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 Abstract: Nam Dinh salty fields are the largest hyper-saline area in the North of Vietnam, has 
fluctuated in salinity over time. Dunaliella is a type of halophile green-orange microalgae especially 

found in salty fields and is known for its antioxidant activity; because of its ability to create large 

content of carotenoids. In this study, Dunaliella sp. isolates from hyper- saline Nam Dinh salty fields 
water were cultured in modified Johnson media and were treated at eight different salinities (0.5 to 4 

M NaCl), then their cell proliferation rate and β-carotene production were studied. In order to 

determine the optimal salinity required for the highest β-carotene accumulation, cell count of 
Dunaliella sp. isolates; total carotenoids and concentration of the β-carotene were determined by 

direct microscopic counting and spectrophotometry. In the samples with different salinities, the cell 

count and the β-carotene content of Dunaliella sp. DA23 ranged between 6.83-10.02×106 cell/mL and 

5.13-9.31pg/cell, respectively. At the end of the experiments (16 days), the maximum cell content at 1M 
NaCl was 9.93 ×106 cell/mL but the highest β- carotene content was obtained at 2.5M NaCl 

concentrations, as 9.2 pg/cell. 
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1. Đặt vấn đề 

Dunaliella là một loại vi tảo đơn bào, hai 
roi thuộc ngành tảo lục. Các loài Dunaliella 

khác nhau có hình dạng tế bào đa dạng từ hình 

ellip, hình trứng, hình cầu (kích thước chiều 
dài 5-25µm, chiều rộng 3-13µm), tồn tại trong 

nước ở các đại dương, các hồ nước mặn, các 

đầm lầy và các mương ngập mặn gần biển, 
chiếm ưu thế trong các thủy vực có nồng độ 

muối 2M và nồng độ magie cao (Ben Amotz, 

2004; Hosseini và Shariati, 2008). Cơ chế 

thích nghi với dải nồng độ muối rộng ở 
Dunaliella dựa trên khả năng tổng hợp các β-

carotene và thay đổi nồng độ glycerol trong tế 

bào để bảo vệ chúng trước các yếu tố từ môi 
trường như cường độ ánh sáng và áp suất khí 

quyển (Avron, 1992; Shariati và Lilley, 1994). 

Loài Dunaliella được các nhà nghiên cứu quan 

tâm do chúng có hoạt tính chống oxy hóa cao 

nhờ khả năng sinh ra lượng lớn các 
carotenoid. Chi Dunaliella có 22 loài và một 

số dạng biến thể, các dạng sinh sống ở biển và 

các loài ưa mặn. Loài được biết tới nhiều nhất 
là Dunaliella salina ưa mặn (Borowitzka và 

Siva, 2007). Dunaliella salina là loài vi tảo tồn 

tại trong môi trường tự nhiên, thường có màu 
xanh trong môi trường nước mặn. Dưới điều 

kiện môi trường có độ muối và cường độ ánh 

sáng cao, Dunaliella salina lại có màu đỏ do 

sự sản sinh các carotenoid có chức năng bảo 
vệ trong tế bào.  

Các carotenoid là chất hóa học thu hút sự 

quan tâm lớn trên thị trường do thường được 
sử dụng như các chất tạo màu trong các loại 

dược phẩm dinh dưỡng, dược phẩm, mỹ phẩm 

và thực phẩm (Fazeli và cộng sự, 2006). 
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Những hợp chất này có các đặc tính chống 

oxy hóa và đặc tính tiềm ẩn trong quá trình 
ngăn ngừa ung thư (Nishino và cộng sự, 

2002). Trong số khoảng 1000 loại carotenoid 

được tìm thấy trong tự nhiên, chỉ có một vài 
loại có chứa β-carotene (cà rốt), lycopene (cà 

chua) và lutein (rau bina) (Prasad và cộng sự, 

1999). Mặc dù một số loại carotenoid như β-

carotene và zeaxanthin có thể được tổng hợp 
nhân tạo nhưng nguồn carotenoid từ vi tảo tự 

nhiên, vi khuẩn và nấm men vẫn thường được 

sử dụng như các chất bổ sung và thu hút sự 
chú ý của cộng đồng khoa học thế giới 

(Bhosale và cộng sự, 2004). β-carotene là một 

sắc tố dạng terpenoid có giá trị dinh dưỡng 

cao, được sử dụng như một tiền chất của 
vitamin A và có đặc tính chống oxy hóa cao 

(Gomez và cộng sự, 2003). Một phân tử β-

carotene có thể trung hòa tới hơn 1000 phân tử 
oxy gốc tự do (Foote và cộng sự, 1970). Vi tảo 

Dunaliella là một nguồn sản xuất β-carotene 

đang thu hút nhiều sự chú ý với những ứng 
dụng thực tiễn trong các ngành công nghiệp 

dinh dưỡng, dược phẩm, mỹ phẩm và trong 

nghiên cứu kỹ thuật di truyền. Do đó, rất cần 

những nghiên cứu chuyên môn giúp nâng cao 
khả năng nhận dạng các chủng Dunaliella có 

hiệu năng sản xuất β-carotene tự nhiên cao và 

tối ưu hóa môi trường nuôi cấy chúng trong 
thực tế.  

Nam Định là một trong những vựa muối 

lớn nhất của miền Bắc với 870 ha sản xuất 
muối. Giao Phong và Bạch Long thuộc huyện 

Giao Thủy là một trong những xã có sản lượng 

muối cao của tỉnh. Ruộng muối thuộc xã Giao 

Phong nằm sát phía trong đê trung ương, giáp 
thị trấn Quất Lâm. Từ 250 ha ruộng muối, mỗi 

năm Bạch Long cũng đóng góp cho thị trường 

khoảng 40.000 tấn muối. 
Mục đích của nghiên cứu này là tìm ra các 

chủng Dunaliella có khả năng tổng hợp β-

carotene và xác định ảnh hưởng của độ muối 

đến quá trình tích luỹ β-carotene tự nhiên. 
Biến đổi khí hậu trong những năm gần đây 

mang đến nhiều đợt nắng nóng kéo dài, đẩy 

nhanh quá trình bay hơi nước trực tiếp khiến 
cho độ muối tại khu vực sản xuất muối của 2 

xã Giao Phong và Bạch Long tăng lên, quần 

thể Artemia (loài giáp xác) giảm, từ đó gia 
tăng mức độ đa dạng về mật độ Dunaliella. 

Dưới ảnh hưởng của nhiệt độ cao, cường độ 

ánh sáng mạnh và độ muối cao, Dunaliella 

hình thành nên màu đỏ của các ruộng muối. 
Nghiên cứu đánh giá ảnh hưởng và vai trò của 

nồng độ muối đối với quá trình sinh trưởng và 

tổng hợp β-carotene của Dunaliella phân lập 
từ ruộng muối hai xã Giao Phong và Bạch 

Long, huyện Giao Thủy, tỉnh Nam Định. 

2. Tổng quan nghiên cứu 

 Dunaliella được phát hiện lần đầu tiên vào 
năm 1838 bởi Michel Flix từ các ao bốc hơi sản 

xuất muối ở miền Nam nước Pháp và được 

chính thức đặt tên sau những khám phá của 
Teodoresco năm 1905 (Oren, 2005). Đến nay, 

loài vi tảo lục đơn bào này đã trở thành mắt xích 

khởi đầu cho chuỗi sản xuất trong các môi 

trường siêu mặn trên toàn thế giới. Dunaliella là 
vi tảo điển hình được dùng trong các nghiên cứu 

về khả năng thích ứng với nồng độ muối và các 

nghiên cứu giải thích sự tương thích của chất 
hoà tan và chất hữu cơ để đạt sự cân bằng thẩm 

thấu. Các nghiên cứu về khả năng tổng hợp β-

carotene của Dunaliella trong các điều kiện khác 
nhau cũng đã mở ra các hướng ứng dụng công 

nghệ sinh học vi tảo thú vị (Ali & Mansour, 

2006; Chidambara, 2005).  

 Theo Ben-Amotz, Dunaliella là một nguồn 
cung cấp carotenoid tiềm năng. Ở độ muối trên 

27% NaCl, Dunaliella có thể tích lũy được lượng 

carotenoid lên tới trên 14% khối lượng khô 
(Ben-Amotz, 1991). β-carotene có hàng loạt tác 

dụng có lợi cho sức khỏe trong đó nổi bật nhất là 

tác dụng tăng cường khả năng miễn dịch, đặc 
biệt là ở những người dương tính với HIV. Một 

số carotenoid cũng ảnh hưởng đến con đường 

truyền tín hiệu giữa các tế bào trong cơ thể, ví dụ 

như dòng tế bào ung thư thường không thể nhận 
được các tín hiệu hóa học kiểm soát sinh trưởng 

từ các tế bào khác. β-carotene giúp mở các kênh 

truyền tín hiệu trên màng các tế bào ung thư và 
tiền ung thư, cho phép cơ thể truyền tín hiệu 

ngừng phân chia đến dòng tế bào ung thư. Do 

đó, các loại thực phẩm giàu carotenoid, đặc biệt 

là β-carotene không chỉ có khả năng ngăn cản 
mà còn có những tác dụng tích cực trong quá 

trình đảo ngược bệnh ung thư (Naseem và cộng 

sự, 2016). 
 Nhiều quốc gia trên thế giới đã đi sâu vào 

nghiên cứu các đặc điểm sinh học, điều kiện sinh 

trưởng tối ưu và các yếu tố ảnh hưởng đến quá 
trình tích lũy β-carotene của vi tảo. Các thí 

nghiệm đầu tiên nhằm đánh giá ảnh hưởng của 
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độ muối đến tốc độ sinh trưởng của các loài 

Dunaliella khác nhau đã được công bố vào 
những năm 1930 bởi Baas Becking. Baas 

Becking đã phát hiện ra Dunaliella viridis có khả 

năng sinh trưởng và phát triển mạnh trong môi 
trường có nồng độ muối 1-4 M (tương ứng 6-

23%) NaCl và pH 6-9. Bass Becking cũng phát 

hiện ra nồng độ ion Ca và Mn cao là nhân tố ức 

chế quá trình sinh trưởng tích lũy β-carotene của 
vi tảo (Baas Becking, 1931). Các nghiên cứu sau 

này của Lerche trên nhiều chủng Dunaliella đã 

chứng minh rằng hầu hết các chủng Dunaliella 
sinh trưởng tối ưu ở nồng độ muối từ 2-8% và 

sinh trưởng chậm khi nồng độ muối tăng trên 

15%. Tốc độ sinh trưởng là 0,47-1,22/ngày khi 

được nuôi cấy ở điều kiện tối ưu. Song song với 
các nghiên cứu về khả năng sinh trưởng là các 

nghiên cứu về khả năng tích lũy β-carotene. Khả 

năng tích lũy β-carotene của vi tảo Dunaliella 
phụ thuộc vào nhiều yếu tố như: nồng độ NaCl, 

dinh dưỡng, cường độ chiếu sáng, pH… Trong 

nghiên cứu của Lerch, khả năng tổng hợp 
carotenid được kích thích bởi giới hạn dinh 

dưỡng cũng như cường độ ánh sáng (Lerch, 

1937). Dunaliella salina NT6 phân lập tại Nha 

Trang sinh trưởng tốt nhất ở nồng độ muối NaCl 
2M, tích lũy hàm lượng β-carotene lớn hơn 2,94 

pg/tế bào (Nguyễn Thị Hải Thanh và cộng sự, 

2014). Cùng là chủng phân lập tại Việt Nam,  
Dunaliella sp. phân lập tại Bình Thuận cũng sinh 

trưởng tốt ở nồng độ muối NaCl 2M, nhưng có 

thể đạt  hàm  lượng  β-carotene  khoảng  9% sinh  
khối  khô  ở  môi trường có nồng độ muối NaCl 

3M.  

 Nhờ sự phát triển của khoa học kỹ thuật hiện 

đại, ngoài những phương pháp nghiên cứu 

truyền thống, các nhà khoa học đã ứng dụng 

công nghệ gen trong kích hoạt tổng hợp 
carotenoid của Dunaliella và bước đầu đạt được 

những hiệu quả tích cực (Fisher và cộng sự, 

1997; Liska và cộng sự, 2004; Oren, 2005). Tổ 
chức tiên phong trong việc nuôi trồng Dunaliella 

để sản xuất β-carotene được thành lập ở Nga vào 

năm 1966. Hiện nay trên thế giới, sản xuất 

Dunaliella quy mô lớn để thu β-carotene là một 
trong những thành công về công nghệ sinh học ở 

sinh vật ưa mặn và có thể ứng dụng vào sản xuất 

Dunaliella thương mại (Borowitzka và cộng sự, 
1990; Oren, 2005). Các công nghệ khác nhau 

được ứng dụng trong quy trình này, từ hình thức 

nuôi quảng canh tự nhiên đến hình thức nuôi 

trồng tập trung mật độ cao với các điều kiện 

giám sát nghiêm ngặt. Tại Việt Nam, trước ảnh 
hưởng của thay đổi khí hậu những năm gần đây, 

trên các ruộng muối hình thành nhiều vùng màu 

đỏ cùng với sự xuất hiện của nhiều chủng 
Dunaliella tiềm năng, hứa hẹn một hướng đi đầy 

tiềm năng về sản xuất β-carotene tự nhiên từ vi 

tảo Dunaliella. 

3. Phương pháp nghiên cứu 

3.1. Môi trường Johnson cải tiến 
 Môi trường Johnson cải tiến (Borowitzka, 

1988) bao gồm: MgCl2.6H2O 1,5 g/L; 
MgSO4.7H2O 0,5 1,5 g/L; KCl 0.2 1,5 g/L; 

CaCl2.2H2O 0,2 1,5 g/L; KNO3 1 1,5 g/L; 

NaHCO3 0,043 g/L; KH2PO4 0,035 g/L; 

FeCl3.6H2O 0,0024 g/L; Na2EDTA 0,0018 g/L; 
thành phần vi lượng: CoCl2.6H2O 0,05 mg/L; 

MnCl2.4H2O 0,04 mg/L; (NH4)6Mo7O24.4H2O, 

0,38 mg/L; H3BO3 0,61 mg/L; CuSO4.2H2O 
0,06 mg/L; ZnCl2 0,04 mg/L.  

 Điều chỉnh pH của môi trường tới 7,5 bằng 

các dung dịch H2SO4 hoặc NaOH pha loãng 
(0.01M) và đậm đặc (1M) (Celekli và Donmez, 

2006). Môi trường khử trùng ở 121°C/10 phút. 

3.2. Thu mẫu và phân lập vi tảo 

 Các mẫu nước tự nhiên được thu thập từ 5 
ruộng muối vào thời điểm giữa mùa hè 2017 

(các tháng khô hạn từ tháng 5 đến tháng 7) 

thuộc hai xã Giao Phong và Bạch Long, huyện 
Giao Thủy, tỉnh Nam Định (bảng 1). Mẫu 

đựng trong các bình nhựa (100 mL) và được 

chuyển tới phòng thí nghiệm trong 24 giờ.  
Quan sát sự có mặt của các tế bào Dunaliella 

dưới kính hiển vi Olympus CKX41 dựa trên 

mô tả hình thái của Borowitzka và Siva 

(2007).  

Bảng 1. Vị trí thu mẫu của 5 chủng 

Dunaliella 

Vị trí                     

thu mẫu/ký 

hiệu chủng 

Định vị GPS 

Bắc (N) Đông (E) 

DA11 20°12'25" 106°23'51" 

DA12 20°12'09" 106°24'59" 

DA21 20°13'02" 106°25'15" 

DA22 20°12'43" 106°24'47" 

DA23 20°12'33" 106°24'16" 

 Sau đó, các mẫu được làm giàu trong bình 

tam giác 250ml chứa 100ml môi trường với 
nồng độ NaCl 1,5M, dưới điều kiện chiếu sáng 

liên tục, cường độ 6000 Lux và 25±2°C. Quá 

trình sàng lọc chủng thuần được thực hiện 



KHOA HỌC SỨC KHỎE 

86 JOURNAL OF SCIENTIFIC RESEARCH AND DEVELOPMENT 

theo phương pháp micropipete và đĩa thạch 

của Shaish và cộng sự (1991).  
 Hình thái khuẩn lạc được phân loại dưới 

kính lúp Carl Zeiss với độ phóng đại 65 lần. 

Hình dạng và phương thức sinh sản của tế bào 
vi tảo Dunaliella được quan sát và chụp ảnh 

dưới kính hiển vi soi nổi Axio Image A2 ở độ 

phóng đại 1000 lần. 

3.3. Xác định tốc độ sinh trưởng 
 Phương pháp đếm tế bào được thực hiện 

bằng buồng đếm Neubauer. Sau 2 ngày nuôi 

thuần khiết, thu mẫu 1 lần, lắc đều mẫu. Hút 
950µl mẫu và cố định bằng 50µl dung dịch 

Lugol. Số lượng tế bào được tính toán theo 

công thức sau: 

Số lượng tế bào ml⁄ =
N

V
× X 

 Trong đó, N là số lượng tế bào Dunaliella 

trên buồng đếm; V là thể tích buồng đếm; X là 

hệ số pha loãng. 

3.4. Tách chiết carotenoid và β-carotene 
 Hút 5ml dịch nuôi cấy, ly tâm 3000 vòng 

trong 15 phút. Bổ sung 5ml acetone 90%. 

Vortex và mix mẫu cho đến khi mất màu hay 
chuyển sang màu trắng. Ly tâm 3000 vòng 

trong 10 phút. Thu phần dịch phía trên và 

chuyển sang ống Falcon mới. Lặp lại nếu phần 

mẫu bên dưới chưa mất màu hay chuyển sang 
màu trắng. Dịch chiết đo mật độ quang ở bước 

sóng 400-700nm (pha loãng mẫu cần đạt giá 

trị trong khoảng 0,4-0,9) trên máy quang phổ. 
 Công thức tính chlorophyll và carotenoid 

theo Lichtenthaler (1987), β-carotene theo 

Ben-Amotz và Avron (1983): 
Chlorophyll a  

Ca (µg/mL) = (11.24×OD661.5 – 2.04×OD645) × 

k 

Chlorophyll b  
Cb (µg/mL) = (20.13×OD645 – 4.19× OD661.5) 

× k 

Tổng Carotenoid (µg/ml)  
= [(1000×OD470 – 1.90× Ca – 63.14× Cb)/214] 

× k 

Hàm lượng β-carotene (pg/tb) 
 = (OD480× V× k×10)/(2273*n) 

Trong đó k là hệ số pha loãng, V là thể tích 

dịch chiết, n là số lượng tế bào. 

3.5. Nghiên cứu ảnh hưởng của nồng độ  

 

muối 

 Bình tam giác 250ml chứa 100ml môi 
trường có bổ sung giống ban đầu với số lượng 

tế bào 5×105 nuôi cấy ở pha log, nhiệt độ 

25oC, cường độ chiếu sáng 6000 lux. Nồng độ 
muối NaCl khác nhau gồm: 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 

3; 3,5 và 4M. Sau 2 ngày thu mẫu 1 lần để 

phân tích số lượng tế bào, carotenoid và β-

carotene cho đến khi kết thúc 20 ngày của chu 
kỳ nuôi. 

3.6. Các phân tích thống kê 

 Mỗi kết quả được chỉ ra là giá trị trung 
bình của 3 nghiên cứu lặp lại. Các phân tích 

thống kê và vẽ đồ thị dữ liệu được thực hiện 

bằng cách sử dụng các chương trình Microsoft 

Excel. Ý nghĩa thống kê của nghiên cứu được 
xác định tại độ tin cậy 95% hoặc 99%. 

4. Kết quả nghiên cứu 

4.1. Phân lập vi tảo Dunaliella 
 Mẫu nước thu thập từ các ruộng muối thuộc 

xã Giao Phong và Bạch Long, huyện Giao Thủy, 

tỉnh Nam Định được quan sát dưới kính hiển vi 
Olympus CKX41. Các đặc điểm hình thái học 

xác định loài Dunaliella theo phân loại của 

Borowitzka và Siva (2007). Vi tảo hình trứng 

được tách và tinh sạch. Những chủng này có hai 
roi, chiều dài bằng nhau và thành tế bào mỏng. 

Theo quan sát, số lượng vi tảo di động trong các 

mẫu thấp. Trong mẫu quan sát, xuất hiện Artemia 
sp. - một chi của loài giáp xác. Mẫu được nuôi 

làm giàu trên môi trường Johnson cải tiến, trong 

suốt quá trình cấy chuyển, không quan sát được 
các chủng vi tảo khác, điều này chỉ ra rằng nước 

ruộng muối không đa dạng về thành phần loài. 

Sau 10 ngày làm giàu, nhận thấy có sự thay đổi 

màu sắc, từ không màu chuyển dần sang màu 
xanh lục và vàng.   

 Các chủng Dunaliella được sàng lọc đánh giá 

trong cùng điều kiện với nồng độ 1,5M NaCl, 
nhiệt độ phòng, sục khí đều, thời gian chiếu sáng 

12:12, cường độ chiếu sáng 6000 lux. Số lượng tế 

bào giống ban đầu 5×105/ml. Các kết quả được 

tính theo số lượng tế bào (×106 tế bào/ml) và hàm 
lượng β-carotene trên mỗi đơn vị tế bào (pg/tế 

bào). Khả năng sinh tổng hợp β-carotene và số 

lượng tế bào được phân lập từ 5 mẫu tương ứng 
với năm chủng Dunaliella sơ bộ sau 16 ngày nuôi 

được trình bày ở bảng 2. 
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Bảng 2. Khả năng sinh trưởng và tổng hợp β-carotene của 5 chủng Dunaliella sp. sau 16 

ngày  

Chủng Số lượng tế bào (×106/ml) Carotenoid (µg/ml) β-carotene (pg/tb) 

DA11 2,46 3,26 2,15 

DA12 3,28 5,31 2,58 

DA21 1,63 4,32 3,48 
DA22 2,75 6,54 4,62 

DA23 4,25 8,58 5,19 

DA11, DA12: Ruộng muối Giao Phong;  

DA21, DA22, DA23: Ruộng muối Bạch Long 

 

Trong các chủng phân lập từ ruộng muối, mẫu 

DA23 ở Bạch Long có khả năng sinh trưởng 
nhanh đạt 4,25×106 tế bào/ml, và sinh tổng 

hợp lượng β-carotene cao nhất trên mỗi tế bào 

(5,19 pg/tế bào). Do đó, nghiên cứu sử dụng 

chủng Dunaliella sp. DA23 trong các thí 
nghiệm tiếp theo. 

4.2. Đặc điểm hình thái học và phương thức 

sinh sản của Dunaliella sp. DA23 
 Quan sát dưới kính hiển vi soi nổi Axio 

Image A2, đặc điểm hình thái của vi tảo 

Dunaliella sp. DA23 cụ thể như sau: dạng đơn 
bào, sống độc lập và bơi tự do. Điểm mắt màu 

đỏ rõ nằm ở một phía gần gốc roi, chiều dài tế 

bào 12,6-16,5µm, chiều rộng 8,0-10,55µm. 

Mỗi tế bào có một khoảng trống hình trứng và 
được bao bọc bởi lớp màng mỏng. Tế bào có 

một lục lạp đơn hình chén. Tế bào hình cầu 

(hình 1a) hoặc kéo dài ra theo hình dạng trong 
phân chia tạo thể giao tử (hình 1b). Trước và 

sau khi phân chia tế bào nhị phân, tế bào có 

hình oval mở rộng (hình bầu dục). Tế bào di 

động, có hai roi phía trước, roi di chuyển nhịp 
nhàng, kích thước roi dài gấp 2/3 chiều dài tế 

bào. Tế bào vi tảo Dunaliella sp. DA23 màu 

xanh và chuyển sang màu vàng xanh ở ngày 
sinh trưởng thứ mười. 

Hình 1. Hình dạng tế bào Dunaliella sp. 

DA23 (thanh kích thước 5µm) (A) Tế bào 

sinh dưỡng; (B) Thể giao tử 

  
 

Dunaliella sinh sản theo hai phương thức:  

 Phương thức sinh sản hữu tính (hình 2): 
Dunaliella sp. DA23 phân chia giảm phân tạo 

thành các giao tử. Các giao tử tiếp hợp nhờ 

tiếp xúc roi và tạo cầu nối sinh chất để hình 

thành hợp tử với lớp màng bao bọc dày. Trong 
điều kiện môi trường bị pha loãng hoặc nồng 

độ muối cao, chúng tồn tại dưới dạng hợp tử 

nghỉ hay còn gọi là bào tử nghỉ. Khi gặp điều 
kiện thuận lợi, bào tử phân bào tạo thành các 

tế bào con. 

Hình 2. Sinh sản hữu tính của Dunaliella 

sp. DA23 

Tế bào Dunaliella sp. 

DA23 

 

Bắt cặp và hợp nhất 

giao tử 

 

 
Bào tử nghỉ/Hợp tử 

nghỉ với thành tế bào 
dày 

 
Tiếp hợp giao tử/Hợp 

tử phẳng 

Phương thức sinh sản vô tính (hình 3): tế 

bào phân đôi thành hai hình thái tương đồng - 

phân chia nhị phân hình bán cầu. Sau đó phát 
triển đạt đến dạng hình cầu và giải phóng tế 

bào con khi màng tế bào bị vỡ. Tế bào con 

tách ra và phát triển thành các tế bào có kích 
thước và hình dạng như ban đầu. Trong môi 

trường thạch, các tế bào phát triển dạng 

pameloid. Roi được hình thành khi các tế bào 

sinh trưởng trong môi trường lỏng. 

A B 
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 Hình 3. Sinh sản vô tính của Dunaliella sp. DA23 

 

 
Tế bào trưởng thành  

      Giải phóng tế bào con 

 

 
Tế bào sinh sản bao quanh 

 bởi thành tế bào dày 

 
Tế bào roi phát triển trong 

môi trường dịch thể 

 
Hình dạng tế bào sinh sản vô tính 

 
Khuẩn lạc sinh trưởng trên 

môi trường thạch 

   

4.3. Ảnh hưởng của nồng độ muối 

 Dunaliella sinh tổng hợp glycerol nội bào 

như “một dung môi điều hòa” giống hoạt động 
của một enzyme để duy trì sinh trưởng khi 

nồng độ muối cao. Glycerol được đào thải khi 

nồng độ muối của môi trường giảm (Avron, 
1992; Craigie và Mc Lachlan, 1964; Shariati 

và Lilley, 1994). Ảnh hưởng của nồng độ 

muối lên quá trình sinh trưởng, tích lũy các 

caroteinoid và hàm lượng β-carotene của 
Dunaliella sp. DA23 được đánh giá tại 8 nồng 

độ muối NaCl khác nhau (0,5-4M). Thu mẫu 

phân tích 2 ngày 1 lần cho đến khi kết thúc 20 
ngày nuôi. 

 Kết quả đánh giá ảnh hưởng của nồng độ 

muối đến quá trình sinh trưởng, tích lũy các 
caroteinoid và hàm lượng β-carotene được 

trình bày trong hình 4 và 5. 

 Dunaliella sp. DA23 sinh trưởng tốt trong 

các môi trường có nồng độ muối NaCl từ 0,5-
4M (hình 4). Kết quả thu được có sự tương 

đồng với chủng Dunaliella của Borowitzka 

(1988) và Ben-Amotz (1993) (thích nghi tốt 
với nồng độ muối từ 0,2% cho đến bão hòa, 

khoảng 35%). Từ ngày nuôi cấy thứ 6, vi tảo 

Dunaliella sp. DA23 bắt đầu chuyển sang pha 
tăng trưởng (pha log) tại tất cả các nồng độ 

muối với số lượng tế bào tăng nhanh gấp 3-7 

lần so với ngày bắt đầu nuôi tương ứng với số 

lượng tế bào 1,67×106 tế bào/ml (NaCl 4M) 
đến 3,68×106 tế bào/ml (NaCl 1,5M). Với 

nồng độ muối NaCl 1-2,5M, sau ngày nuôi thứ 

16, số lượng tế bào tiếp tục gia tăng chậm. Ở 

các nồng độ khác, số lượng tế bào đạt trạng 

thái cân bằng và có xu hướng giảm dần. Sau 
ngày thứ 20, tại các nồng độ muối NaCl 1-

2,5M, số lượng tế bào tăng giảm không đồng 

đều. Các thí nghiệm kết thúc tại ngày nuôi cấy 
thứ 20. Hình 4 thể hiện sự đánh giá tương 

quan về số lượng tế bào, hàm lượng 

carotenoid và β-carotene tại các nồng độ muối 

khác nhau ở ngày nuôi cấy thứ 16. Số lượng tế 
bào Dunaliella sp. DA23 ở các nồng độ muối 

khác nhau đạt trong khoảng 6,83-9,93×106 tế 

bào/ml sẽ cho phép thu được tổng hàm lượng 
carotenoid tương ứng khoảng 7,72-16,63µg/ml 

và hàm lượng β-carotene khoảng 5,13-9,2pg/tế 

bào. Chủng Dunaliella sp. DA23 có số lượng 
tế bào đạt cao nhất tại nồng độ NaCl 1M là 

9,93×106/mL. Hàm lượng carotenoid xác định 

2 ngày/lần với nồng độ muối NaCl từ 0,5 tới 

4M cũng có sự khác nhau. 

Hình 4. Ảnh hưởng của nồng độ muối NaCl 

(0,5-4M) đến sinh trưởng Dunaliella sp. 

DA23 
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 Tổng hàm lượng carotenoid trung bình của 

Dunaliella sp. DA23 đạt giá trị cao tại nồng độ 
muối NaCl 2,5M (16,63µg/ml) và NaCl 1M 

(14,77µg/ml). Như vậy, có thể phán đoán 

nồng độ muối khác nhau của môi trường đã 
ảnh hưởng tới số lượng tế bào và hàm lượng 

carotenoid. Hàm lượng β-carotene trên mỗi tế 

bào tăng khi nồng độ muối NaCl tăng 2,5-3M 

(hình 5). Hàm lượng β-carotene trung bình cao 
nhất thu được tại nồng độ muối NaCl 2,5M, 

giá trị đạt được là 9,2pg/tế bào mặc dù số 

lượng tế bào tại 16 ngày chỉ đạt 6,83×106/ml. 
Tuy số lượng tế bào đạt cao nhất ở nồng độ 

NaCl 1M nhưng hàm lượng β-carotene thu 

được trên mỗi tế bào lại chỉ đạt 7,98 pg chỉ 

bằng 86% hàm lượng β-carotene thu được trên 
mỗi tế bào ở môi trường NaCl 2,5M. 

Hình 5. Ảnh hưởng nồng độ muối lên tổng 

hợp carotenoid và β-carotene của 

Dunaliella sp. DA23 trong 16 ngày nuôi 

 
 Những kết quả trên cho thấy khả năng sinh 

trưởng tốt của Dunaliella sp. DA23 ở nồng độ 

muối NaCl>2M, trùng với những kết quả 
nghiên cứu của Sze (1993); có khả năng thích 

ứng ở nồng độ muối cao hơn so với chủng 

Dunaliella sp. NT6 phân lập tại Nha Trang 

(NaCl 2M) của Nguyễn Thị Thanh Hải (2014) 
và Dunaliella sp. phân lập tại Bình Thuận 

(NaCl 2M) của Huỳnh Hiệp Hùng và cộng sự 

(2013). Sze (1993) cho rằng Dunaliella thường 
sinh trưởng tốt ở những vùng thủy triều, hay 

tập trung nhiều ở ruộng muối khi bị bốc hơi. 

Nếu nồng độ muối tăng đến mức gần bão hòa 
(NaCl 3,5M) hàm lượng β-carotene đạt 

7,98pg/tế bào, tương ứng với các giá trị đạt 

được ở nồng độ NaCl 1M. Màu sắc cũng thay 

đổi rõ rệt: khi nuôi trong môi trường có nồng 
độ muối NaCl>2M, Dunaliella sẽ xuất hiện 

màu vàng xanh sau khoảng 10 ngày. Những 

thay đổi về màu sắc và khả năng chịu nồng độ 
muối cao là những đặc điểm quan trọng mà 

Wong (2000) quan tâm trong phân loại. Wong 

(2000) cho rằng Dunaliella tự điều chỉnh, điều 
hòa thẩm thấu tốt bằng cách thay đổi nồng độ 

glycerol nội bào trong quá trình quang hợp để 

đáp ứng lại áp lực thẩm thấu ngoại bào. Mặc 
dù vậy, ở môi trường có nồng độ muối cao, 

tuy số lượng tế bào sinh trưởng thấp nhưng 

khả năng tích lũy carotenoid và β-carotene 

trên mỗi tế bào vẫn có thể cao hơn khi nuôi ở 
môi trường có nồng độ muối thấp. Do vậy, có 

thể sơ bộ xác định chủng nghiên cứu 

Dunaliella sp. DA23 này là Dunaliella salina. 

5. Bàn luận 

 Trong nghiên cứu này, số lượng tế bào 

Dunaliella sp. DA23 tăng từ 0,5×106 tới 

10,2×106/ml tại các nồng độ muối nghiên cứu. 
Bên cạnh đó, hàm lượng β-carotene trên mỗi 

tế bào của Dunaliella tăng cùng với sự gia 

tăng của số lượng tế bào sau mỗi 2 ngày nuôi 
cấy (0,22-9,31 pg/tế bào tại tất cả các nồng độ 

NaCl thử nghiệm). 

 Tuy nhiên, khả năng sản xuất trên mỗi đơn 
vị tế bào tại các nồng độ muối NaCl 2,5-3,5M 

cao hơn ở các nồng độ muối khác. Hàm lượng 

carotenoid cao nhất trên mỗi tế bào đạt được 

tại nồng độ NaCl 2,5M trong 16 ngày nuôi. 
Những kết quả này phù hợp với những công 

bố của Ben-Amotz (1991); Gomez và cộng sự 

(2003) (khả năng sinh tổng hợp carotenoid 
cũng như số lượng tế bào chịu ảnh hưởng bởi 

độ muối, đặc biệt tại nồng độ NaCl 2,5M).  

 Những ảnh hưởng của các nồng độ muối 
khác nhau đến quá trình sinh trưởng và hàm 

lượng carotenoid được so sánh theo nồng độ 

phân tử gam, kết quả chỉ ra rằng tốc độ sinh 

trưởng của tế bào tại nồng độ NaCl 2,5M 
(6,83x106 tế bào/ml) ít hơn đáng kể so với 

nồng độ NaCl 1M (9,93x106 tế bào/ml). Mặc 

dù mật độ tế bào thấp hơn, chủng phân lập này 
sinh tổng hợp lượng β-carotene tại nồng độ 

NaCl 2,5M lại cao hơn tại nồng độ NaCl 1M.  

6. Kết luận 

 5 chủng Dunaliella sp. phân lập được từ 
nước của các ruộng muối ở năm vị trí khác 

nhau thuộc hai xã Giao Phong và Bạch Long 

có độ muối rất cao (>320g/l). Cả năm chủng 
đều sinh trưởng và phát triển trên môi trường 

Johnson cải tiến với số lượng tế bào 1,63×106-

4,25×106/ml sau 16 ngày nuôi cấy, hàm lượng 

β-carotene tích luỹ đạt 2,15-5,19 pg/tế bào. 
Dunaliella sp. DA23 ở ruộng muối Bạch Long 
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có khả năng sinh trưởng nhanh đạt 4,25×106 tế 

bào/ml và sinh tổng hợp lượng β-carotene cao 
nhất trên mỗi tế bào (5,19 pg/tế bào).  

 Nhận dạng đặc điểm hình thái học của 

Dunaliella sp. DA23 nhận thấy các đặc điểm: 
đơn bào, sống độc lập và bơi tự do. Điểm mắt 

màu đỏ rõ nằm ở một phía gần gốc roi, chiều 

dài tế bào 12,6-16,5µm, chiều rộng 8,0-

10,55µm. Sinh sản theo cả hai phương thức: 
sinh sản vô tính và  sinh sản hữu tính. 

 Nghiên cứu ảnh hưởng của nồng độ muối 

NaCl 0,5-4M đến tốc độ sinh trưởng của 
Dunaliella sp. DA23 cho thấy tốc độ sinh 

trưởng ở môi trường có nồng độ muối NaCl 

1M (9,93×106 tế bào/ml) cao hơn đáng kể so 

với môi trường có nồng độ muối NaCl 2,5M 
(6,83×106 tế bào/ml), nhưng hàm lượng β-

carotene trên mỗi tế bào thu được tại nồng độ 

NaCl 2,5M (9,2pg/tế bào) lại cao hơn tại nồng 
độ NaCl 1M (7,98pg/tế bào). 

β-carotene có thể được sản xuất từ vi tảo 

Dunaliella sp. phân lập từ ruộng muối huyện 

Giao Thuỷ, tỉnh Nam Định. Đây là một nghiên 
cứu tiền đề quan trọng cho việc lựa chọn các 

chủng sản xuất β-carotene. Kết quả nghiên 

cứu mở ra cơ hội thực hiện các nghiên cứu 
chuyên sâu để tiến tới hiện thực hoá xây dựng 

quy trình sản xuất β-carotene tự nhiên.
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Tóm tắt:  
Nam Định là một trong những vựa muối siêu mặn lớn nhất miền Bắc, có độ muối thay đổi theo 

thời gian. Dunaliella là vi tảo lục ưa mặn thường được tìm thấy trong nước tại những khu vực nhiễm 

mặn, được biết tới rộng rãi bởi hoạt tính chống oxy hóa, khả năng tạo ra một lượng lớn các carotenoid 

và tổng hợp β-carotene. Trong nghiên cứu này, các chủng Dunaliella được phân lập từ nước của các 
ruộng muối có độ muối rất cao, sau đó được nuôi cấy trong môi trường Johnson cải tiến và được xử lý 

tại tám nồng độ muối khác nhau (0,5-4M NaCl) để nghiên cứu tốc độ sinh trưởng và khả năng tổng 

hợp β-carotene. Để xác định độ muối tối ưu cho quá trình tích lũy β-carotene và số lượng tế bào các 
chủng phân lập Dunaliella, hàm lượng carotenoid và β-carotene được xác định bằng phương pháp 

đếm tế bào trực tiếp dưới kính hiển vi và quang phổ. Trong các mẫu với nồng độ muối khác nhau, số 

lượng tế bào và hàm lượng β-carotene của Dunaliella sp. DA23 tương ứng nằm trong khoảng 6,83-
10,02×106 tế bào/mL và 5,13-9,31 pg/tế bào. Trong chu kỳ 16 ngày của các thí nghiệm, số lượng tế 

bào cao nhất là 9,93×106 tế bào/mL, thu được ở mẫu có nồng độ muối 1M NaCl; hàm lượng β-

carotene cao nhất là 9,2 pg/tế bào, thu được ở mẫu có nồng độ muối 2,5M NaCl. 

Từ khóa: Carotenoid;  Dunaliella; NaCl; Nam Định; β-carotene. 
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