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Tóm tắt – Nghiên cứu được thực hiện
nhằm đánh giá khả năng kháng oxy hóa
của dịch trích carotenoid từ các dòng vi
khuẩn phân lập được ở tỉnh An Giang.
Từ đó, chúng tôi chọn ra dòng vi khuẩn
có khả năng kháng oxy hóa tốt nhất. Kết
quả khảo sát khả năng khử gốc tự do
DPPH trên dịch trích carotenoid thô của
các dòng vi khuẩn thử nghiệm cho thấy,
dịch trích carotenoid thô của các dòng này
đều có khả năng khử gốc tự do DPPH tốt.
Dịch trích carotenoid từ các dòng NC4-
3, NC8-3, NC1-6, NC3-3 và NC7-4 có giá
trị IC50 lần lượt là 2,88; 3,30; 3,45; 5,15
và 9,05 µg/mL. Điều này cho thấy, dịch
trích carotenoid của các dòng này có hoạt
tính kháng oxy hóa thấp hơn đối chứng β -
carotene (IC50 = 2,70 µg/mL). Đặc biệt
là dịch trích carotenoid của dòng NC4-3
có hoạt tính kháng oxy hóa tốt nhất trong
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năm dòng được khảo sát (IC50 = 2,88
µg/mL), chỉ thấp hơn hoạt tính kháng oxy
hóa của mẫu đối chứng β -carotene.

Từ khóa: carotenoid, DPPH, kháng
oxy hóa, tỉnh An Giang, vi khuẩn.

Abstract – The research was conducted
to evaluate the antioxidant activity of
carotenoid extract from bacteria strains
isolated in An Giang Province. There by,
the strain of bacteria with the best an-
tioxidant capacity was selected. The re-
sults of DPPH free radical reduction sur-
vey on crude carotenoid extracts of the
tested bacterial strains showed that all the
crude carotenoid extracts of these strains
have good DPPH free radical reduction
ability. Carotenoid extracts from strains
NC4-3, NC8-3, NC1-6, NC3-3 and NC7-4
have IC50 values of 2,88; 3,30; 3,45; 5,15
và 9,05 µg/mL, respectively. This showed
that the carotenoid extracts of these clones
have lower antioxidant activity than the
β -carotene control (IC50 = 2,70 µg/mL).
Remarkably, the carotenoid extract of the
NC4-3 strain had the best antioxidant ac-
tivity of the 5 strains examined (IC50 =

50



TẠP CHÍ KHOA HỌC TRƯỜNG ĐẠI HỌC TRÀ VINH, SỐ 40, THÁNG 12 NĂM 2020 PHẦN A: LĨNH VỰC THỰC VẬT – SINH HÓA

2,88 µg/mL), only lower than the antiox-
idant activity of the control sample β -
carotene.

Keywords: An Giang Province, antiox-
idant, bacteria, carotenoid, DPPH.

I. ĐẶT VẤN ĐỀ

Các gốc tự do và chất chống oxy hóa
đã trở thành thuật ngữ được sử dụng phổ
biến trong các cuộc thảo luận hiện đại
về cơ chế gây bệnh. Gốc tự do là bất kì
phân tử có khả năng tồn tại độc lập chứa
một electron (điện tử) không bắt cặp trong
obitan nguyên tử. Sự hiện diện của điện
tử không bắt cặp tạo nên những tính chất
chung của gốc tự do. Hầu hết gốc tự do
không ổn định và có tính phản ứng cao.
Chúng có thể cho một điện tử hoặc nhận
một điện tử từ các phân tử khác. Do đó,
chúng động như chất oxy hóa hoặc chất
khử [1]. Chất kháng oxy hóa là các chất
có khả năng ngăn ngừa, làm chậm hoặc
làm đảo ngược quá trình oxy hóa gây ra
bởi gốc tự do. Các chất kháng oxy hóa tác
động thông qua việc trung hòa hay ngăn
chặn sự tấn công của các tác nhân oxy hóa
(thường sinh ra từ các quá trình hô hấp
hiếu khí và chuyển hóa khác) lên các đại
phân tử quan trọng như là nucleic acid,
protein, lipid. Nhờ đó, các chất kháng oxy
hóa có vai trò quan trọng trong việc bảo
vệ cơ thể trước các tác nhân gây hại từ
môi trường [2]. Các chất kháng oxy hóa có
trong tự nhiên như flavonoid, carotenoid,
polyphenol, vitamin C, vitamin E. Tuy
nhiên, carotenoid lại được quan tâm và
nghiên cứu rất nhiều do tiềm năng sử dụng
thực phẩm, chăn nuôi và nuôi trồng thủy
sản. Ở vi khuẩn, carotenoid được tiết ra
giúp bảo vệ vi khuẩn trước các tác nhân
gây hại từ môi trường như nhiệt độ cao,

cường độ tia UV cao, hoặc trong điều kiện
thiếu dinh dưỡng. Do vậy, ở các vùng này,
chúng ta có thể tìm thấy các loài vi khuẩn
sản xuất tổng hợp các hợp chất kháng oxy
hóa tốt. Với những tiềm năng ứng dụng của
carotenoid trong thực tiễn sản xuất, nghiên
cứu “Khảo sát khả năng kháng oxy hóa
của dịch trích carotenoid từ một số dòng
vi khuẩn phân lập ở Núi Cấm, huyện Tịnh
Biên, tỉnh An Giang” được thực hiện.

II. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU

Carotenoid là một nhóm các sắc tố tự
nhiên có màu sắc đa dạng từ màu đỏ
đến màu vàng. Carotenoid được tìm thấy
rộng rãi trong tự nhiên, được tổng hợp bởi
các thực vật và vi sinh vật để đáp ứng
với các điều kiện môi trường khác nhau,
trong khi con người hay các động vật khác
cần phải hấp thu chúng từ thực phẩm [3].
Carotenoid là các chất kháng oxy hóa hiệu
quả bằng cách bắt các phân tử oxy mang
electron độc thân (oxy đơn, singlet oxygen
- 1O2) và các gốc peroxyl. Cấu trúc của
carotenoid quyết định khả năng kháng oxy
hóa của chúng: cấu trúc hình học của phân
tử (kích cỡ, hình dáng, sự có mặt của các
nhóm chức); hệ thống các liên kết đôi liên
hợp quyết định đến tính chất quang hóa và
hoạt động hóa học; thêm vào đó, các tương
tác đặc hiệu với các phân tử khác ở lân cận
cũng góp phần vào khả năng kháng oxy
hóa của carotenoid [4].

Carotenoid ở vi khuẩn được tổng hợp
và sử dụng khá nhiều do cấu trúc và con
đường tổng hợp đơn giản hơn so với một
số hợp chất có khả năng kháng oxy hóa
khác. Chúng có tác dụng ổn định màng
lipid và làm giảm tính lỏng của màng
để tế bào vững chắc. Nhờ đó, nó bảo
vệ tế bào vi khuẩn khỏi sự phá hủy của
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các biến đổi về ánh sáng và nhiệt độ.
Vì vậy, các sắc tố này rất cần thiết cho
sự tồn tại và phát triển của vi sinh vật
trong môi trường sống khắc nghiệt. Nhiều
vi khuẩn sinh sắc tố được phát hiện như
Flavobacterium sp. (sắc tố vàng, zeaxan-
thin), Agrobacterium auranticum (sắc tố
đỏ hồng, astaxanthin), Micrococcus sp.
(sắc tố màu khác nhau, carotenoid), Pseu-
domonas aeruginosa (sắc tố xanh lam, py-
ocyanin), Serratia marcescens (sắc tố đỏ,
prodigiosin), Chromobacterium sp. (sắc tố
tím, violacein) và Rheinheimera sp. (sắc tố
xanh, glaukothalin) [5]. Ngoài ra, còn có
các loài vi khuẩn thuộc chi Bacillus như
Bacillus cibi, Bacillus jeotgali, Bacillus
indicus, Bacillus clarkii, Bacillus okuhi-
densis, Bacillus vedderi, Bacillus pseud-
ofirmus có khả năng sản xuất sắc tố vàng
đến cam [6] và Bacillus infantis sản xuất
sắc tố hồng [7].

III. PHƯƠNG TIỆN VÀ PHƯƠNG

PHÁP NGHIÊN CỨU

A. Phương tiện nghiên cứu
1) Địa điểm và thời gian nghiên cứu:

Nghiên cứu được thực hiện tại Phòng Thí
nghiệm Trung tâm, Trường Đại học An
Giang – Đại học Quốc gia Thành phố
Hồ Chí Minh từ tháng 01/2019 đến tháng
01/2020.

2) Nguyên vật liệu: Thí nghiệm được
tiến hành trên mẫu carotenoid thô trích
từ năm dòng vi khuẩn có khả năng sinh
carotenoid cao được phân lập từ vùng Núi
Cấm, huyện Tịnh Biên, tỉnh An Giang và
được lưu trữ tại Phòng Thí nghiệm Trung
tâm, Trường Đại học An Giang (Bảng 1).

3) Hóa chất: Hóa chất dùng cho
trích carotenoid: Chloroform và methanol
(Merck).

Bảng 1: Tên năm dòng vi khuẩn được sử

dụng trong thí nghiệm

Hóa chất dùng khảo sát khả năng kháng
oxy hóa: β -carotene và 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) (Merck).

B. Phương pháp nghiên cứu

1) Li trích carotenoid từ các dòng vi
khuẩn: Năm dòng vi khuẩn đã lưu trữ
(NC1-6, NC3-3, NC4-3, NC7-4 và NC8-
3) được cấy truyền ra đĩa chứa môi trường
NA trong 48 giờ. Sau đó, năm dòng vi
khuẩn này tiếp tục được nuôi tăng sinh
trong ống nghiệm có chứa 10 mL môi
trường LB lỏng và lắc ở 200 vòng/phút
trong 48 giờ. Các dòng vi khuẩn được nuôi
tiếp trong 250 mL môi trường LB lỏng với
tỉ lệ giống là 2% (v/v) và lắc ở tốc độ 200
vòng/phút trong 48 giờ. Sinh khối tế bào
được thu hoạch bằng phương pháp li tâm ở
tốc độ 5.000 vòng/phút trong 15 phút (lấy
phần cặn). Sinh khối tế bào được li trích
bằng dung môi methanol: chloroform với
tỉ lệ 1 : 2, vortex mạnh để hòa tan đều sinh
khối và li trích sắc tố màu. Thêm đồng
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lượng nước, vortex mạnh. Hỗn hợp này
được li tâm 5.000 vòng/phút trong 30 phút
để thu dịch trích carotenoid (phần sắc tố
màu tan trong dung môi). Phần dịch trích
carotenoid được cô quay chân không đến
khi thu được mẫu sắc tố carotenoid khô.
Mẫu carotenoid khô sẽ được trữ ở -20oC
cho đến khi xác định hoạt tính chống oxy
hóa [8].

2) Khảo sát khả năng kháng oxy hóa
của các dịch trích carotenoid bằng
phương pháp DPPH: Thí nghiệm được
thực hiện theo phương pháp có hiệu chỉnh
như sau: mẫu carotenoid với thể tích 750
µL được thêm vào ống nghiệm chứa 750
µL DPPH nồng độ 0,025 mg/mL trong
chloroform. Chờ phản ứng 30 phút, sau đó,
đo cường độ hấp thụ ở bước sóng 517 nm
[9].

Mẫu dịch trích carotenoid thô của năm
dòng vi khuẩn được pha loãng theo dãy
nồng độ 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0, 1,2, 1,4, 1,6,
1,8, 2,0, 2,2, 2,4, 2,6, 2,8 và 3,0 mg/mL;

β -carotene được sử dụng làm chất
chuẩn để so sánh khả năng hấp thụ của
các mẫu carotenoid và được tiến hành thí
nghiệm với dãy nồng độ 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10 µg/mL. Mẫu trắng là dịch
trích carotenoid, β -carotene với dung môi
chloroform thay cho thuốc thử.

Thí nghiệm được bố trí ngẫu nhiên, một
nhân tố với ba lần lặp lại.

Khả năng kháng oxy hóa của dịch trích
carotenoid được đánh giá thông qua phần
trăm khả năng khử gốc tự do DPPH
(%AA) và giá trị IC50 (half maximal in-
hibitory concentration).

* Phần trăm %AA được tính theo
công thức:

%AA =
Abc −Abs

Abc
× (%)

Trong đó, Abs: độ hấp thụ của mẫu
carotenoid; Abc: độ hấp thụ của mẫu đối
chứng.

* IC50 và cách xác định giá trị IC50
IC50 là một thước do dùng để đánh giá

khả năng ức chế mạnh hoặc yếu của mẫu
khảo sát. IC50 là thuật ngữ dùng để chỉ
nồng độ (mg/mL) của mẫu, mà tại đó mẫu
có thể ức chế 50% gốc tự do. Nếu giá trị
IC50 càng thấp thì chứng tỏ mẫu có hoạt
tính càng cao.

Cách xác định giá trị IC50: Tiến hành
khảo sát hoạt tính mẫu ở nhiều nồng độ
khác nhau. Với các mẫu carotenoid có khả
năng hoạt tính biến thiên tuyến tính theo
nồng độ mẫu, chúng ta vẽ đường thẳng y
= ax + b qua tất cả các điểm (với y là % ức
chế và x là nồng độ). Với mẫu có hoạt tính
không biến thiên với nồng độ, vẽ một cách
gần đúng bằng cách chọn hai nồng độ ức
chế trên và dưới 50%, vẽ đường y = ax + b.
Từ phương trình y = ax + b, ta thay giá trị
y = 50% vào phương trình để thu được giá
trị x, đó chính là giá trị ức chế 50% gốc tự
do (IC50) ở nồng độ tương ứng.

3) Phương pháp thống kê: Số liệu từ
các thí nghiệm được xử lí bằng phần mềm
Microsoft Excel 2016 và xử lí thống kê
bằng phần mềm IBM SPSS Statistic 20.
Các giá trị trung bình được kiểm định bằng
phép thử Duncan để kiểm định sự khác
biệt.

IV. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

A. Khả năng khử gốc tự do DPPH của β -

carotene

β -carotene có khả năng khử gốc DPPH,
khả năng khử tăng tuyến tính theo chiều
tăng nồng độ. Theo đó, β -carotene được
khảo sát ở mức nồng độ 1 µg/mL có giá
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trị khử gốc DPPH đạt 30,71%, tăng tuyến
tính và đạt giá trị 96,56% ở mức nồng độ
7 µg/mL. Tuy vậy, đến nồng độ 8, 9, 10
µg/mL, giá trị khử tăng khác biệt không
có ý nghĩa thống kê ở mức 5% so với nồng
độ 7 µg/mL và đạt phần trăm khử lần lượt
là 95,64%, 95,71% và 95,78% (Bảng 2).

Bảng 2: Phần trăm khử gốc DPPH của

β -carotene

(Chú thích: Các giá trị trong bảng được

trình bày ở dạng trung bình của ba lần

lặp lại ± SD

Các chữ cái theo sau trong cùng một cột

giống nhau cho biết sự khác biệt không có

ý nghĩa thống kê ở mức 5% (*)

theo kiểm định Duncan.)

B. Khả năng khử gốc tự do của dịch trích

carotenoid từ vi khuẩn

Sự thay đổi về phần trăm khử gốc tự
do DPPH thể hiện ở Bảng 3 cho thấy,
các dịch trích carotenoid của năm dòng vi
khuẩn được thử nghiệm có hoạt tính khử
khác nhau; nếu nồng độ dịch trích càng

tăng thì giá trị khử gốc DPPH càng cao và
phần trăm về khả năng khử gốc này tăng
tuyến tính theo chiều tăng nồng độ. Các
mẫu dịch trích carotenoid thô đều có giá
trị phần trăm khử thấp nhất ở nồng độ 0,2
mg/mL và đạt các mức giá trị khử cao nhất
khác nhau ở các mức nồng độ khác nhau
như sau: NC1-6 đạt 65,89% ở nồng độ 2,4
mg/mL; NC3-3 đạt 96,97% ở nồng độ 2,4
mg/mL; NC4-3 đạt 56,18% ở nồng độ 3,0
mg/mL; NC7-4 đạt 97,59% ở nồng độ 2,0
mg/mL và NC8-3 đạt 69,56% ở nồng độ
2,8 mg/mL.

Giá trị IC50 được dùng để so sánh khả
năng khử gốc DPPH giữa các mẫu dịch
trích thô và β -carotene. Giá trị này được
tính từ tương quan tuyến tính của phần
trăm khử gốc DPPH và nồng độ mẫu
thử (thể hiện thông qua giá trị nồng độ
carotenoid tổng số trong dịch trích thô).
Hoạt tính kháng oxy hóa của β -carotene
và dịch trích thô của năm dòng vi khuẩn
thử nghiệm được thể hiện qua Bảng 4.

Kết quả giá trị IC50 ở Bảng 4 cho thấy,
đối chứng β -carotene đạt giá trị khử 50%
gốc tự do DPPH tốt nhất (IC50 = 2,70
µg/mL) và khác biệt có ý nghĩa thống kê
ở mức 5% so với tất cả các mẫu còn lại.
Đặc biệt, giá trị khử 50% gốc tự do DDPH
của dịch trích carotenoid từ dòng NC4-3
chỉ đứng sau β -carotene với giá trị IC50 =
2,88 µg/mL.

Kế đến là dịch trích carotenoid từ các
dòng NC8-3, NC1-6, NC3-3 và NC7-4, có
giá trị IC50 lần lượt là 3,30, 3,45, 5,15 và
9,05 µg/mL, cao hơn so với đối chứng β -
carotene. Các mẫu này đều khác biệt có ý
nghĩa thống kê ở mức 5% với nhau. Như
vậy, dịch trích carotenoid từ năm dòng
vi khuẩn được khảo sát đều có hoạt tính
kháng oxy hóa thấp hơn so với β -carotene.

Kết quả của thí nghiệm đã thực hiện

54



TẠP CHÍ KHOA HỌC TRƯỜNG ĐẠI HỌC TRÀ VINH, SỐ 40, THÁNG 12 NĂM 2020 PHẦN A: LĨNH VỰC THỰC VẬT – SINH HÓA

Bảng 3: Phần trăm khử gốc DPPH của dịch trích carotenoid

(Chú thích: Các giá trị trong bảng được trình bày ở dạng trung bình

của ba lần lặp lại ± SD

Các chữ cái theo sau trong cùng một cột giống nhau cho biết sự khác biệt không có ý

nghĩa thống kê ở mức 5% (*) theo kiểm định Duncan. )

Bảng 4: Giá trị IC50 của β -carotene và

dịch trích carotenoid thô

cũng tương tự kết quả nghiên cứu về
hoạt tính khử gốc DPPH của carotenoid
vi sinh đã được thể hiện trong nghiên
cứu trên dịch trích carotenoid từ dòng vi
khuẩn YCD3b, dịch trích từ dòng vi khuẩn
này có hoạt tính tốt trong khả năng khử
gốc DPPH, đạt mức 78% [8]. Kết quả
từ nghiên cứu hiệu quả của dịch trích
carotenoid từ các dòng vi khuẩn YY, TP,
RP ở nồng độ carotenoid tổng ở mức 4
µg/mL cho hiệu quả khử lần lượt là 47,9,
60,3, 60,0%. Trong đó, dịch trích từ dòng
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TP và RP có màu đỏ (chứa deoxyflexix-
anthin) và dòng YY có màu vàng (chứa
zeaxanthin) [10].

Bên cạnh đó, kết quả nghiên cứu còn
cho thấy rằng, hoạt tính mạnh yếu khác
nhau giữa các dòng chủ yếu ảnh hưởng bởi
thành phần và hàm lượng các carotenoid
khác nhau có trong dịch trích. Khả năng
khử gốc DPPH của dịch trích carotenoid
nhờ hoạt động gắn các gốc này vào hệ
thống nối đôi liên hợp trong cấu trúc
polyene. Các gốc này được trung hòa và
mất màu. Thêm vào đó, hoạt động cho –
nhận electron từ các nhóm chức giữa các
phân tử carotenoid khác nhau cũng dẫn
đến khả năng khử mạnh yếu khác nhau
[11], [12].

V. KẾT LUẬN

Dịch trích carotenoid bằng hệ dung
môi methanol/chloroform từ năm dòng vi
khuẩn NC1-6 (Corynebacterium xerosis),
NC3-3 (Exiguobacterium aurantiacum),
NC4-3 (Geobacillus stearothermophilus),
NC7-4 (Serratia marcescens) và NC8-3
(Stenotrophomonas maltophilia) đều có
hoạt tính trong khả năng khử gốc DPPH
nhưng hoạt tính thấp hơn so với đối chứng
β -carotene. Đặc biệt, dòng NC4-3 có khả
năng khử gốc DPPH chỉ thấp hơn β -
carotene (IC50 = 2,88 µg/mL) và cao hơn
các dòng còn lại. Dịch trích carotenoid từ
dòng NC4-3 cần được tiến hành phân tích
sâu hơn về cấu trúc carotenoid thành phần
và các đặc tính sinh học để từ đó có thể
ứng dụng dòng vi khuẩn này vào sản phẩm
probiotics, thức ăn chăn nuôi.
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