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TÓM TẮT 

Phycocyanin (CPC) là một protein có hoạt tính chống oxy hóa mạnh được chiết xuất từ tảo 

Arthrospira platensis. Nghiên cứu này đã tách chiết CPC theo tiêu chuẩn mỹ phẩm và đánh giá hiệu 

quả ức chế melanin của CPC trong điều kiện in vitro. Vách tế bào tảo được phá bằng phương pháp đông 

lạnh- rã đông trong dung dịch CaCl2 0,1% hoặc 1%, sau đó CPC được tinh sạch bằng phương pháp tủa 

muối ammonium sulfate (AS) để thu CPC theo chuẩn mỹ phẩm. Độc tính tế bào của CPC được đánh 

giá trên dòng tế bào L-929 thông qua phương pháp đo MTT để ghi nhận giá trị IC50 gây độc tế bào. 

Hiệu quả ức chế melanin được đánh giá trên dòng tế bào B16F10. Tế bào B16F10 được nuôi trong môi 

trường chứa CPC nồng độ 1-10 µg/mL trong 48 giờ. Nồng độ melanin được đánh giá bằng tỉ lệ 

OD420/mg protein. Kết quả cho thấy quy trình tách chiết CPC tối ưu là kết hợp chu kỳ đông lạnh – rã 

đông trong CaCl2 1% và tinh sạch bằng AS lần 1 20%, lần 2 30%, độ tinh sạch thu được là 2,411 ± 

0,090, nồng độ 3,84 ± 0,07 mg/mL. CPC không gây độc tế bào, giá trị IC50 là 1405 ± 16 µg/mL. Kết 

quả thử nghiệm cho thấy CPC có khả năng ức chế sự hình thành melanin rõ rệt ở nồng độ 5 µg/mL, 

nồng độ melanin giảm từ 0,086 ± 0,012 xuống 0,022 ± 0,002. Kết luận: thu được CPC chuẩn mỹ phẩm 

và CPC ức chế sự hình thành melanin tốt nhất ở nồng độ 5 µg/mL.  

Từ khóa: Arthrospira platensis, phycocyanin, melanin, B16F10, độc tính. 

1. MỞ ĐẦU 

Melanin là hắc tố đóng vai trò quan trọng trong việc tạo màu da, tóc và mắt của mỗi người [1]. 

Được sản xuất bởi các tế bào melanocyte, melanin đóng vai trò bảo vệ da khỏi tác hại của tia cực tím, 

gốc tự do [2, 3]. Quá trình tổng hợp melanin diễn ra tương đối phức tạp. Đầu tiên, tyrosine được chuyển 

đổi thành L-DOPA [4] dưới tác động của enzyme tyrosinase [5], sau đó L-DOPA bị oxy hoá thành 

DOPA quinone [6]. Tuy nhiên, sự sản xuất melanin quá mức có thể dẫn đến các vấn đề về da như tàn 

nhang [4], nám, đen da [7]. Vì vậy, nhiều loại sản phẩm ức chế melanin đã và đang rất được quan tâm.  

Một trong các hướng nghiên cứu ức chế melanin chính là sử dụng các chất chống oxy hoá có 

nguồn gốc tự nhiên [8]. Trong đó, phycocyanin (CPC) là một sắc tố xanh lam được chiết xuất từ các 

loài tảo đang được quan tâm trong lĩnh vực làm đẹp tự nhiên [9, 10]. Tảo Arthrospira platensis (tên 

thông thường là tảo xoắn spirulina) là nguồn thu nhận phycocyanin chủ yếu trong tự nhiên [11, 12]. 

Trong tế bào tảo, CPC có khả năng hấp thụ ánh sáng và vận chuyển năng lượng tới trung tâm quang 

hợp. Ngoài ra, CPC là chất có khả năng trung hoà các chất tự do, giảm hiện tượng viêm [13]. Các nghiên 

cứu trên tế bào động vật cho thấy CPC có khả năng ức chế hoạt động của enzyme tyrosinase [14, 15], 

từ đó ức chế sự hình thành melanin từ tyrosine trong tế bào [16, 17]. Mặc dù các nghiên cứu về tác dụng 

làm trắng da của phycocyanin trên mô hình động vật vẫn còn hạn chế nhưng những bằng chứng khoa 

học ban đầu cho thấy đây là một thành phần tự nhiên đầy tiềm năng trong ngành công nghiệp mỹ phẩm. 

Ở Việt Nam, nhiều nghiên cứu tách chiết CPC từ tảo Arthrospira platensis tuy nhiên nghiên cứu về khả 

năng ức chế melanin của CPC vẫn chưa được công bố. Vì vậy, trong nghiên cứu này, chúng tôi sẽ tiến 

hành tách chiết CPC từ tảo Arthrospira platensis đạt chuẩn mỹ phẩm (độ tinh sạch lớn hơn 1,5 [18]) và 
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khảo sát hiệu quả ức chế melanin của CPC này trên dòng tế bào melanoma B16F10. Từ đó tạo bước 

đệm cho những nghiên cứu về các sản phẩm dưỡng trắng da của Phycocyanin trong tương lai.  

2. NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu 

2.1.1. Tách chiết – tinh sạch phycocyanin từ tảo Arthrospira platensis 

Tảo Arthrospira platensis được cung cấp bởi bộ môn Sinh lý học và Công nghệ Sinh học, trường 

Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại học Quốc gia TP. HCM.  

Quy trình tách chiết Phycocyanin từ tảo Arthrospira platensis: 

Bước 1: Phá vách tế bào tảo. Phá vách tế bào tảo để giải phóng CPC vào môi trường. Phá vách 

được tiến hành bằng kết hợp đông lạnh-rã đông và CaCl2. Trong quá trình đông lạnh, dịch tế bào sẽ 

đông lại, hình thành tinh thể băng, gia tăng thể tích tế bào, sau đó tế bào co lại trong quá trình rã đông. 

Hiện tượng này làm vỡ vách tế bào [19]. Đồng thời, CaCl2 liên kết vách tế bào, hỗ trợ quá trình tách 

chiết CPC và đóng vai trò là tách keo tụ, giúp làm tủa thành phần tạp sau ly tâm. Nồng độ CaCl2 thường 

được sử dụng là 1% [20]. Trong nghiên cứu này, 2 nồng độ CaCl2 được thử nghiệm là 0,1 và 1%.    

Thao tác: Sinh khối tảo tươi được pha trong CaCl2 0,1%  hoặc 1% với tỷ lệ 10 g/40 mL (w/v) [9, 

22]. Dịch tảo được đông lạnh ở -20 °C và rã đông trong 24 giờ. Sinh khối tảo được ly tâm với tốc độ 

10000 rpm ở 4 oC trong 10 phút [22], dịch phycocyanin màu xanh được thu lại ở mức tối đa (khoảng 

35 mL). Cặn tảo được tiếp tục hoà trong 40 mL CaCl2 0,1% hoặc 1%, lặp lại bước đông lạnh – rã đông 

để thu dịch 2 lần [21].  

Bước 2: Tinh sạch phycocyanin bằng ammonium sulfate (AS). AS là chất tủa protein thường được 

sử dụng trong phòng thí nghiệm và ở quy mô công nghiệp. Các protein khác nhau sẽ kết tủa ở nồng độ 

AS khác nhau. Thao tác tủa CPC bước này được tiến hành theo quy trình Moraes & Kalil [23] với 2 lần 

tủa AS (lần 1 20%, lần 2 30%). Lần 1 để loại bỏ thành phần tạp kết tủa ở nồng độ AS thấp, lần 2 để 

tủa CPC. 

+ Lần 1: bổ sung AS dạng muối để đạt nồng độ 15% hoặc 20% của 40 mL dịch chiết ủ ở 4 oC qua 

đêm, tránh sáng bằng giấy bạc. Sau đó dịch được ly tâm 10000 rpm ở 4 oC trong 20 phút để loại bỏ cặn, 

thu dịch nổi để tiến hành ly tâm lần 2 (khoảng 35 mL). 

+ Lần 2: bổ sung thêm AS vào dịch nổi thu được ở lần 1, nồng độ AS thêm là 20 - 35% tuỳ theo thí 

nghiệm) để tủa phycocyanin bằng cách ly tâm 10000 rpm ở 4 oC trong 20 phút, tránh sáng bằng giấy bạc. 

Cặn phycocyanin thu được tiếp tục được hòa bằng đệm natri phosphate 0,01M và thẩm tách ở 4 oC 

qua đêm (khoảng 14 giờ) trong đệm natri phosphate 0,01M. Do khối lượng của CPC nằm trong khoảng 

30-131 kDa (tuỳ thuộc vào mức độ liên kết giữa các phân tử) [24] nên màng thẩm tách sử dụng là loại 

dùng để loại bỏ khối lượng 11-14 kDa. Trong quá trình thẩm tách, đệm được thay 3 lần. 

Các thí nghiệm nồng độ AS bao gồm: 15-20, 15-25, 15-30, 20-25, 20-30, 20-35, trong đó số đầu 

tiên thể hiện nồng độ AS lần 1 và số thứ 2 thể hiện nồng độ AS thêm lần 2. Sau thẩm tách, hàm lượng 

CPC và độ tinh sạch EP được tính theo công thức sau: 

Hàm lượng phycocyanin [24]: 

𝐶𝑃𝐶 =  
(𝑂𝐷620 − 0,474 × (𝑂𝐷650))

5.34
× 𝑑 

Độ tinh sạch [24]: 𝐸𝑃 =  
𝑂𝐷620

𝑂𝐷280
 

Với d: Độ pha loãng, OD620, OD650, OD280 là giá trị hấp thu ở bước sóng 620, 650, 280 nm. 

Bước sóng 620 nm, 650 nm, 280 nm được đo bằng máy đọc đĩa 96 giếng Multiskhan SkyHigh 

(ThermoScientific), thể tích mỗi giếng là 200 µL/giếng. Đối chứng trắng: giếng bổ sung natri 

phosphate 0,01M. 

2.1.2. Đánh giá độc tính của phycocyanin tách chiết trên tế bào bằng phương pháp sử dụng MTT 

Tế bào nguyên bào sợi L-929 là một trong những dòng thường được sử dụng để đánh giá độc tính 

tế bào đối với vật liệu sinh học hoặc dịch chiết. Thí nghiệm độc tính tế bào cần xác định giá trị IC50. 
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Giá trị IC50 của CPC đối với với dòng tế bào bình thường thường cao hơn 1 mg/mL [25] nên khoảng 

nghiên cứu được chia thành 100; 500; 1000; 1500; 2000 µg/mL.  

Tế bào nguyên bào sợi L-929 [26] được nuôi trong môi trường nuôi cấy (MTNC) bao gồm 

DMEM/F12, 10% FBS và 1% kháng sinh ở 37 oC, 5% CO2. Thí nghiệm đánh giá độc tính CPC được 

chia thành các nhóm thí nghiệm như sau, thí nghiệm được lặp lại 5 lần, mỗi lần 3 giếng.  

Nhóm đối chứng 

  Đối chứng âm (ĐC âm): tế bào L-929 nuôi trong MTNC.  

  Đối chứng dương (ĐC dương): tế bào nuôi trong MTNC bổ sung 10% DMSO (gây 

chết tế bào khoảng 80-90%). 

Nhóm thí nghiệm (TN): Môi trường nuôi cấy L-929 bổ sung CPC (100; 500; 1000; 1500; 2000 µg/mL).   

Thao tác: Tế bào L-929 [27] được cấy ra đĩa 96 giếng với mật độ 1x104 tế bào/mL, bổ sung môi 

trường DMEM/F12 + 10% FBS + 1% kháng sinh và ủ ở 37 oC, 5% CO₂. Sau 24 giờ, môi trường cũ 

được loại bỏ, bổ sung môi trường mới theo bố trí thí nghiệm bên trên. Sau 48 giờ, tiến hành đánh giá 

MTT. Phương pháp MTT như sau: hút bỏ môi trường cũ, bổ sung môi trường DMEM chứa 0,5 mg/mL, 

ủ 3 tiếng ở 37 oC, 5% CO2. Sau 3 giờ, dung môi DMSO được sử dụng để hoà tan tinh thể formazan và 

đem đo OD ở bước sóng 590 nm (OD590) [28]. 

Công thức tính tỷ lệ tế bào sống: 

% tế bào sống =
𝑂𝐷590 𝑇𝑁

𝑂𝐷590 Đ𝐶 â𝑚
× 100 

Trong đó: OD590: Giá trị đo bước sóng 590 nm được đọc trên đĩa 96 giếng bằng máy Multiskhan 

SkyHigh (ThermoScientific), thể tích mỗi giếng là 200 µl/giếng. Đối chứng trắng là giếng bổ sung 

DMSO. 

Sử dụng phần mềm GraphPad Prism 9.0 để vẽ đường cong tỉ lệ sống tế bào và xác định giá trị IC50 

của CPC. 

2.1.3. Đánh giá hiệu quả ức chế melanin 

Dòng tế bào B16F10 là dòng melanoma được phân lập từ da chuột C57BL/6J. Tế bào B16F10 có 

khả năng tăng sinh và tổng hợp melanin tốt và thường được sử dụng làm mô hình tế bào để nghiên cứu 

về melanin [29]. 

Dòng tế bào B16F10 được tăng sinh trong DMEM + 10% FBS + 1% kháng sinh, 5% CO2 và 

37 °C (MTNC). Sau 24 giờ, MTNC cũ được thay bằng; 

- MTNC mới chứa CPC nồng độ 1, 5, 10 𝜇g/mL (nhóm thí nghiệm, TN) (5 giếng/nhóm). 

- MTNC mới không chứa CPC (nhóm đối chứng, ĐC) (5 giếng/nhóm). 

Sau 48 giờ nuôi cấy liên tục, tế bào được thu nhận bằng trypsin/EDTA 0,25% [14] và đánh giá 

hàm lượng melanin.  

Công thức tính [30]: 

Hàm lượng melanin = OD420/mg protein 

Trong đó: Bước sóng 420 nm là bước sóng hấp thụ lớn nhất của melanin, giá trị OD420 của mẫu 

càng cao thì nồng độ melanin càng lớn; mg protein là khối lượng protein của mẫu tính theo miligram 

được xác định bằng phương pháp Bradford.  

Thao tác đo OD420: Bổ sung NaOH 2N vào eppendorf chứa cặn tế bào và ủ ở 80 °C trong 2 giờ. 

Ly tâm với tốc độ 10000 rpm trong 10 phút và thu dịch nổi, sau đó đo OD bước sóng 420 nm [31] bằng 

máy đo đĩa 96 giếng Multiskhan SkyHigh (ThermoScientific), thể tích mỗi giếng là 200 µL/giếng. Đối 

chứng trắng là giếng chứa NaOH 2N. 

Thao tác định lượng protein bằng phương pháp Bradford: Bổ sung Trixton X100 1% vào 

eppendorf có chứa cặn tế bào, kết hợp với sóng siêu âm để ly trích protein trong 3 phút. Sau đó, dịch 

protein được ly tâm với tốc độ 10000 rpm trong 10 phút để thu dịch nổi [30]. Nồng độ protein được 

định lượng bằng phương pháp Bradford (Optiblot Bradford Reagent). Thao tác tiến hành theo hướng 

dẫn của nhà sản xuất (Abcam). Sử dụng BSA (Sigma) làm đường chuẩn để định lượng protein. Đường 
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chuẩn được xử lý bằng GraphPad Prism: y = 0,0004x + 0,0037 với R2 = 0,9911 trong khoảng BSA  

100 - 500 µg/mL.  

Dựa vào giá trị OD590 của đường chuẩn và mẫu để tính hàm lượng protein mẫu.  

2.2. Phương pháp xử lý thống kê 

Thí nghiệm được lặp lại 5 lần, mỗi lần lặp lại 3 giếng/mẫu và kết quả thu nhận được sau đó biểu 

thị dưới dạng trung bình ± sai số chuẩn. Phân tích thống kê để so sánh các nhóm thí nghiệm được thực 

hiện với dữ liệu sử dụng t-test và one-way ANOVA và giá trị p < 0,05 có ý nghĩa thống kê. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Tách chiết phycocyanin từ tảo xoắn Spirulina 

Kết quả tách chiết và tinh sạch CPC được thể hiện trong Hình 1, 2 và Bảng 1. Hình 1 thể hiện hình 

ảnh trong tất cả các bước trong quy trình: đông lạnh rã đông trong dung dịch CaCl2, tủa CPC bằng AS 

lần 2 và đông khô CPC. Hình 2 thể hiện độ tinh sạch và nồng độ CPC thu nhận bằng nhiều quy trình 

tủa AS khác nhau. Bảng 1 thể hiện độ tinh sạch của CPC khi được phá vách trong 2 nồng độ CaCl2. 

 

Hình 1. Kết quả thu nhận CPC. A – tảo sau khi đông lạnh – rã đông; B – xác tảo sau khi ly tâm lần 1;  

C – CPC thu nhận bằng CaCl2 1% sau khi tủa với AS lần 2; D – CPC thu nhận bằng CaCl2 0,1% sau khi tủa 

với AS lần 2; E: CPC bột đông khô 

Bảng 1. Kết quả độ tinh sạch EP của CPC sau các bước phá vách tế bào bằng CaCl2 và tủa AS lần 1   

 Phá vách Tủa AS lần 1 15% Tủa AS lần 1 20% 

CaCl2 1% 0,91 ± 0,11a 1,25 ± 0,13a 1,47 ± 0,19a 

CaCl2 0,1% 0,62 ± 0,16b 1,07 ± 0,09b 1,13 ± 0.07b 

(a, b: sự khác biệt về mặt thống kê trong cùng cột, p < 0,05, n=5, mỗi lần đo 3 lần) 

Quá trình tách chiết CPC bao gồm các bước: phá vách tế bào (sử dụng CaCl2 0,1% hoặc 1%) để 

thu dịch CPC và bước tinh sạch CPC bằng AS. Nồng độ CaCl2 phù hợp giúp thu được CPC với độ tinh 

sạch cao [32]. Sau khi phá vách tế bào bằng phương pháp đông lạnh – rã đông trong dung dịch CaCl2, 

kết quả ly tâm thu được dịch có màu xanh dương đậm (màu của CPC) và xác tảo lắng dưới đáy ống 

màu xanh lục. Xác tảo sau khi trải qua chu kỳ đông lạnh rã đông và ly tâm, màu xanh dương của CPC 

giảm dần theo chu kỳ đông lạnh rã đông. Sau 3 chu kỳ, dịch ly tâm chỉ còn màu xanh nhạt, hàm lượng 

CPC đo được không đáng kể nên tổng số chu kỳ đông lạnh-rã đông được xác định là 3. Sau đó, dịch ly 

tâm được trộn lại và đo OD để tính độ tinh sạch và nồng độ CPC. Kết quả thu được được thể hiện trong 

Hình 1 và Bảng 1. 

Kết quả cho thấy khi phá vách tế bào bằng CaCl2 1% cho hiệu quả tốt hơn so với nồng độ 0,1%: 

độ tinh sạch tốt hơn (khác biệt về mặt thống kê) và nồng độ CPC thu được bởi 2 dung dịch tương đương 

nhau (Bảng 1). Khi so sánh EP của dịch CPC cùng nồng độ AS lần 1, kết quả cho thấy dịch CPC thu 

A 

 B 

 

C 

 
D 

 

E 
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được do CaCl2 1% có EP cao hơn so với 0,1%. Kết quả này có thể giải thích là do CaCl2 có khả năng 

liên kết với vách tế bào tảo, làm thuận tiện quá trình tách chiết CPC. Đồng thời, CaCl2 cũng là chất keo 

tụ nên có khả năng gây kết tủa thành phần protein [20]. Độ tinh sạch EP ở bước phá vách tương tự như 

kết quả Konstantinos Pispas và cộng sự [20] (0,92 ± 0,14).  

Tiếp theo, dịch CPC thu được được tiếp tục tinh sạch bằng phương pháp AS. Khi ở nồng độ cao, 

AS cạnh tranh với protein để liên kết với phân tử nước. Điều này làm cho protein bị loại phân tử nước 

[33], protein trở nên ít hoà tan và kết tủa [34]. Đây là phương pháp tủa protein thường được sử dụng ở 

quy mô phòng thí nghiệm và công nghiệp. Nồng độ tối ưu để tủa phụ thuộc vào cấu trúc từng loại 

protein, nhiệt độ, pH [35]. Nồng độ AS tủa CPC thông thường nằm trong khoảng 50-65%. Tuy nhiên, 

trong dung dịch có nhiều tạp chất có nồng độ tủa AS thấp hơn CPC (sẽ tủa ở nồng độ AS thấp) và nhiều 

tạp chất có nồng độ tủa AS cao hơn CPC. Do đó, trong nghiên cứu này, AS được sử dụng theo 2 bước. 

Bước 1, AS được bổ sung vào ở nồng độ thấp (15-20%) để loại thành phần kết tủa ở nồng độ AS thấp. 

Bước 2, AS được bổ sung thêm để tăng nồng độ vào dịch CPC để tủa CPC, giúp phân tách CPC với các 

thành phần tạp nhiễm có nồng độ tủa AS cao. Đối với bước 1, ở nồng độ AS 15%, sau khi ly tâm thu 

được cặn tủa màu trắng, không có xuất hiện màu xanh dương CPC, trong khi với AS 20%, cặn ly tâm 

xuất hiện một ít mảng màu xanh. Kết quả EP cho thấy dịch sau ly tâm của AS 20% có EP cao hơn so 

với 15% (Bảng 1). Điều này là do EP 20% giúp tủa nhiều thành phần tạp hơn 15%, tuy nhiên ở nồng độ 

20% bắt đầu xuất hiện cặn màu xanh CPC nên 20% là nồng độ tối đa để sử dụng cho bước AS lần 1.  

Đối với CPC, độ tinh sạch thường được chia thành các nhóm sau: thực phẩm, mỹ phẩm, hoá chất 

và chất phân tích với giá trị EP lần lượt lớn hơn các mốc sau: 0,7, 1,5, 3,9, và 4,0. Do đó CPC trong 

nghiên cứu được tách chiết đạt chuẩn mỹ phẩm với EP = 2,41 ± 0,09. 

 
 

 

■ CaCl2 1% 

■ CaCl2 0.1% 

 

Nồng độ AS (%) Nồng độ AS (%)  

Hình 2. Kết quả tinh sạch C-PC sau khi tủa muối AS  

Trái: độ tinh sạch của CPC; Phải: nồng độ CPC 

Để làm rõ hơn kết quả, dịch sau ly tâm AS lần 1 ở các thí nghiệm được bổ sung tiếp AS để kết tủa 

CPC. CPC kết tủa sau đó được thẩm tách để loại bỏ muối AS (hình 2). Kết quả thể hiện cho thấy độ 

tinh sạch EP tăng lên đáng kể sau khi bước tủa AS lần 2 và thẩm tách. Kết quả cho thấy trong cùng 1 

thí nghiệm EP mẫu CaCl2 1% cao hơn so với 0,1% (khác biệt về mặt thống kê, p< 0,05). Giá trị EP cao 

nhất ở các mẫu phá vách bằng CaCl2 1% 15-20 (2,45 ± 0,11), 20-25 (2,52 ± 0,10), 20-30 (2,41 ± 0,09) 

và 20-35 (2,31 ± 0,14) (không khác biệt về thống kê), tuy nhiên khi so sánh nồng độ CPC ở các mẫu thì 

thấy rằng CPC trong mẫu 15-20 (0,31 ± 0,02 mg/mL) và 20-25 (2,37 ± 0,08 mg/mL) thấp hơn so với 

mẫu 20-30 (3,95 ± 0,07 mg/mL) và 20-35 (4,02 ± 0,06 mg/mL) (p < 0,05). Kết quả này cho thấy 20-30 

và 20-35 cho kết quả tốt nhất trong thí nghiệm: độ tinh sạch cao nhất và nồng độ CPC thu được tốt nhất. 

Quy trình tủa AS được thực hiện dựa theo quy trình của Moraes & Kalil [23]. Tuy nhiên kết quả thu 

nhận được ở nồng độ 20-30 cao hơn so với kết quả của Caroline và cộng sự (EP=1,5 sau bước tủa và 

EP = 2,1 sau bước thẩm tách). Kết quả này có thể giải thích là do dịch CPC trong nghiên cứu này được 

phá vách bằng CaCl2, có độ tinh sạch EP ban đầu cao hơn so với tác giả và sinh khối sử dụng là sinh 

khối tươi so với sinh khối khô của tác giả. 

3.2. Đánh giá độc tính của phycocyanin tách chiết trên tế bào L-929 bằng phương pháp sử dụng MTT 

Giá trị IC50 là nồng độ CPC gây chết 50% tế bào sau 48 giờ nuôi cấy. Giá trị IC50 càng cao thì 

CPC càng an toàn đối với tế bào. Dựa theo Viện Ung thư Hoa kỳ (American National Cancer Institue, 
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NCI), dịch chiết được xem là độc khi IC50 thấp hơn 20 µg/mL [37, 38, 39]. Dựa vào hình 3 cho thấy, 

khi thử nghiệm độc tính phycocyanin MTT trên tế bào L-929 thông qua tỷ lệ sống cho thấy CPC không 

có độc tính trong dãy nồng độ dưới 500 µg/mL, tỷ lệ tế bào sống luôn trên 100%. Tuy nhiên, khi nồng 

độ CPC vượt quá 1000 µg/mL, tỷ lệ sống của tế bào bắt đầu giảm dần, cho thấy dấu hiệu độc tính. Giá 

trị IC₅₀ đạt 1405 ± 16 µg/mL, dựa vào NCI cho thấy CPC được coi là không gây độc cho tế bào. Kết 

quả này cũng tương tự kết quả của Safira Chairani Dimarti và cộng sự (IC50 = 1650 µg/mL) [39]. Điều 

này có ý nghĩa CPC có tính an toàn cao đối với mô hình động vật và khi sử dụng trên người. 

 

Hình 3. Kết quả đánh giá độc tính CPC bằng MTT trên dòng tế bào L-929 

3.3. Đánh giá hiệu quả ức chế melanin 

Kết quả đánh giá hiệu quả ức chế melanin được thể hiện trong Hình 4. Hình A-D là tế bào B16F10 

nuôi trong môi trường chứa CPC nồng độ 0 (đối chứng), 1, 5, 10 µg/mL trong 2 ngày. Hình E là tế bào 

B16F10 sau khi ly tâm, tế bào lắng thành cụm dưới đáy eppendorf, màu đen của cụm tế bào giảm dần 

khi nồng độ CPC tăng dần. Hình F là kết quả đo hàm lượng melanin. 

Tế bào B16F10 là tế bào melanoma có khả năng tổng hợp melanin ổn định trong quá trình tăng 

sinh trong MTNC ở 37 oC, 5% CO2 và thường được sử dụng làm nguồn tế bào trong nghiên cứu về sinh 

tổng hợp melanin [40, 41]. Tác giả Andrea T Borchers cho rằng, các hợp chất tự nhiên từ thực vật và 

các nguồn tự nhiên trong điều trị ung thư mang không độc hại cho tế bào thường, đây là hướng nghiên 

cứu đầy hứa hẹn [36]. Tác giả Li-Chen Wu và cộng sự đã chứng minh CPC làm gia tăng con đường tín 

hiệu ERK (extracellular signal-regulated protein kinases), ức chế con đường tín hiệu p38 MAPK 

(mitogen-activated protein kinases) và kích thích sự phân huỷ MITF (microphthalmia-associated 

transcription factor), từ đó ức chế tổng hợp enzyme tyrosinase (enzyme có vai trò quan trọng trong quá 

trình tổng hợp melanin) [14], do đó lượng melanin giảm đi. Kết quả là CPC ức chế hoạt động của 

enzyme tyrosinase của tế bào B16F10 giảm 75,7% ở nồng độ 50 μg/mL. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành khảo sát khả năng ức chế tổng hợp melanin của CPC 

chuẩn mỹ phẩm ở nồng độ thấp hơn 50 μg/mL để xác định nồng độ hiệu quả cho quá trình ức chế 

melanin. Trong quá trình khảo sát sơ bộ, kết quả quan sát dưới kính hiển vi hiệu quả ức chế quá trình 

tổng hợp melanin trong tế bào B16F10 của CPC gia tăng trong khoảng nồng độ 1-10 μg/mL và không 

thay đổi ở nồng độ cao hơn. Do đó trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành với nồng độ CPC 1, 5, 

10 μg/mL.  

Tế bào B16F10 được nuôi trong môi trường bổ sung CPC nồng độ 0 (đối chứng), 1, 5, 10 μg/mL. 

Kết quả quan sát tế bào trên đĩa nuôi cho thấy sự biểu hiện melanin giảm dần theo khi tăng dần nồng độ 

CPC từ 0 tới 10 μg/mL (Hình 4. A-D). Sau khi thu tế bào, cụm tế bào có màu đen giảm dần từ nồng độ 

từ 0-10 μg/mL (Hình 4.E), cụm màu nhạt nhất ở nồng độ 5 và 10 μg/mL.  

Nồng độ CPC µg/mL 



Đánh giá khả năng ức chế melanin của phycocyanin chiết xuất từ tảo Arthrospira platensis 
 

81 

 

 

Hình 4. Tế bào B16F10 sau khi nuôi cấy trong môi trường chứa phycocyanin.  

A: Nhóm đối chứng. B, C, D: xử lý CPC 1, 5, 10 μg/mL. E: cụm tế bào sau khi ly tâm,  

từ trái qua: tế bào B16F10 xử lý với CPC 0 (ĐC), 1, 5, 10 μg/mL 

Bảng 2. Sự biểu hiện melanin tương đối thể hiện qua tỷ lệ OD 420/mg protein 

 

 

(a, b, c, d: thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở độ tin cậy 95% trong cùng 1 cột, p < 0,05, n = 5, mỗi lần đo 3 lần) 
 

Kết quả đánh giá nồng độ tương đối melanin cho thấy nồng độ melanin giảm dần khi tiếp xúc với 

CPC. Đối với tế bào nuôi trong nồng độ 1 μg/mL, lượng melanin giảm gần 46% so với melanin tế bào 

trong môi trường không có CPC (0,086 ± 0,012 vs 0,047 ± 0,005). Khi CPC tăng từ 1 tới 5 μg/mL, 

lượng melanin giảm dần (p < 0,05) và duy trì ở khi tăng nồng độ CPC 5 tới 10 μg/mL (Bảng 2, Hình 4). 

Kết quả này cho thấy lượng melanin tổng trong B16F10 giảm sau 2 ngày nuôi cấy, trong đó, CPC nồng 

độ 1 μg/mL bắt đầu thể hiện hiệu quả ức chế melanin, hiệu quả này gia tăng khi nồng độ CPC tăng lên 

5 μg/mL và không đổi ở nồng độ 10 μg/mL. Kết quả này cho thấy CPC 5 μg/mL là nồng độ tối ưu sử 

dụng trong nghiên cứu này.  

4. KẾT LUẬN 

Dựa trên các kết quả thu được, nghiên cứu đưa ra các kết luận như sau: 

- Tách chiết được phycocyanin từ tảo Arthrospira platensis với độ tinh sạch đạt chuẩn mỹ phẩm 

(EP = 2,4) bằng cách sử dụng CaCl2 1% hỗ trợ quá trình phá vách tế bào và nồng độ ammonium sulfate 

20% lần 1 và 30% lần 2 để tủa phycocyanin. 

- CPC có tính an toàn cao và ức chế sự hình thành melanin trên tế bào B16F10 ở nồng độ tối ưu 

5 μg/mL, lượng melanin giảm rõ rệt còn 1/4 so với mẫu đối chứng. 

Kết quả này cho thấy phycocyanin là protein có tính an toàn cao và có tiềm năng sử dụng làm 

trắng da trong lĩnh vực mỹ phẩm. 

Lời cảm ơn: Nghiên cứu này do Trường Đại học Công Thương Thành phố Hồ Chí Minh bảo trợ và cấp 

kinh phí theo Hợp đồng số 28/HĐ-DCT ngày 09 tháng 01 năm 2024. 
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ABSTRACT 

EVALUATION OF ANTI-MELANOGENIC ACTIVITY OF PHYCOCYANIN 

EXTRACTED FROM Arthrospira platensis 

Lai Dinh Bien1, Pham Ngoc Tam Khue1 , Bui Ngoc Cam Giang2 , Tran Thi Mai Chinh1 , 

Le Tran Tram Anh1 , Nguyen Thanh Luan1, Trang Hoang Ngoc Ngan2 , To Minh Quan2,* 

1Ho Chi Minh City University of Industry and Trade 
2University Of Science, Vietnam National University of Ho Chi Minh City 

*Email: tomquan@hcmus.edu.vn 

Phycocyanin (CPC) is a powerful antioxidant protein extracted from Arthrospira platensis. This 

study extracted cosmetics-grade CPC from Arthrospira platensis and determined its melanin-inhibitory 

effect in vitro. Cell walls were disrupted by the freezing-thawing cycles in 0.1% or 1% CaCl2 solution, 

and then CPC was purified by ammonium sulfate to reach the cosmetic grade. In vitro cytotoxicity of 

CPC was evaluated in L-929 cells. The anti-melanogenic effect of CPC was performed in B16F10 cells. 

The B16F10 cells were cultured in the cell culture medium containing CPC at 1-10 µg/mL 

concentrations for 48 hours. Melanin content was determined by the ratio of OD420/mg protein. The 

results showed the optimized extraction method was the combination of 3 freezing-thawing cycles in 

1% CaCl2 and two-step precipitation by ammonium sulfate (1st 20% and 2nd 30%) with the purity was 

2.411 ± 0.090 and concentration was 3.84 ± 0.07 mg/mL. CPC is safe for L-929 cells, and IC50 was 

1405 ± 16 µg/mL. CPC inhibited melanin synthesis in B16F10 cells at 5 µg/mL, and the melanin content 

decreased from 0.086 ± 0.012 to 0.022 ± 0.002. Conclusion: obtained cosmetic-grade CPC, and the CPC 

reduced melanin content at 5 µg/mL. 

Keywords: Arthrospira platensis, phycocyanin, melanin, B16F10, cytotoxicity. 

 

 


