-08 (Lumex 

Instruments, Nga); Tủ sấy Cornthem (New Zealand); Tủ sấy Gallenkamp 

(USA); Máy ly tâm  Sorvall LeGen RT 1900w (Kendro, Germay); Kính hiển 

vi quang học  Olympus CX21 (Japan); Nồi khử trùng (Trung Quốc); Máy ảnh 

kỹ thuật số Canon IXY Digital 70 (Japan); máy quang phổ nanospect (Đức); 

box cấy (Việt Nam); hệ thống kín nuôi cấy PBRs 300 Lit; Phễu chiết, phễu lọc, 

cốc đong, ống đong, các loại bình tam giác từ loại 100, 250, 500 và 1000 mL; 

Giấy pH; Giấy lọc thường; Giấy lọc GF/C ... và một số dụng cụ khác đã được 

sử dụng cho nghiên cứu.  

2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Phương pháp xác định sinh trưởng bằng số lượng tế bào được đếm 

bằng buồng đếm Burker - Turk 

Xác định sinh trưởng thông qua mật độ tế bào (MĐTB) được tiến hành 

theo mô tả của Đặng Diễm Hồng (2019) [12]. Lắc đều mẫu, mẫu được đếm trực 

tiếp hoặc pha loãng 50 - 100 lần bằng nước cất. MĐTB được xác định bằng 

buồng đếm hồng cầu Burker-Turk (Hirschmann, Laborgerate Hilgenberg, 

Đức), dưới kính hiển vi Olympus CX21 (Mỹ). Buồng đếm Burker-Turk gồm 

16 khu, mỗi khu gồm 16 ô vuông nhỏ. Mẫu tảo nhỏ trên buồng đếm, được đếm 

tại 5 khu, 4 khu ở 4 góc và 1 khu ở giữa. Đếm lặp lại 10 lần, lấy giá trị trung 

bình giữa các lần đếm (M).  

Tính toán MĐTB theo công thức: 
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MĐTB (TB/mL) = M × 
16

5
 × số lần pha loãng × 104 (Nếu mẫu có 

MĐTB cao) 

Hoặc MĐTB (TB/mL) = ((M x 16/5)/ hệ số cô đặc) x 104 (nếu mẫu có 

MĐTB thấp) 

2.2.2. Phương pháp xác định sinh trưởng bằng khối lượng khô 

Sinh trưởng của C. sorokiniana DDH được đánh giá thông qua SKK của 

tế bào được xác định theo phương pháp của Đặng Diễm Hồng (2019) [12]. SKK 

được xác định bằng phương pháp sấy khô mẫu ở 105oC, thực hiện theo quy 

trình như sau: cốc cân được sấy ở 105oC trong 3 giờ. Lấy cốc ra và để nguội 

trong bình hút ẩm (desiccator) trong 10 phút. Khối lượng cốc được xác định 

bằng cách cân và lặp lại đến khi đạt giá trị không đổi ta được m1 (g). Lấy 5 - 10 

mL dịch tảo li tâm loại bỏ môi trường nuôi, rửa lại 2 lần bằng nước cất. Sinh 

khối tươi thu được được hòa lại bằng nước cất, chuyển vào cốc đã sấy khô và 

tiếp tục sấy ở 105 oC trong 24 giờ, rồi tiến hành cân khối lượng cốc và sinh 

khối. Quá trình sấy và cân được lặp lại cho đến khi khối lượng cân được không 

đổi là m2 (g).  

- Tính SKK của tảo theo công thức sau: 

SKK (g/L) = ((m2 - m1)/10) x 1000 

Trong đó: m1 là khối lượng khô của cốc cân 

                 m2 là khối lượng khô của (sinh khối tảo + cốc cân); lượng dịch lấy 

xác định sinh khối là 10 mL; 1000 là 1000 mL (tức là 1 L). 

2.2.3. Phương pháp tách chiết EPSs từ dịch nuôi C. sorokiniana DDH 

Quá trình chiết xuất EPSs được thực hiện dựa theo công bố của Koçer 

và cộng sự (2021) [30] có một số thay đổi nhỏ cho phù hợp với điều kiện phòng 

thí nghiệm. Dịch nuôi cấy vi tảo sau khi ly tâm thu dịch nổi ở 6.000 vòng/ phút 

trong 15 phút sẽ được kết tủa protein bằng TCA 12% (w/v), giữ qua đêm ở 4 

oC, trong điều kiện tĩnh. Sau đó, hỗn hợp dịch được ly tâm ở 6.000 vòng/phút 

trong 10 phút để loại tủa protein. Bổ sung ethanol lạnh 96% (v/v) vào dịch nổi 

với tỷ lệ là 1:2 (dịch nổi: ethanol), tiếp tục giữ trong 24 giờ ở 4 oC. Sau đó, ly 

tâm ở tốc độ 6.000 vòng/phút trong 15 phút, 4 oC và sấy khô ở 45 oC, thu được 

EPSs dạng bột khô. 

2.2.4. Phương pháp xác định hàm lượng EPSs từ dịch nuôi C. sorokiniana 

DDH 
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Phương pháp xác định hàm lượng EPSs được xác định theo công bố của 

Lê Thị Thúy Hằng (2017) [55]. Nguyên tắc: Hàm lượng đường trong EPSs 

được xác định thông qua phản ứng tạo màu đặc trưng giữa các sản phẩm phân 

hủy của đường trong môi trường axít sulfuric với phenol. Cường độ màu càng 

đậm, giá trị OD đo ở bước sóng 490 nm càng cao, phản ánh hàm lượng đường 

càng lớn. Glucose được sử dụng làm chất chuẩn trong quá trình phân tích. 

Chuẩn bị: Phenol 5%: Hút 5mL dung dịch phenol và sử dụng nước cất 

định mức lên 100 mL, thu được dung dịch phenol 5%. 

Xây dựng phương trình đường chuẩn 

Glucose được pha ở các nồng độ 0 - 150 µg/mL để làm đường chuẩn. 

Trộn hỗn hợp phản ứng gồm 1 mL mẫu + 1 mL phenol 5 % + 5 mL H2SO4 đậm 

đặc, để yên ở nhiệt độ phòng trong 10 phút. Hỗn hợp được lắc đều và giữ ở 

nhiệt độ phòng trong 20 phút. Tiến hành đo OD ở bước sóng 490 nm. Blank là 

mẫu phản ứng với nước cất. Từ kết quả thu được xây dựng được phương trình 

đường chuẩn: Y = 176,98X - 25,24 với (R2 = 0,9963). Trong đó: Y là hàm 

lượng glucose (µg/mL); X là giá trị OD 490nm. 

Tiến hành: 

Cân m g, sử dụng nước cất hòa tan mẫu với nồng độ nhất định. 

Trộn hỗn hợp phản ứng gồm 1 mL mẫu + 1 mL phenol 5 % + 5 mL 

H2SO4 đậm đặc, để yên ở nhiệt độ phòng trong 10 phút. Sau đó lắc đều và ủ ở 

nhiệt độ phòng trong 20 phút. Sau 20 phút, tiến hành đo OD ở bước sóng 490 

nm. Blank là mẫu phản ứng với nước cất. Giá trị OD490nm thu được được thay 

vào phương trình đường chuẩn trên tính được hàm lượng EPSs.  

2.2.5. Phương pháp xác định hàm lượng lipit, protein, carotenoit  

Hàm lượng lipit tổng số được xác định theo phương pháp Bligh và Dyer 

(1959) [56]. Phương pháp xác định hàm lượng protein được thực hiện theo phản 

ứng Bradford bằng thuốc nhuộm Coomassie Brilliant Blue G-250 theo 

Bradford (1976) [58]. Hàm lượng carotenoit tổng số được xác định theo phương 

pháp Lichtenthale (1994) [57], có cải tiến phù hợp với điều kiện của Việt Nam 

theo Đặng Diễm Hồng, 2019 [12]. 

2.2.6. Phương pháp chụp ảnh hình thái bề mặt của EPSs bằng kính hiển vi 

điện tử quét (Scanning Electron Microscopy - SEM) 

Đặc điểm hình thái bề mặt của EPSs được nghiên cứu bằng cách quan 

sát mẫu dưới kính hiển vi điện tử quét (SEM) trên thiết bị Hitachi S-4800 
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(Serial, HI-9022-0003, Nhật Bản), điện áp gia tốc 5.0 kV, dòng phát xạ 10mA 

ở các độ phóng đại khác nhau, tại Viện Khoa học Vật liệu, VAST. Quy trình 

xử lý mẫu: Nạo nhẹ mẫu cho vào ống efpendorf có chứa dung dịch cacodylate 

0,1 M, ly tâm 3000v/5phút (2-3 lần). Mẫu được cố định trong dung dịch 2,5-

3% glutaraldehyte/ cacodylate 0,1M, pH = 7,2-7,4 (1 giờ hoặc qua đêm ở nhiệt 

độ 4°C). Sau đó, rửa mẫu bằng dung dịch cacodylate 0,1M trong 5 phút mỗi 

lần, lặp lại 3 lần. Cố định mẫu bằng OsO4 1% trong cacodylate 0,1M - 1 giờ ở 

nhiệt độ phòng. Mẫu tiếp tục được rửa bằng dung dịch cacodylate 0,1M (5 

phút/lần x2). Hút nước trong mẫu bằng cồn các nồng độ 50°,70°,80°, 90°,100° 

(5 phút/lần x2). Chuẩn bị đế gắn mẫu sử dụng giấy bạc. Hòa loãng mẫu với 

nồng độ thích hợp trong cồn tuyệt đối, nhỏ mẫu lên giấy bạc đã được cố định 

trên đế, sau đó để khô hoàn toàn. Tiếp theo, mẫu được phủ một lớp kim loại 

dẫn điện Pt. Các mẫu đã chuẩn bị được quan sát bằng kính hiển vi điện tử quét 

Hitachi S-4800 (Serial, HI-9022-0003, Nhật Bản) [59]. 

2.2.7. Phương pháp xác định đặc điểm của EPSs bằng thông qua đo phổ 

hồng ngoại biến đổi Fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy - 

FTIR) 

Quang phổ hồng ngoại biến đổi Fourier (FTIR) được đo để xác định dao 

động của các liên kết trong cấu trúc EPSs theo phương pháp của Shepel và cộng 

sự (2015) [60] bằng cách trộn mẫu và bột KBr tỷ lệ 1/1000 (w/w) và ép hỗn 

hợp dưới áp suất cao trên thiết bị Fourier IR InfraLUM FT-08 (Lumex 

Instruments, Nga) tại Viện Khoa học Vật liệu, VAST. 

2.2.8. Xác định hoạt tính chống ô xy hóa bằng trung hòa gốc tự do bằng 

DPPH 

Hoạt tính chống ô xy hóa của EPSs được xác định bằng khả năng trung 

hòa gốc tự do với 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) theo công bố Xiao và 

cộng sự (2020) [61]. Độ hấp thụ của hỗn hợp phản ứng được đo ở bước sóng 

517 nm bằng máy đọc vi phiến (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, 

USA). Hiệu quả loại bỏ gốc tự do dựa trên sự ức chế DPPH được tính bằng 

phần trăm (%) theo phương trình: 

% SA = [(ODđối chứng – ODmẫu thử) x 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.  
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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 thì giá trị 

IC50 loại bỏ gốc tự do càng nhỏ.  

2.2.9. Đánh giá hoạt tính gây độc tế bào trên các dòng tế bào khác nhau 

Hoạt tính gây độc tế bào của EPSs được đánh giá trên các dòng tế bào 

KB (ung thư biểu mô miệng ở người); HepG2 (ung thư biểu mô tế bào gan ở 

người); A549 (ung thư phổi ở người) và MCF7 (ung thư vú ở người) bằng xét 

nghiệm khả năng sống sót của tế bào bằng MTT theo Mosmann (1983) [62], 

thí nghiệm được phân tích tại Trung tâm nghiên cứu và phát triển thuốc, Viện 

Hóa học, VAST. Tế bào được nuôi trong môi trường Dulbecco's modified 

Eagle's medium (DMEM) dưới dạng nuôi cấy đơn lớp, bổ sung huyết thanh bê 

thai (10%), l-glutamine (200 mM) (1%), hỗn hợp penicillin (100 IU/mL) (1%) 

và streptomycin (100 g/ml) và nuôi cấy trong môi trường có 5% CO2 ở 37 °C. 

Tế bào được nuôi trên đĩa nuôi cấy 96 giếng ở mật độ 105 tế bào/giếng và được 

xử lý bằng nồng độ EPSs tăng dần (4 - 256 µg/mL) trong 72 giờ ở 37 °C. Sau 

thời gian phản ứng, môi trường nuôi cấy được thay thế bằng 200 μL môi trường 

chứa 0,5 mg/mL MTT. Các đĩa lại được ủ trong 3 giờ ở 37 °C. Sau đó, môi 

trường được thay thế bằng 200 μL HCl/isopropanol (0,04 M) để hòa tan thuốc 

nhuộm màu tím đã chuyển đổi trong các đĩa nuôi cấy. Độ hấp thụ được xác định 

ở bước sóng 545 nm bằng máy đọc đĩa quang phổ. Khả năng sống của tế bào 

được tính theo phương trình:  

[(tế bào được xử lý OD545nm/tế bào đối chứng OD545nm) × 100] 

Giá trị IC50 được định nghĩa là nồng độ gây ra chết 50% số lượng tế bào. 

2.3. Bố trí thí nghiệm 

2.3.1. Lựa chọn môi trường và tối ưu hóa điều kiện môi trường nuôi thích 

hợp cho sinh trưởng và hàm lượng EPSs cao ở C. sorokiniana DDH 

Thí nghiệm khảo sát lựa chọn môi trường nuôi cấy thích hợp cho tích lũy 

EPSs của C. sorokiniana DDH 

Ba môi trường thí nghiệm được sử dụng để sàng lọc môi trường thích 

hợp cho sinh trưởng của C. sorokiniana DDH bao gồm Endo, C và BG-11. Mỗi 

công thức lặp lại 3 lần trong bình tam giác 1.000 mL có chứa 450 mL môi 

trường nuôi, nhiệt độ 28°C, tốc độ lắc 200 vòng/phút. Lấy 15 mL mẫu 1 

lần/ngày để xác định SKK và chụp ảnh tế bào. Các ngày 4, 5, 6 thu 300 mL 

dịch tảo, trong đó 25 mL được sử dụng để xác định SKK, chụp ảnh tế bào và 
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xác định carotenoit. Toàn bộ dịch tảo còn lại sau ly tâm 6.000 vòng/ phút trong 

6 phút được dùng xác định để xác định hàm lượng EPSs. Sinh khối thu được 

sau ly tâm được sấy khô để xác định các thông số protein, lipit. 

Thí nghiệm lựa chọn các điều kiện nuôi cấy thích hợp trong môi trường 

Endo   

Các yếu tố nguồn cacbon, nguồn nitơ, nhiệt độ và ánh sáng được lựa 

chọn khảo sát do đây là những nhân tố môi trường ảnh hưởng trực tiếp đến quá 

trình trao đổi chất, sinh trưởng và tích lũy các hợp chất sinh học của vi tảo C. 

sorokiniana. Cacbon là nguồn nguyên liệu chính tham gia tổng hợp 

carbohydrate, lipit và các hợp chất thứ cấp như polysaccharide; trong khi nitơ 

là thành phần thiết yếu của protein, axit nucleic, enzyme và sắc tố quang hợp. 

Sự thay đổi về nguồn cung cấp cacbon và nitơ có thể làm thay đổi đáng kể tốc 

độ sinh trưởng cũng như định hướng phân bố dòng cacbon vào quá trình tổng 

hợp protein, lipit hoặc carbohydrate trong tế bào [64, 67]. 

Nhiệt độ và ánh sáng là hai yếu tố ảnh hưởng trực tiếp đến hoạt động 

quang hợp và các phản ứng enzyme nội bào. C. sorokiniana DDH là loài vi tảo 

có khả năng thích nghi tốt với nhiệt độ tương đối cao, tuy nhiên sự thay đổi 

nhiệt độ vẫn tác động đáng kể đến hiệu suất quang hợp, hô hấp và tích lũy sinh 

khối. Tương tự, ánh sáng cung cấp năng lượng cho quá trình cố định cacbon 

nhưng cường độ ánh sáng quá cao có thể gây hiện tượng quang ức chế làm giảm 

hiệu quả quang hợp [68, 69, 71]. 

Do đó, việc khảo sát các yếu tố này là cần thiết nhằm xác định điều kiện 

tối ưu cho sinh trưởng và tích lũy sinh khối của C. sorokiniana DDH. Chính vì 

vậy, đã tiến hành nghiên cứu ảnh hưởng của nguồn cacbon khác nhau (glucose, 

sodium acetate, mantose, nồng độ 30 g/L), nguồn nitơ khác nhau (KNO3, 

NaNO3, urê và NH4Cl), tỷ lệ C/N (6:1, 12:1, 18:1 và 24:1 với nồng độ glucose 

cố định là 30 g/L), nhiệt độ (25, 28, 30, 32 và 34 oC) và ánh sáng (0, 100, 250, 

350 và 500 µmol/m2s) với quang chu kỳ sáng: tối là 12: 12 giờ lên sinh trưởng 

và tích lũy EPSs ở C. sorokiniana DDH đã được tiến hành nghiên cứu. Thí 

nghiệm được tiến hành trong bình tam giác 1.000 mL có chứa 450 mL môi 

trường nuôi, lắc 200 vòng/ phút bằng máy lắc ổn nhiệt. Mỗi công thức thí 

nghiệm được lặp lại 3 lần. Hàng ngày lấy mẫu để xác định sinh trưởng bằng 

cách xác định SKK. Đến ngày nuôi trồng thứ 4, 5 và 6, tiến hành thu 300 mL 

dịch nuôi tảo. Trong đó, 25 mL được sử dụng để xác định SKK, chụp ảnh tế 
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bào và xác định carotenoit. Phần dịch còn lại được ly tâm 6.000 vòng/ phút 

trong 6 phút để thu sinh khối và dịch nuôi. Sinh khối sẽ được sấy khô để xác 

định các thông số hàm lượng protein, lipit còn dịch nuôi được sử dụng để xác 

định hàm lượng EPSs. Thí nghiệm sau kế thừa kết quả thông số tối ưu được lựa 

chọn của thí nghiệm trước.  

2.4. Xử lý số liệu 

Mỗi thí nghiệm được tiến hành với 3 lần lặp độc lập (n = 3). Kết quả 

được biểu diễn dưới dạng giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn (Mean ± SD). Dữ 

liệu thu được được xử lý bằng phần mềm Microsoft Excel, đồng thời phân tích 

thống kê bằng phương pháp phân tích phương sai một yếu tố (One-way 

ANOVA) trên phần mềm SPSS 16.0. Sự khác biệt giữa các nghiệm thức được 

xem là có ý nghĩa thống kê khi giá trị p < 0,05. 
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Chương 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Trong chương này, các nội dung nghiên cứu chính của luận văn sẽ được 

trình bày và bao gồm: (1) ảnh hưởng của chủng giống, điều kiện nuôi cấy và 

dinh dưỡng đến sinh trưởng, tích lũy EPSs cao ở dịch nuôi vi tảo lục C. 

sorokiniana; (2) đặc điểm hình thái và cấu trúc bề mặt của EPSs tách chiết được 

từ dịch nuôi C. sorokiniana DDH; (3) đánh giá hoạt tính sinh học của EPSs thu 

được nhằm định hướng ứng dụng trong lĩnh vực thực phẩm bảo vệ sức khỏe 

cho người.       

3.1. Lựa chọn môi trường nuôi và nghiên cứu điều kiện môi trường nuôi 

thích hợp cho sinh trưởng và tích lũy EPSs cao ở C. sorokiniana DDH 

 Chủng C. sorokiniana DDH đã lựa chọn được sàng lọc môi trường và 

điều kiện nuôi thích hợp cho tích lũy EPSs cao. Kết quả sự ảnh hưởng của 3 

môi trường Endo, môi trường C (MTC) và BG-11 được thể hiện trên Hình 3.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 Kết quả được trình bày trong Hình 3.1 đã cho thấy chủng nghiên cứu có 

khả năng sinh trưởng trong cả ba môi trường nuôi cấy Endo, MTC và BG-11. 

Trong đó, môi trường Endo cho hiệu quả sinh trưởng và tích lũy EPSs cao nhất, 

đạt lần lượt 8,24 ± 0,11 g/L sinh khối và 2,51 ± 0,06 mg/L EPSs sau 5 ngày 

nuôi cấy, cao hơn đáng kể so với MTC và BG-11. Ở giai đoạn tiếp theo, cả sinh 

trưởng và hàm lượng EPSs đều có xu hướng giảm dần theo thời gian nuôi. 

 Có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05) giữa môi trường Endo và 

hai môi trường còn lại có thể được giải thích bởi sự tối ưu về thành phần dinh 

dưỡng và sự cân bằng giữa các nguyên tố đa lượng và vi lượng. Môi trường 

Hình 3.1. Sinh trưởng (A) và hàm lượng EPSs (B) từ C. sorokiniana DDH 

nuôi trồng trong các môi trường khác nhau.  

Các chữ số a, b, c tại cùng một thời điểm chỉ sự sai khác có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 
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Endo có thể đã cung cấp điều kiện thuận lợi cho quá trình quang hợp, giúp tăng 

cường cố định cacbon thông qua chu trình Calvin, từ đó tạo ra nhiều tiền chất 

carbohydrate cho sinh tổng hợp polysaccharide [17,35]. Đồng thời, trong điều 

kiện dinh dưỡng phù hợp hoặc có xu hướng giới hạn nitơ tương đối, dòng 

cacbon trong tế bào có thể được chuyển hướng từ tổng hợp protein sang tích 

lũy carbohydrate, bao gồm EPSs [17,36]. Bên cạnh đó, sự hiện diện đầy đủ của 

các nguyên tố vi lượng như Fe, Mg hoặc Zn trong môi trường Endo có thể đóng 

vai trò cùng là các nhân tố tác động vào các enzyme tham gia vào quá trình 

chuyển hóa trung gian và tổng hợp nucleotide - tiền chất trực tiếp của EPSs 

[33]. Điều này thúc đẩy quá trình polymer hóa và bài tiết polysaccharide ra môi 

trường ngoại bào. Ngược lại, ở các môi trường C và BG-11, sự hạn chế về thành 

phần dinh dưỡng hoặc sự mất cân đối giữa các yếu tố môi trường có thể làm 

giảm hiệu suất quang hợp và chuyển hóa, dẫn đến giảm tích lũy sinh khối và 

[17]. Ngoài ra, sự suy giảm sinh trưởng và hàm lượng EPSs ở các ngày nuôi 

tiếp theo có thể liên quan đến việc cạn kiệt dinh dưỡng hoặc tích lũy các sản 

phẩm trao đổi chất ức chế, làm giảm hoạt động sinh lý của tế bào. 

 Từ những kết quả và phân tích nêu trên, môi trường Endo được xác định 

là môi trường nuôi cấy thích hợp và được sử dụng cho các thí nghiệm tiếp theo 

nhằm đạt được tốc độ sinh trưởng và tích lũy EPSs cao nhất. 

 Hình ảnh minh họa cho nhân nuôi C. sorokiniana DDH trong 3 môi trường 

gồm: Endo, MTC và BG-11 được chỉ ra trên Hình 3.2. 
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3.2. Lựa chọn các điều kiện nuôi cấy thích hợp trong môi trường Endo   

3.2.1. Ảnh hưởng của nguồn cacbon 

 Kết quả khảo sát ảnh hưởng của các nguồn cacbon khác nhau (glucose, 

maltose và sodium acetate) đến sinh trưởng và khả năng tích lũy EPSs của C. 

sorokiniana DDH được trình bày ở Hình 3.3.  

 

 

Hình 3.3. Sinh trưởng (A) và hàm lượng EPSs (B) từ C. sorokiniana DDH 

nuôi trồng trong các nguồn cacbon khác nhau.  
Các chữ số a, b, c tại cùng một thời điểm chỉ sự sai khác có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 

Hình 3.2. Ảnh minh họa nhân nuôi C. sorokiniana DDH trong 3 môi trường 

gồm: Endo, MTC và BG-11. 
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Từ các kết quả được chỉ ra ở Hình 3.3 đã cho thấy các nguồn cacbon 

khác nhau có ảnh hưởng đến sinh trưởng và tích lũy EPSs khác nhau. Trong 

đó, glucose là nguồn cacbon cho sinh trưởng và hàm lượng EPSs tốt nhất với 

SKK đạt 8,59 ± 1,09 g/L và hàm lượng EPS đạt 3,30 ± 0,06 mg/L sau 5 ngày 

nuôi cấy. Trong khi đó, khi sử dụng maltose và sodium acetate, cả sinh trưởng 

và tích lũy EPSs đều thấp hơn đáng kể, với EPSs dao động từ 0,67 - 3,02 mg/L 

và sinh khối từ 0,48 - 0,91 g/L. Sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê giữa công 

thức nguồn cacbon là glucose với các công thức còn lại (p < 0,05). Hiệu quả 

vượt trội của glucose đã được ghi nhận trong nhiều nghiên cứu về vi tảo, do 

glucose có thể được hấp thu trực tiếp và đi vào con đường đường phân 

(glycolysis), từ đó tạo ra các chất trung gian như glucose-6-phosphate và 

fructose-6-phosphate - các tiền chất đóng vai trò quan trọng cho sinh tổng hợp 

carbohydrate và polysaccharide. Theo Markou và Nerantzis (2013) [17], các 

nguồn cacbon dễ đồng hóa như glucose giúp tăng cường tích lũy các hợp chất 

giàu cacbon ở vi tảo thông qua việc thúc đẩy dòng chuyển hóa carbohydrate.  

Ngược lại, sodium acetate được chuyển hóa thông qua acetyl-CoA và đi 

vào chu trình acid tricarboxylic, con đường chủ yếu liên quan đến sản xuất năng 

lượng hơn là tổng hợp carbohydrate [63]. Theo Chen và Johns (1991) [64], khi 

sử dụng acetate làm nguồn cacbon, dòng chuyển hóa cacbon ở vi tảo có xu 

hướng ưu tiên cho hô hấp và sinh năng lượng thay vì tích lũy carbohydrate. 

Điều này có thể giải thích cho việc hàm lượng EPSs thu được thấp hơn so với 

khi sử dụng glucose. Đối với maltose, mặc dù có thể cung cấp nguồn cacbon 

cho tế bào, nhưng cần trải qua quá trình thủy phân thành glucose trước khi tham 

gia vào các con đường chuyển hóa trung tâm, làm giảm hiệu quả sử dụng 

cacbon [64]. Bên cạnh đó, kết quả cho thấy mặc dù maltose cho hàm lượng 

EPSs tương đối cao (3,03 ± 0,18 mg/L) nhưng sinh khối lại đạt thấp (0,91 ± 

0,09 g/L) đã cho thấy sự phân bổ cacbon chưa tối ưu cho tăng trưởng tế bào. 

Ngoài yếu tố sinh học, yếu tố kinh tế cũng cần được xem xét trong định 

hướng ứng dụng. Maltose có giá thành cao hơn đáng kể so với glucose (cao gấp 

khoảng 14 lần), do đó không phù hợp cho sản xuất quy mô lớn. Vì vậy, xét trên 

cả hiệu quả sinh học và hiệu quả kinh tế, glucose được lựa chọn là nguồn cacbon 

phù hợp cho các thí nghiệm tiếp theo nhằm nâng cao năng suất sinh khối và 

tích lũy EPSs. 

3.2.2. Ảnh hưởng của nguồn nitơ  
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            Kết quả nghiên cứu đánh giá ảnh hưởng của các nguồn nitơ khác nhau 

(KNO₃, NaNO₃, urê và NH₄Cl) đến sinh trưởng và khả năng tích lũy EPSs của 

C. sorokiniana được trình bày ở Hình 3.4.  

 

Kết quả nghiên cứu được chỉ ra trên Hình 3.4 đã cho thấy môi trường bổ 

sung KNO₃ cho hiệu quả sinh trưởng cao nhất, với sinh khối đạt 8,75 ± 0,09 

g/L và hàm lượng EPSs đạt 3,23 ± 0,09 mg/L sau 5 ngày nuôi cấy. Sự khác biệt 

này có ý nghĩa thống kê (p < 0,05) so với các nguồn nitơ khác, đặc biệt là urê 

và NH₄Cl. Theo giải thích của tác giả Taiz và cộng sự (2015) [65] đã cho thấy 

trong môi trường nuôi cấy vi tảo, KNO₃ cung cấp nitơ ở dạng nitrat (NO₃⁻) là 

dạng nitơ phổ biến và ổn định được nhiều loài vi tảo sử dụng thông qua hệ 

enzyme nitrate reductase và nitrite reductase để đồng hóa vào sinh tổng hợp 

amino axit và protein [65]. Đồng thời, KNO₃ còn cung cấp ion K⁺ - một nguyên 

tố thiết yếu tham gia điều hòa áp suất thẩm thấu, duy trì cân bằng ion và hoạt 

hóa nhiều enzyme liên quan đến quang hợp và chuyển hóa nội bào, từ đó thúc 

đẩy sinh trưởng tế bào [5]. 

Hàm lượng EPSs cũng được ghi nhận tương đối tốt ở môi trường chứa 

NH₄Cl là 3,14 ± 0,03 mg/L. Điều này có thể liên quan đến đặc điểm chuyển 

hóa của nitơ dạng ammonium (NH₄⁺), vốn có thể được tế bào hấp thu trực tiếp 

mà không cần qua quá trình khử như NO₃⁻, từ đó tiết kiệm năng lượng cho tế 

bào và có thể thúc đẩy tích lũy các hợp chất thứ cấp trong một số điều kiện nhất 

định [65]. Tuy nhiên, việc sử dụng NH₄⁺ cũng có thể gây ức chế sinh trưởng, 

do ảnh hưởng đến pH nội bào và cân bằng ion. Đối với urê, mặc dù vi tảo có 

Hình 3.4. Sinh trưởng (C) và hàm lượng EPSs (D) từ C. sorokiniana DDH 

nuôi trồng trong các nguồn nito khác nhau.  

Các chữ số a, b, c, d tại cùng một thời điểm chỉ sự sai khác có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 
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thể được sử dụng như nguồn nitơ hữu cơ, nhưng nguồn nitơ này cần được thủy 

phân thành NH₄⁺ thông qua enzyme urease trước khi tham gia vào quá trình 

đồng hóa, làm giảm hiệu quả sử dụng nitơ so với dạng nitrat [17]. Bên cạnh đó, 

theo tác giả Li và cộng sự (2020) [66] quá trình sản xuất EPSs ở vi tảo đạt hiệu 

quả cao nhất khi điều kiện sinh trưởng được duy trì ổn định và tối ưu [66]. Kết 

quả thực nhiệm của chúng tôi đã cho thấy cả urê và NH₄Cl đều làm giảm đáng 

kể sinh trưởng của tảo với SKK chỉ đạt lần lượt 0,83 ± 0,02 và 0,54 ± 0,02 g/L 

sau 5 ngày nuôi. 

Do đó, mặc dù NH₄Cl cho hàm lượng EPSs tương đối cao nhưng đã có 

sự suy giảm sinh trưởng xảy ra có thể đã làm giảm tổng sản lượng EPSs thu 

được. Vì vậy, xét trên cả hai yếu tố sinh trưởng và tích lũy EPSs, KNO₃ (4,8 

g/L) được lựa chọn là nguồn nitơ phù hợp cho các thí nghiệm tiếp theo. 

3.2.3. Ảnh hưởng của tỷ lệ C/N 

 Tỷ lệ cacbon/nitơ (C/N) được xem là một trong những yếu tố then chốt 

điều chỉnh quá trình chuyển hóa trong tế bào vi tảo và quyết định sự phân bổ 

cacbon giữa sinh trưởng và tích lũy các hợp chất thứ cấp như polysaccharide 

[67,68]. Kết quả đánh giá ảnh hưởng của các tỷ lệ C/N khác nhau (6:1, 12:1, 

18:1 và 24:1) đến sinh trưởng và khả năng tích lũy EPSs của C. sorokiniana 

DDH (với nồng độ glucose cố định 30 g/L) được trình bày ở Hình 3.5. 

  

 Kết quả được chỉ ra trên Hình 3.5 đã cho thấy vi tảo có khả năng sinh 

trưởng ở tất cả các tỷ lệ C/N đã được khảo sát, tuy nhiên, hiệu quả tối ưu đạt 

được tại tỷ lệ C/N = 18:1 với SKK cao nhất đạt 10,34 ± 0,23 g/L và hàm lượng 

Hình 3.5. Sinh trưởng (E) và hàm lượng EPSs (F) từ C. sorokiniana DDH 

nuôi trồng trong các tỷ lệ C/N khác nhau.  

Các chữ số a, b, c, d tại cùng một thời điểm chỉ sự sai khác có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 
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EPSs đạt 3,42 ± 0,03 mg/L sau 5 ngày nuôi cấy. Sự khác biệt này có ý nghĩa 

thống kê sinh học (p < 0,05) so với các tỉ lệ C/N còn lại. Khi tăng tỷ lệ C/N lên 

24:1, mặc dù hàm lượng EPSs vẫn duy trì ở mức tương đối cao (đạt 3,03 ± 0,09 

mg/L) nhưng sinh khối lại bị giảm xuống còn 8,78 ± 0,01 g/L đã cho thấy đã 

có sự hạn chế về sinh trưởng khi nguồn dinh dưỡng nitơ trở nên thiếu hụt. 

Ngược lại, ở các tỷ lệ C/N thấp (6:1 và 12:1), hàm lượng EPSs giảm đáng kể, 

chỉ đạt lần lượt 1,72 ± 0,11 mg/L và 1,78 ± 0,04 mg/L, phản ánh xu hướng ưu 

tiên tổng hợp protein và sinh trưởng tế bào khi nguồn dinh dưỡng nitơ dồi dào. 

Xu hướng này có thể được giải thích bởi cơ chế phân bổ dòng cacbon trong tế 

bào. Khi tỷ lệ C/N tăng, hoạt động tổng hợp protein bị hạn chế, dẫn đến việc 

cacbon dư thừa được chuyển hướng sang tích lũy carbohydrate, bao gồm 

polysaccharide [67]. Tuy nhiên, nếu mức thiếu hụt nitơ quá cao (như C/N = 

24:1), quá trình sinh trưởng bị ức chế, làm giảm sinh trưởng và gián tiếp ảnh 

hưởng đến năng suất EPSs [68]. Kết quả của nghiên cứu này phù hợp với các 

công bố trước đây. Theo tác giả Li và cộng sự (2020) [66], việc tăng tỷ lệ C/N 

có thể làm tăng tích lũy carbohydrate ở vi tảo do chuyển hướng dòng cacbon 

từ sinh tổng hợp protein sang dự trữ năng lượng. Tương tự, Ma và cộng sự 

(2020) [67] cũng đã ghi nhận rằng ở điều kiện hạn chế nitơ, hàm lượng 

polysaccharide trong vi tảo có thể tăng đáng kể, mặc dù sinh trưởng bị giảm 

nếu mức thiếu hụt quá cao. Theo các tác giả Markou và cộng sự (2012) [17], 

đã nghiên cứu trên C. vulgaris cho thấy hàm lượng carbohydrate có thể tăng 

lên đáng kể ở điều kiện thiếu nitơ, trong khi sinh khối giảm, cho thấy xu hướng 

tương tự với kết quả thu được trong nghiên cứu của chúng tôi. Chính vì vậy, tỷ 

lệ C/N = 18:1 được xác định là điều kiện thích hợp và được lựa chọn cho các 

thí nghiệm tiếp theo nhằm đảm bảo sự cân bằng giữa sinh trưởng và tích lũy 

EPSs trong dịch nuôi cấy. 

3.2.4. Ảnh hưởng của nhiệt độ 

 Nhiệt độ là yếu tố môi trường quan trọng chi phối hoạt động enzyme và 

tốc độ các quá trình chuyển hóa trong tế bào vi tảo, từ đó tác động trực tiếp đến 

sinh trưởng và khả năng tích lũy các hợp chất thứ cấp như EPSs [69]. Kết quả 

đánh giá ảnh hưởng của các mức nhiệt độ khác nhau (25, 28, 30, 32 và 34°C) 

đến sinh trưởng và khả năng tích lũy EPSs của C. sorokiniana DDH được chỉ 

ra trên Hình 3.6. 
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            Kết quả nghiên cứu thu được được trình bày ở Hình 3.6 đã cho thấy C. 

sorokiniana DDH đạt sinh trưởng cao nhất tại 28°C, với SKK đạt 10,32 ± 0,03 

g/L và hàm lượng EPSs đạt 3,10 ± 0,01 mg/L. Ở 30°C, sinh trưởng và tích lũy 

EPSs vẫn duy trì ở mức cao (9,43 ± 0,11 g/L và 2,60 ± 0,03 mg/L), tuy nhiên 

thấp hơn so với 28°C. Khi nhiệt độ tăng lên 32-34°C, cả sinh khối và hàm lượng 

EPSs đều giảm rõ rệt, trong đó mức thấp nhất ghi nhận ở 34°C sau 6 ngày nuôi 

cấy. Xu hướng nêu trên có thể được giải thích dựa trên ảnh hưởng của nhiệt độ 

đến hoạt tính enzyme và tính ổn định của hệ thống quang hợp. Ở khoảng nhiệt 

độ tối ưu (28 - 30°C) có thể các enzyme tham gia vào quá trình quang hợp, 

đường phân và sinh tổng hợp polysaccharide hoạt động có hiệu quả, góp phần 

tăng cường cố định cacbon và tích lũy carbohydrate [70]. Ngược lại, khi nhiệt 

độ vượt quá ngưỡng tối ưu, cấu trúc protein và enzyme có thể bị biến tính hoặc 

giảm hoạt tính, đồng thời làm suy giảm hiệu suất quang hợp do ảnh hưởng đến 

hệ sắc tố và màng thylakoid. Điều này dẫn đến giảm tốc độ sinh trưởng và khả 

năng tích lũy EPSs. 

 Kết quả của nghiên cứu này phù hợp với các báo cáo trước đây của 

Kumar và cộng sự (2018), Ras và cộng sự (2013). Theo tác giả Kumar và cộng 

sự (2018) [70] đã ghi nhận các loài thuộc chi Chlorella có sinh trưởng và tích 

lũy polysaccharide tốt nhất trong khoảng 28 - 30°C, trong khi hiệu suất giảm 

đáng kể khi nhiệt độ tăng lên khoảng 35°C hoặc giảm xuống dưới 25°C. Tương 

tự, theo tác giả Ras và cộng sự (2013) [69] đã cho thấy nhiệt độ tối ưu cho sinh 

Hình 3.6. Sinh trưởng (G) và hàm lượng EPSs (H) từ C. sorokiniana DDH 

nuôi trồng trong các điều kiện nhiệt độ khác nhau.  

Các chữ số a, b, c, d, e tại cùng một thời điểm chỉ sự sai khác có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 
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trưởng của nhiều loài vi tảo lục thường nằm trong khoảng 25 - 30°C, vượt quá 

khoảng này sẽ làm giảm hiệu quả quang hợp và tích lũy sinh khối. Do đó, 

khoảng nhiệt độ 28 - 30°C được xác định là thích hợp nhất cho sinh trưởng và 

sản xuất EPSs của C. sorokiniana DDH. 

3.2.5. Ảnh hưởng của cường độ ánh sáng 

Ánh sáng là yếu tố môi trường ảnh hưởng đến hoạt động quang hợp, từ 

đó ảnh hưởng trực tiếp đến sinh trưởng và các quá trình chuyển hóa nội bào của 

vi tảo [68]. Kết quả đánh giá ảnh hưởng của các cường độ ánh sáng khác nhau 

(0, 100, 250, 350 và 500 µmol/m²s) đến sinh trưởng và khả năng tích lũy EPSs 

của C. sorokiniana DDH trình bày ở Hình 3.7. 

 

 

Sau 6 ngày nuôi cấy, vi tảo đạt sinh trưởng tốt nhất tại cường độ ánh sáng 

100 µmol/m²s, với SKK đạt 10,24 ± 0,15 g/L và hàm lượng EPS đạt 3,43 ± 

0,06 mg/L (Hình 3.7). Khi tăng cường độ ánh sáng lên 250 - 500 µmol/m²s, cả 

sinh trưởng và tích lũy EPSs đều giảm dần, cho thấy sự ức chế sinh lý dưới điều 

kiện ánh sáng cao. Kết quả này phù hợp với các công bố trước đây của Chang 

và cộng sự (2017), Aro và cộng sự (1993), Murata và cộng sự (2007), Takahashi 

và Murata (2008), Ras và cộng sự (2013) và Richmond (2004) [68, 71, 72, 73, 

69, 11]. Ở mức ánh sáng trung bình (khoảng 100 µmol/m²s), hệ sắc tố quang 

hợp và chuỗi vận chuyển electron hoạt động hiệu quả, tối ưu hóa quá trình cố 

định CO₂ và cung cấp tiền chất cho sinh tổng hợp carbohydrate, bao gồm EPSs 

[68]. Ngược lại, khi cường độ ánh sáng vượt quá ngưỡng tối ưu, hiện tượng 

quang ức chế có thể xảy ra. Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng, ánh sáng cường 

độ cao có thể dẫn đến sự hình thành các ROS (Reactive Oxygen Species) gây 

Hình 3.7. Sinh trưởng (I) và hàm lượng EPSs (K) từ C. sorokiniana DDH nuôi 

trồng trong các điều kiện cường độ ánh sáng khác nhau.  
Các chữ số a, b, c, d, e tại cùng một thời điểm chỉ sự sai khác có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 
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tổn thương lên cấu trúc của bộ máy quang hợp, đặc biệt là lên protein D1 của 

photosystem II (PSII), từ đó làm suy giảm quá trình vận chuyển electron và 

hiệu suất quang hợp [71,72,73]. Theo Ras và cộng sự (2013) [69], nhiều loài vi 

tảo lục đạt sinh trưởng tối ưu ở cường độ ánh sáng trung bình (khoảng 50 - 150 

µmol/m²s), trong khi cường độ cao hơn có thể gây quang ức chế và làm giảm 

hiệu suất quang hợp. Ngoài ra, Richmond (2004) [11] cho thấy sinh trưởng của 

vi tảo tăng theo cường độ ánh sáng đến một ngưỡng bão hòa, sau đó giảm khi 

xảy ra hiện tượng quang ức chế, các loài thuộc chi Chlorella thường nằm trong 

khoảng 100 - 200 µmol/m²s. Chính vì vậy, cường độ ánh sáng 100 µmol/m²s 

được xác định là điều kiện ánh sáng thích hợp nhất cho sinh trưởng và tích lũy 

EPSs của C. sorokiniana DDH và được lựa chọn để sử dụng cho các thí nghiệm 

tiếp theo. 

Tóm lại, từ các thí nghiệm lựa chọn điều kiện môi trường thích hợp trên 

cho thấy điều kiện nuôi cấy phù hợp cho sự tích lũy cao EPSs ở dịch nuôi cấy 

C. sorokiniana DDH được xác định dựa trên sự phối hợp đồng thời của các 

yếu tố dinh dưỡng và môi trường. Cụ thể, môi trường Endo bổ sung glucose 

(30 g/L) làm nguồn cacbon, KNO₃ (4,8 g/L) làm nguồn nitơ, với tỷ lệ C/N là 

18:1, kết hợp với nhiệt độ nuôi 28°C và cường độ chiếu sáng 100 μmol/m²s đã 

tạo ra điều kiện thuận lợi cho cả sinh trưởng và tích lũy EPSs ở C. sorokiniana. 
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3.3. Nhân nuôi và xác định thành phần dinh dưỡng của C. sorokiniana 

DDH 

Dưới các điều kiện thích hợp nêu trên, C. sorokiniana DDH được nuôi 

cấy trong bình tam giác 1.000 mL nhằm đánh giá khả năng sinh trưởng ở quy 

mô thí nghiệm. Sau 5 ngày nuôi, sinh khối tảo được thu nhận để phân tích thành 

phần dinh dưỡng, đồng thời dịch nuôi được sử dụng để xác định hàm lượng 

EPSs nhằm làm cơ sở đánh giá hiệu quả của các điều kiện đã lựa chọn ở trên. 

Kết quả thu được được trình bày ở Bảng 3.1. 

Bảng 3.1. Sinh trưởng và thành phần dinh dưỡng trong sinh khối và dịch 

nuôi của C. sorokiniana DDH nuôi trồng được sau 5 ngày nuôi cấy 

Loài SKK (g/L) 

Hàm lượng 

protein (% 

SKK) 

Hàm lượng 

lipit (% SKK) 

Hàm lượng 

EPSs 

(mg/L) 

Hàm lượng 

carotenoit 

(µg/g SKK) 

C. 

sorokiniana 

DDH 

10,35 ± 0,11 16,32 ± 0,21 21,53 ± 0,90 3,65 ± 1,19 71,00 ± 1,90 

Hình 3.8. Hình ảnh minh hoạ một số quá trình thí nghiệm khảo sát các điều kiện 

nuôi C. sorokiniana DDH.  

Ghi chú: a: Khử trùng môi trường; b: vào giống; c, d, e: Thí nghiệm các điều kiện 

khác nhau; f, g, h: xác định sinh khố tươi; i: tách chiết protein; k: tách chiết EPSs 

a b c d 

e f g h 

i k 
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Kết quả trình bày trong Bảng 3.1 cho thấy SKK, thành phần dinh dưỡng 

(protein, lipit, carotenoit) của C. sorokiniana DDH cùng với hàm lượng EPSs 

trong dịch nuôi cấy đạt lần lượt là 10,35 ± 0,11 g/L; 16,32 ± 0,21 %SKK; 21,53 

± 0,90 %SKK; 71,00 ± 1,90 µg/g SKK và 3,65 ± 1,19 mg/L, tương ứng. 

Các kết quả này cho thấy dưới điều kiện nuôi cấy thích hợp đã được lựa 

chọn C. sorokiniana DDH không chỉ duy trì sinh trưởng ổn định mà còn tạo 

sinh khối có giá trị dinh dưỡng đáng kể, đặc biệt về hàm lượng protein và lipit. 

So với các nghiên cứu trước đây, hàm lượng protein của Chlorella thường dao 

động trong khoảng 10 - 50% SKK, trong khi lipit nằm trong khoảng 10 - 30% 

SKK tùy theo điều kiện nuôi cấy [17,74], cho thấy các giá trị ghi nhận trong 

nghiên cứu này phù hợp với các công bố nêu trên. 

Bên cạnh đó, hàm lượng carotenoit ghi nhận được cũng phản ánh tiềm 

năng chống oxy hóa của sinh khối vi tảo, góp phần gia tăng giá trị ứng dụng 

trong lĩnh vực thực phẩm chức năng. Đồng thời, việc thu nhận EPSs trong dịch 

nuôi với hàm lượng ổn định cho thấy khả năng khai thác song song cả sinh khối 

và dịch nuôi, mở ra hướng tiếp cận tích hợp trong khai thác vi tảo. Một kết quả 

quan trọng của nghiên cứu là khả năng tách chiết EPSs trực tiếp từ dịch nuôi 

cấy vi tảo C. sorokiniana DDH. Trong các hệ thống sản xuất vi tảo thông 

thường, dịch nuôi tảo sau thu sinh khối thường bị thải bỏ, gây lãng phí và tăng 

chi phí xử lý. Việc thu hồi EPSs từ dịch nuôi cấy này giúp tận dụng toàn bộ sản 

phẩm tạo ra, gia tăng đáng kể giá trị kinh tế, giảm tải xử lý nước thải và tích 

hợp vào mô hình sinh học tuần hoàn, nơi sinh khối, lipit, sắc tố và EPSs đều 

được thu hồi trong một quy trình duy nhất. Điều này củng cố cho vị thế của C. 

sorokiniana DDH được xem là một ứng viên hàng đầu sản xuất EPSs ở quy mô 

công nghiệp.  

Chính vì vậy, C. sorokiniana DDH được đánh giá là đối tượng tiềm năng 

cho sản xuất sinh khối giàu dinh dưỡng phục vụ thực phẩm và thức ăn chăn 

nuôi, đồng thời là nguồn nguyên liệu khả thi cho thu nhận polysaccharide ngoại 

bào định hướng ứng dụng làm thực phẩm bảo vệ sức khỏe cho người. 
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3.4. Tách chiết EPSs từ dịch nuôi loài C. sorokiniana DDH 

Dựa trên các điều kiện nuôi cấy đã được thích hợp bao gồm môi trường 

Endo bổ sung glucose (30 g/L) làm nguồn cacbon, KNO₃ (4,8 g/L) làm nguồn 

nitơ, tỷ lệ C/N = 18:1, nhiệt độ 28°C và cường độ ánh sáng 100 μmol/m²s, C. 

sorokiniana DDH được nuôi cấy trong bình tam giác thể tích 1.000 mL nhằm 

thu nhận dịch nuôi giàu polysaccharide ngoại bào (EPSs). 

Sau thời gian nuôi cấy, dịch nuôi được xử lý theo phương pháp đã được 

công bố của Koçer và đồng tác giả (2021) [30], với bước loại protein bằng acid 

trichloroacetic (TCA) 12% (w/v) nhằm loại bỏ các tạp chất protein hòa tan, qua 

đó tăng độ tinh sạch của EPSs trong dịch nổi. Tiếp theo, polysaccharide được 

kết tủa bằng ethanol lạnh 96% theo tỷ lệ 1:2 (dịch nổi: ethanol), dựa trên nguyên 

lý giảm độ hòa tan của polymer trong dung môi hữu cơ, từ đó thu hồi EPSs hiệu 

quả. Phần kết tủa sau đó được thu nhận, sấy khô ở 45°C và bảo quản ở 4°C để 

hạn chế biến đổi cấu trúc. Mẫu EPSs thu được được sử dụng cho các phân tích 

tiếp theo nhằm khảo sát đặc điểm hình thái và cấu trúc bề mặt, làm cơ sở cho 

việc xác định tiềm năng ứng dụng của hợp chất này. 

 

 

 

A B C 

E 

Hình 3.9. Một số hình ảnh minh hoạ một số quá trình thí nghiệm khảo sát các 

điều kiện nuôi C. sorokiniana DDH. 

Ghi chú: A: Các bình nhân nuôi C. sorokiniana DDH; B, C, D: Xác định sinh khối khô tế 

bào; E: SKK C. sorokiniana DDH thu được 

D 
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3.5. Quan sát hình thái và cấu trúc bề mặt của EPSs tách chiết được bằng 

kính hiển vi điện tử quét (SEM - Scanning Electron Microscopy) 

Quan sát hình ảnh chụp bằng kính hiển vi điện tử quyét SEM của EPSs 

(Hình 3.11) đã có thể thấy bề mặt mẫu EPSs là dạng vô định hình, không hoàn 

toàn trơn láng; có thể quan sát thấy có các vùng gồ ghề hoặc hạt nhỏ li ti với 

hình dạng không đều. Ảnh chụp SEM có thể thấy vùng mờ bao quanh đây là 

đặc trưng của lớp màng nhầy polysaccharide. Lớp này không có đường viền rõ 

rệt như thành tế bào mà xuất hiện dạng màng mỏng hoặc lớp phủ trên bề mặt 

và đôi khi kéo dài thành các sợi mảnh nối giữa các tế bào. Điều này có thể 

chứng minh vai trò tiềm năng trong kết dính và hình thành biofilm của EPSs. 

Kết quả trong nghiên cứu thu được ở đây của chúng tôi đã có sự tương đồng 

với công bố của Sirin and Aslim (2020) [74] về đặc điểm của EPSs có nguồn 

gốc từ vi khuẩn Lactobacillus có đặc điểm thô ráp và xốp. Chúng có cấu trúc 

sắp xếp liên kết yếu hoặc vô định hình (tinh thể yếu). Như vậy, hình ảnh SEM 

của EPSs cung cấp thêm bằng chứng rằng EPSs được tiết ra môi trường nuôi, 

vừa bao bọc tế bào vừa tham gia tương tác ngoại bào. 

Hình 3.10. Hình ảnh minh họa cho quá trình tách chiết EPSs từ dịch nuôi cấy vi tảo lục 

C. sorokiniana DDH.  

Ghi chú: (A) Dịch nuôi sau bổ sung TCA nồng độ 12% (w/v); (B) Ly tâm loại protein; (C) Bổ 

sung cồn vào mẫu theo tỷ lệ 2:1 (v/v); (D) Ly tâm thu EPS (E) EPSs sau ly tâm;  

(F, G, H) EPSs sau sấy. 
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Cấu trúc bề mặt không đồng nhất và dạng mạng lưới của EPSs có ý nghĩa 

quan trọng trong các quá trình tương tác ngoại bào. Theo De Philippis và 

Vincenzini (1998) [34], EPSs từ vi tảo và vi khuẩn có vai trò như một “ma trận 

ngoại bào”, giúp tăng khả năng kết dính giữa các tế bào và bề mặt, từ đó thúc 

đẩy hình thành biofilm. Các cấu trúc dạng sợi và lớp màng quan sát được trong 

nghiên cứu này có thể tạo điều kiện cho việc giữ nước, giữ chất dinh dưỡng và 

bảo vệ tế bào khỏi các tác động bất lợi từ môi trường. 

Ngoài ra, khi kết hợp với kết quả phân tích bằng phồ hồng ngoại biến đổi 

(FTIR) đã cung cấp thêm cơ sở khoa học có thể xác định sự hiện diện của các 

nhóm chức như hydroxyl và carboxyl trong EPSs không chỉ góp phần vào hoạt 

tính chống oxy hóa mà còn tăng khả năng tạo liên kết hydro giữa các phân tử, 

từ đó hình thành cấu trúc mạng lưới bền vững nhưng linh hoạt. Chính đặc điểm 

này giúp EPSs vừa đóng vai trò bảo vệ tế bào, vừa tham gia vào các tương tác 

sinh học ở môi trường ngoại bào. 

Hình 3.11. Ảnh hiển vi điện tử quét (SEM) của EPSs được tách chiết từ dịch nuôi của 

loài C. sorokiniana DDH sau 5 ngày nuôi trồng. 

Ghi chú: các độ phóng đại lần lượt là 5X (a, b); 10X (c, d); 20X (e, f, g, h), 50X (i, k, l) 

và 100X (m), thanh thước đo được hiển thị trên hình. 
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Như vậy, hình ảnh SEM không chỉ cung cấp bằng chứng trực quan về sự 

hiện diện của EPSs trong môi trường nuôi mà còn góp phần làm rõ mối liên hệ 

giữa cấu trúc hình thái và chức năng sinh học của hợp chất này. Sự kết hợp giữa 

cấu trúc vô định hình, khả năng tạo mạng lưới là cơ sở quan trọng giải thích 

các đặc tính sinh học như khả năng chống oxy hóa, kết dính và bảo vệ tế bào 

của EPSs từ C. sorokiniana DDH. 

3.6. Đặc điểm của EPSs thu được từ C. sorokiniana DDH thông qua phân 

tích phổ hồng ngoại biến đổi Fourier (FTIR - Fourier Transform Infrared 

Spectroscopy) 

Phổ FTIR thu được (Hình 3.12) đã cho thấy một dải tần số rộng ở khoảng 

~3300-3000 cm⁻¹, tương ứng với dao động kéo giãn O-H của nhóm hydroxyl 

và nước hấp phụ, phản ánh mạng lưới liên kết hydro đặc trưng của 

polysaccharide sinh học [75]. Hai dải hấp thụ nổi bật ở khoảng 1650 cm⁻¹ 

(amide I) và 1540 cm⁻¹ (amide II) lần lượt đại diện cho dao động kéo giãn C=O 

và dao động uốn N-H/kéo giãn C-N, phù hợp với mô tả về EPSs của Wingender 

và cộng sự (1999) [76]. Vùng giữa 1200 - 900 cm⁻¹ thể hiện nhiều dao động 

liên tục tương ứng với vùng chỉ điểm/vân tay của polysaccharide, cho thấy liên 

kết glycosidic C–O–C và dao động kéo giãn C-O trong cấu trúc vòng pyranose; 

đây là những đặc điểm rất đặc trưng của polysaccharide mạch dài. Đáng chú ý, 

phân bố đỉnh và cường độ trong vùng này tương tự với phổ EPSs của vi tảo đã 

được báo cáo bởi Koçer và cộng sự (2021) [30] đã công bố với các dải tần số 

mạnh ở 1150-1020 cm⁻¹ được xác định là các dấu hiệu cấu trúc đặc trưng cho 

EPSs của tảo. Ngoài ra, một số tần số dao động yếu được quan sát thấy trong 

vùng ~650–500 cm⁻¹, tương ứng với biến dạng mặt phẳng ngoài và dao động 

khung của vòng pyranose, thường được tìm thấy trong các polysaccharide có 

cấu trúc vòng đã được Synytsya & Novák (2014) [77] đã công bố và ở phổ 

EPSs của vi tảo do Koçer và cộng sự (2021) [30] đã công bố. Sự hiện diện của 

các tần xuất dao động này đã cung cấp thêm bằng chứng hỗ trợ bản chất 

polysaccharide thu được từ môi trưởng nuôi C. sorokiniana DDH.  
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Từ các đặc điểm cấu trúc này, có thể thấy sự hiện diện dày đặc của các 

nhóm hydroxyl (-OH) đóng vai trò quan trọng trong khả năng chống oxy hóa 

của EPSs, thông qua cơ chế cho hydrogen hoặc electron để trung hòa các gốc 

tự do như DPPH [27]. Đồng thời, các nhóm carboxyl và axit uronic có thể tham 

gia vào quá trình tạo phức với ion kim loại, góp phần hạn chế sự hình thành 

ROS trong hệ thống sinh học. Ngược lại, mức độ sulfate hóa thấp và cấu trúc 

chủ yếu gồm các đường trung tính khiến EPSs ít có khả năng tương tác mạnh 

với màng tế bào hoặc các thụ thể sinh học, từ đó không kích hoạt các cơ chế 

gây chết tế bào như apoptosis. So sánh với các nghiên cứu trước đây, nhiều tác 

giả đã chỉ ra rằng polysaccharide có mức độ sulfate hóa cao hoặc cấu trúc phân 

nhánh phức tạp thường thể hiện hoạt tính gây độc tế bào mạnh hơn, trong khi 

các polysaccharide trung tính lại thiên về hoạt tính chống oxy hóa và bảo vệ tế 

bào [75,78].  

Từ kết quả thu được được trình bày ở trên, có thể khẳng định rằng cấu 

trúc hóa học của EPSs thu từ dịch nuôi vi tảo lục C. sorokiniana DDH có đặc 

trưng bởi sự hiện diện của các nhóm hydroxyl, liên kết glycosidic và hàm lượng 

sulfate hóa thấp là yếu tố quyết định định hướng hoạt tính sinh học theo hướng 

chống oxy hóa và bảo vệ tế bào, phù hợp với định hướng ứng dụng thực phẩm 

bảo vệ sức khỏe. 

Hình 3.12. Hình ảnh phổ FTIR của EPSs thu được ở C. sorokiniana DDH 
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3.7. Hoạt tính chống oxy hóa của EPSs thu được từ dịch nuôi cấy C. 

sorokiniana DDH 

Khảo sát đánh giá hoạt tính chống oxy hóa của EPSs từ C. sorokiniana 

DDH thông qua phép thử DPPH được trình bày ở Hình 3.13. 

 

 

Kết quả nghiên cứu được trình bày ở Hình 3.13 đã cho thấy EPSs thu 

nhận từ C. sorokiniana DDH có khả năng kháng oxy hóa phụ thuộc nồng độ, 

thể hiện qua khả năng trung hòa gốc tự do DPPH tăng dần từ 2,32% ở 0,05 

mg/mL lên 14,45% ở 0,5 mg/mL và đạt 39,41% tại 5 mg/mL. Giá trị IC₅₀ xác 

định được là 6,60 ± 0,91 mg/mL, cho thấy hiệu quả chống oxy hóa ở mức trung 

bình. Trong khi đó, chất đối chứng dương là axit ascorbic thể hiện hoạt tính 

mạnh hơn đáng kể với IC₅₀ đạt 0,012 mg/mL. So sánh với các nghiên cứu của 

tác giả Zhang và cộng sự (2019) [79] đã công bố EPSs từ dịch nuôi cấy C. 

zofingiensis và C. vulgaris có khả năng trung hòa DPPH lần lượt đạt 71,5% và 

59,6% tại nồng độ 3 mg/mL, với giá trị IC₅₀ tương ứng là 1,57 và 1,86 mg/mL. 

Như vậy, EPSs trong nghiên cứu của chúng tôi có hoạt tính chống oxy hóa thấp 

hơn đáng kể, thể hiện qua giá trị IC₅₀ cao hơn. Sự khác biệt này có thể được lý 

giải bởi nhiều yếu tố liên quan đến sự khác nhau về loài Chlorella được sử dụng 

(C. sorokiniana DDH so với C. zofingiensis và C. vulgaris) và đặc điểm cấu 

trúc của EPS. Theo De Philippis và Vincenzini (1998) [34], hoạt tính sinh học 

Hình 3.13. Phần trăm trung hòa gốc tự do DPPH (%) (A) và giá trị IC50 (mg/mL) 

(B) của EPSs thu được từ dịch nuôi C. sorokiniana DDH.  

Các chữ số a, b, c, d, e tại cùng một thời điểm chỉ sự sai khác có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 
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của polysaccharide phụ thuộc mạnh vào thành phần monosaccharide, khối 

lượng phân tử và sự hiện diện của các nhóm chức như sulfate hoặc axit uronic. 

Ngoài ra, phương pháp tách chiết và điều kiện nuôi cấy cũng có thể ảnh hưởng 

đến cấu trúc và độ tinh sạch của EPSs, từ đó tác động đến hoạt tính chống oxy 

hóa. Bên cạnh đó, sự khác biệt về loài và điều kiện sinh trưởng cũng được xem 

là yếu tố quan trọng quyết định đặc tính sinh học của polysaccharide từ vi tảo 

[75]. 

Mặc dù, hoạt tính chống oxy hóa của EPSs thu được trong nghiên cứu 

này chưa cao so với một số báo cáo trước đây, kết quả nghiên cứu thu được của 

chúng tôi vẫn cho thấy tiềm năng khai thác EPSs từ dịch nuôi trồng C. 

sorokiniana như một nguồn hợp chất sinh học tự nhiên có hoạt tính chống ô xy 

hóa trung bình trong điều kiện của phòng thí nghiệm.  

3.8. Hoạt tính gây độc tế bào của EPSs thu từ dịch nuôi C. sorokiniana 

DDH trên các dòng tế bào khác nhau 

 Khảo sát hoạt tính gây độc tế bào của EPSs thu từ dịch nuôi C. 

sorokiniana DDH trên các dòng tế bào khác nhau (KB, HepG2, A549 và 

MCF7) được trình bày ở Hình 3.14. 

  

Kết quả nghiên cứu thu được về phần trăm ức chế các dòng tế bào của 

EPSs từ dịch nuôi C. sorokiniana DDH (Hình 3.14) không thể hiện hoạt tính 

gây độc tế bào mạnh, mức ức chế tối đa chỉ đạt 38% trên dòng MCF7 tại nồng 

Hình 3.14. Phần trăm ức chế tế bào (%) của EPSs thu được từ dịch nuôi C. 

sorokiniana DDH trên các dòng tế bào khác nhau. 



47 

 

 

độ cao nhất (256 µg/mL), trong khi các dòng tế bào khác như A549, KB và 

HepG2 lần lượt đạt khoảng 25%, 17% và 15%. Ở các nồng độ thấp hơn (4 - 64 

µg/mL), hoạt tính ức chế ghi nhận rất thấp hoặc không đáng kể. Ngoài ra, không 

có giá trị nào đạt ngưỡng 50% ức chế, do đó IC₅₀ không xác định được trong 

khoảng nồng độ khảo sát (IC₅₀ ≤ 256 µg/mL). Kết quả này có thể được giải 

thích dựa trên đặc điểm cấu trúc của polysaccharide. Nhìn chung, hoạt tính sinh 

học của EPSs phụ thuộc chặt chẽ vào các yếu tố cấu trúc như thành phần 

monosaccharide, khối lượng phân tử, mức độ phân nhánh và sự hiện diện của 

các nhóm chức (ví dụ: sulfate, axit uronic hoặc protein liên kết) [27]. 

Trong trường hợp của EPSs thu được từ vi tảo lục, thành phần thường 

giàu các đường trung tính như glucose, galactose và mannose với mức độ 

sulfate hóa thấp. Các polysaccharide dạng này thường không mang điện tích 

mạnh và ít tương tác trực tiếp với màng tế bào, do đó không gây phá hủy cấu 

trúc tế bào hoặc kích hoạt các cơ chế gây chết tế bào như apoptosis hay necrosis 

[75]. Điều này lý giải vì sao EPSs trong nghiên cứu này không đạt ngưỡng gây 

độc tế bào (IC₅₀ ≤ 256 µg/mL). Ngược lại, các đặc điểm cấu trúc này lại thuận 

lợi cho hoạt tính chống oxy hóa. Các nhóm hydroxyl (-OH) dồi dào trong cấu 

trúc polysaccharide có khả năng cho electron hoặc hydrogen để trung hòa các 

gốc tự do, từ đó làm giảm stress oxy hóa trong tế bào. Ngoài ra, nếu EPSs có 

chứa một lượng nhỏ nhóm axit uronic hoặc protein liên kết, khả năng tạo phức 

với ion kim loại (metal chelation) cũng có thể góp phần hạn chế quá trình tạo 

ROS thông qua phản ứng Fenton [27,80]. 

So sánh với các polysaccharide có hoạt tính gây độc tế bào mạnh hơn, 

nhiều nghiên cứu đã cho thấy các EPSs có hàm lượng sulfate cao hoặc cấu trúc 

phân nhánh phức tạp thường có khả năng tương tác với màng tế bào hoặc thụ 

thể bề mặt, từ đó kích hoạt các con đường tín hiệu dẫn đến gây chết tế bào theo 

chu trình (apoptois) [78]. Do đó, sự khác biệt về hoạt tính giữa các nghiên cứu 

có thể bắt nguồn không chỉ từ sự khác biệt về cấu trúc hóa học của EPSs mà 

còn chịu ảnh hưởng bởi các loài vi tảo và điều kiện nuôi cấy. Kết quả thu được 

trong nghiên cứu này phù hợp với một số báo cáo trước đây về độc tính của vi 

tảo. Cụ thể, Prueser và cộng sự (2024) [81] ghi nhận rằng nhiều chiết xuất vi 

tảo không đạt ngưỡng gây độc tế bào đáng kể trong khoảng nồng độ khảo sát, 

với giá trị IC₅₀ không thể xác định hoặc lớn hơn giới hạn thử nghiệm. 



48 

 

 

Từ các kết quả thu được ở trên, có thể nhận định rằng EPSs từ dịch nuôi 

cấy C. sorokiniana DDH trong nghiên cứu này có cấu trúc phù hợp với xu 

hướng hoạt tính chống oxy hóa và bảo vệ tế bào, thay vì gây độc tế bào trực 

tiếp. Điều này củng cố định hướng ứng dụng EPSs như một hợp chất sinh học 

an toàn, có tiềm năng trong lĩnh vực thực phẩm chức năng hoặc hỗ trợ sức khỏe 

cho người.  
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

 Từ các kết quả nghiên cứu thu được được trình bày nêu trên, chúng tôi 

xin rút ra một số lết quả chính như sau: 

1. Đã lựa chọn được điều kiện thích hợp cho nuôi trồng C. sorokiniana 

DDH là môi trường Endo với nguồn cacbon là glucose 30 g/L, nguồn nitơ là 

KNO3 (có nồng độ 4,8 g/L), tỷ lệ C/N là 18:1, nhiệt độ 28 oC và cường độ ánh 

sáng là 100 μmol/m²s với sinh khối khô, hàm lượng protein, lipit, carotenoit và 

EPSs cao nhất đạt lần lượt là 10,35 ± 0,11 g/L; 16,32 ± 0,21 %SKK; 21,53 ± 

0,90 %SKK; 71,00 ± 1,90 µg/g SKK và 3,65 ± 1,19 mg/L, sau 5 ngày nuôi.  

2. EPSs tách chiết được từ dịch nuôi cấy C. sorokiniana DDH có nguồn 

gốc tự nhiên, có thành phần chủ yếu là các đường trung tính, mức độ sulfate 

hóa thấp và sự hiện diện của các nhóm hydroxyl. Phân tích ảnh SEM của EPSs 

đã cho thấy bề mặt có hình thái xốp, không đều và đặc điểm sinh học này góp 

phần quyết định đến hoạt tính sinh học của EPSs. Phổ FTIR của EPSs đo được 

cho thấy có các tần xuất dao động được phát hiện chủ yếu là do các liên kết 

hydroxyl và glycosidic đặc trưng cho các polysaccharide trung tính.  

3. EPSs tách chiết được có hoạt tính chống oxy hóa trung bình tăng dần 

từ 2,32% lên 14,45% và đạt 39,41% tại nồng độ 0,05; 0,5; 5 mg/mL với giá trị 

IC50 đạt 6,60 ± 0,91 mg/mL so với đối chứng dương là axit ascobic (với giá trị 

IC50 đạt 0,012 mg/mL).  

4. Kết quả phần trăm ức chế các dòng tế bào ung thư của EPSs được tách 

chiết từ dịch nuôi cấy C. sorokiniana DDH không thể hiện hoạt tính gây độc tế 

bào mạnh, thể hiện qua mức ức chế tối đa chỉ đạt 38% trên dòng MCF7 (ung 

thư vú) tại nồng độ cao nhất (256 µg/mL), trong khi các dòng A549 (ung thư 

phổi), KB (ung thư biểu mô miệng ở người) và HepG2 (ung thư biểu mô tế bào 

gan ở người) lần lượt chỉ đạt khoảng 25%, 17% và 15%. Không có mẫu nào đạt 

ngưỡng 50% ức chế, do đó đã không xác định được giá trị IC₅₀ trong khoảng 

nồng độ khảo sát (IC₅₀ ≤ 256 µg/mL).  

 EPSs tách chiết được có hoạt tính sinh học như chống oxy hóa và điều 

hòa sinh lý, không gây độc tế bào trực tiếp nên có thể sử dụng làm thực phẩm 

cho người và động vật nuôi theo mô hình kinh tế tuần hoàn và bền vững. 
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KIẾN NGHỊ 

 Một số công việc nghiên cứu cần được tiếp tục nghiên cứu như sau: 

1. Khảo sát thành phần monosaccharide trong EPSs, phân bố trọng lượng 

phân tử của EPSs, những yếu tố ảnh hưởng chính đến hoạt tính sinh học 

cũng như tiềm năng ứng dụng của EPSs.  

2. Cần tiếp tục nghiên cứu tác dụng sinh học khác như tác dụng điều hòa 

miễn dịch, probiotic, … của EPSs theo định hướng sử dụng nó trong thực 

phẩm cho người và thức ăn chăn nuôi. 

3. Cần đánh giá về giá thành của EPSs tách chiết được từ dịch nuôi trồng 

C. sorokiniana DDH so với các EPSs đi từ nguồn nguyên liệu khác. 
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PHỤ LỤC 

Phụ lục 1 

Bảng 4.1. Thành phần môi trường Endo 

 

Bảng 4.2. Thành phần môi trường BG-11 

Thành phần Khối lượng (g/L) 

NaNO3 1,5 

MgSO4.7H2O 0,041 

K2HPO4.3H2O 0,075 

CaCl2.2H2O 0,036 

Citric acid 0,006 

Ferric amoniumcitrate 0,006 

EDTA 0,001 

Na2CO3 0,02 

Glusoce 30 

A5 1 mL 

 

Bảng 4.3. Thành phần vi lượng  

 Thành phần Khối lượng (mg/L) 

PIV H₃BO₃ 2,86 

MnCl₂·4H₂O 1,81 

ZnSO₄·7H₂O 0,22 

CuSO₄·5H₂O 0,07 

Na₂MoO₄·2H₂O 0,021 

A5 H₃BO₃ 2,85 

MnCl₂·4H₂O 1,81 

ZnSO₄·7H₂O 0,22 

CuSO₄·5H₂O 0,08 

MoO3 0,015 

Co(NO3)2. 6H2O 0,044 

 

 

Thành phần Khối lượng (g/L) 

MgSO4.7H2O 1,2 

CaCl2.2H2O 0,105 

Glucose 30 

KNO3 4,8 

KH2PO4 1,2 

Na3C6H5O.2H2O 0,2 

FeSO4.7H2O 0,016 

Na2EDTA 2,1 

Dung dịch A5 1 mL 
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Phụ lục 2 

2.1. Kết quả quan sát hình thái và cấu trúc bề mặt của EPSs tách chiết được 

bằng kính hiển vi điện tử quét (SEM - Scanning Electron Microscopy) 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 4.1. Hình ảnh báo cáo kết quả SEM thu được trên kính hiển vi điện tử Hitachi 

S-4800, Nhật Bản, điện áp gia tốc 5.0kV, dòng phát xạ 10mA ở các độ phóng đại 

khác nhau, tại Viện Khoa học Vật liệu, VAST. 

 

a b c d 

e f g h 

i k l m 

Ảnh hiển vi điện tử quét (SEM) của EPSs được tách chiết từ dịch nuôi của loài C. 

sorokiniana DDH sau 5 ngày nuôi trồng. 

Ghi chú: các độ phóng đại lần lượt là 5X (a, b); 10X (c, d); 20X (e, f, g, h), 50X (i, k, l) và 

100X (m), thanh thước đo được hiển thị trên hình. 
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2.2. Phổ hồng ngoại biến đổi Fourier (FTIR - Fourier Transform Infrared 

Spectroscopy) của EPSs thu được từ dịch nuôi C. sorokiniana DDH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 4.2. Hình ảnh kính hiển vi điện tử Hitachi S-4800, Nhật Bản, tại Viện 

Khoa học Vật liệu, VAST. 
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Dưới đây là báo cáo phân tích phổ hồng ngoại biến đổi Fourier (FTIR - Fourier 

Transform Infrared Spectroscopy) được thực hiện tại Phòng Công nghệ Plasma, 

Viện Khoa học Vật liệu, VAST. 

Hình 4.3. Hình ảnh phổ FTIR của EPSs từ C. sorokiniana DDH được vẽ 

bằng phần mềm OriginPro 2024. 

Hình 4.4. Hình ảnh thiết bị Fourier IR InfraLUM FT-08 (Lumex 

Instruments, Nga) tại Viện Khoa học Vật liệu, VAST. 
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2.3. Kết quả thử nghiệm xác định hoạt tính chống ô xy hóa bằng trung hòa 

gốc tự do DPPH 

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) là gốc tự do có màu tím đậm đặc trưng, 

khi có mặt chất chống oxy hóa sẽ bị khử thành dạng không còn gốc tự do 2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazine (DPPH-H) có màu vàng nhạt hoặc không màu. Đo 

độ giảm độ hấp thu ở bước sóng 517 nm để xác định khả năng khử gốc DPPH 

của chất chống oxy hóa. Chất đối chứng dương được sử dụng là ascorbic acid. 

Dưới đây là cơ chế phản ứng của phương pháp: 

DPPHº + AH → DPPH-H + Aº 

Trong đó: AH là chất chống oxy hóa 

DPPHº (màu tím) → DPPH-H (vàng nhạt hoặc không màu) 
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Tiến hành thí nghiệm: Chuẩn bị đĩa Elisa 96 giếng để làm phản ứng. Hút lần 

lượt 100 µL mẫu EPSs có các nồng độ khác nhau (0,05; 0,5; 5 mg/mL) vào mỗi 

giếng (với mẫu đối chứng âm, sử dụng 100 µL nước cất). Tiếp theo, thêm 100 

µL DPPH với nồng độ 0,2 µM đã chuẩn bị vào các giếng. Hỗn hợp phản ứng 

được ủ trong tối ở nhiệt độ phòng trong thời gian 30 phút. Sau đó, đo độ hấp 

thụ ở bước sóng 517 nm trên máy đo quang phổ để xác định khả năng khử gốc 

DPPH. Đối với mẫu đối chứng dương của thí nghiệm sẽ sử dụng axit ascorbic 

ở các nồng độ khác nhau là 0,8; 4; 20 µg/mL.  

 

 

Hình 4.5. Hình ảnh minh họa thử nghiệm xác định hoạt tính chống ô xy hóa bằng 

trung hòa gốc tự do DPPH. (A) Chuẩn bị DPPH nồng độ 0,2 µM; (B) Hút lần lượt 

hỗn hợp phản ứng vào đĩa 96 giếng; (C) Đo OD517nm 

 

A) 
B) C) 

Đối chứng EPSs 
0.05 mg/mL 5 mg/mL 0.5 mg/mL 

Axit ascobic 
0.8 µg/mL 4 µg/mL 20 µg/mL 

Hình 4.6. Hình ảnh kết quả thử nghiệm hoạt tính chống ô xy hóa bằng trung hòa 

gốc tự do DPPH của EPSs từ dịch nuôi C. sorokiniana DDH 
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2.4. Kết quả đánh giá hoạt tính gây độc tế bào trên các dòng tế bào khác 

nhau 

Dưới đây là báo cáo kết quả thử hoạt tính gây độc tế bào trên các dòng tế bào 

khác nhau, thí nghiệm được phân tích tại Trung tâm nghiên cứu và phát triển 

thuốc, Viện Hóa học, VAST. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


