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TÓM TẮT 
Trong nuôi cá cảnh nói chung, màu sắc đóng một vai trò rất quan trọng ảnh hưởng trực tiếp đến giá trị 

và sự chấp nhận của thị trường. Mặc dù đã đạt được thành công trong sản xuất giống nhiều loài trong giống 
cá khoang cổ nhưng màu sắc kém của nguồn cá này so với cá hoang dã là một trong những thách thức lớn hiện 
nay. Để giải quyết vấn đề này, chúng tôi sử dụng astaxanthin tách chiết từ Copepoda, loài Pseudodiaptomus 
annandalei, bổ sung vào thức ăn nhằm cải thiện màu sắc của cá khoang cổ nemo, Amphiprion ocellaris. Năm 
hàm lượng astaxanthin, 50 – 450 mg/kg thức ăn, và một nghiệm thức đối chứng đã được thử nghiệm. Cá được 
nuôi trong các bể kính, 60 lít/bể, với mật độ 15 con/bể. Mỗi nghiệm thức được thực hiện với 3 lần lặp trong 75 
ngày. Kết quả cho thấy các chỉ số đánh giá hiệu quả cải thiện màu sắc như a* (xanh lá – đỏ), b* (xanh dương – 
vàng), Ho

ab (tông màu), C*
ab (độ bão hòa màu), ΔE* (khác biệt màu sắc tổng thể) và hàm lượng carotenoids tích 

lũy (da và cơ thịt) đạt được tốt hơn cùng với mức tăng của hàm lượng astaxanthin bổ sung (P < 0,05). Mức 
độ đỏ và hàm lượng carotenoids tích lũy trên da cá ở nghiệm thức 450 mg/kg đạt cao nhất, cao hơn lần lượt 
là 111% và 270% so với đối chứng. Nghiên cứu cung cấp một giải pháp hiệu quả nhằm cải thiện màu sắc của 
cá khoang cổ nemo, qua đó, góp phần nâng cao chất lượng con giống sản xuất đáp ứng nhu cầu thị trường.

Keywords: Astaxanthin, cá khoang cổ nemo, Copepoda, hàm lượng carotenoid tích lũy, màu sắc.

ABSTRACT
In ornamental fi sh farming, colouration plays a crucial role in determining the value and market 

acceptance of the fi sh. However, captive fi sh often have inferior colouration compared to their wild 
counterparts, posing a signifi cant challenge. To address this issue, we conducted a study using astaxanthin 
extracted from Copepoda, Pseudodiaptomus annandalei, as a dietary supplement to enhance the colouration 
of captive clownfi sh, Amphiprion ocellaris. We tested fi ve levels of astaxanthin supplementation, ranging from 
50 - 450 mg/kg of feed, along with a control group. The fi sh were raised in glass tanks with 60 litres per tank, 
housing 15 individuals each. Each treatment was replicated three times over 75 days. The results demonstrated 
that the evaluated color improvement indices, such as a* (green-red), b* (blue-yellow), Ho

ab (hue angle), C*
ab 

(color saturation), ΔE (overall color diff erence), and the accumulation of carotenoids (in the skin and muscle), 
showed better outcomes with higher levels of supplemented astaxanthin (P < 0.05). The treatment with 450 
mg/kg of astaxanthin exhibited the highest levels of redness and carotenoid accumulation on the fi sh skin, 
representing a respective increase of 111% and 270% compared to the control group. This study provides an 
eff ective solution for enhancing the coloration of clownfi sh species, thereby contributing to the improvement of 
breeding stock quality that meets market demands.

Keywords: Astaxanthin, accumulated carotenoid content, colouration, Copepoda, false clownfi sh.
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ
Nghề nuôi cá cảnh biển đã thu hút được sự 

quan tâm của người chơi thủy sinh vật cảnh, 
các nhà nghiên cứu và bảo tồn trong vài thập 
kỷ trở lại đây [8]. Cá khoang cổ hay còn gọi là 
cá hề (giống Amphiprion, họ Pomacentridae), 
với khoảng hơn 30 loài, là nhóm cá được chú ý 
nhất nhờ khả năng thích nghi cao với điều kiện 
nuôi, và rất nhiều trong số đó đã được báo cáo 
sản xuất giống thành công [8, 9]. Cá khoang 
cổ nemo, Amphiprion ocellaris, là loài được 
ưa chuộng nhất bởi màu sắc đẹp, tập tính sống 
cộng sinh độc đáo với hải quỳ và hoạt động bơi 
vui nhộn [8, 11, 25]. Mặc dù đã đạt được thành 
công trong việc sản xuất giống nhiều loài trong 
giống cá khoang cổ [8, 9] nhưng một trong 
những thách thức lớn hiện nay là con giống 
sản xuất nhân tạo thường có màu sắc kém hơn 
nhiều so với nguồn cá tự nhiên. Các biểu hiện 
dễ nhận thấy thường là màu da nhợt nhạt, tối 
xạm và kém rực rỡ [8, 33], trong khi đó, màu 
sắc là một trong những tiêu chí quyết định giá 
trị cũng như khả năng chấp nhận của người tiêu 
dùng đối với một loài cá cảnh biển [12, 21, 24, 
27]. Bất chấp những thành công trong sản xuất 
giống nhân tạo thời gian qua, màu sắc kém của 
nguồn cá này là nguyên nhân làm gia tăng trở 
lại áp lực khai thác lên nguồn lợi tự nhiên, gây 
cạn kiệt nguồn lợi và phá hủy hệ sinh thái rạn 
san hô, đặc biệt là khi sử dụng các biện pháp 
khai thác không bền vững [8, 25]. Do đó, việc 
tìm kiếm các giải pháp tăng cường màu sắc 
cho cá khoang cổ nói riêng và cá cảnh biển nói 
chung là hết sức cần thiết nhằm nâng cao giá 
trị và phát triển bền vững nghề nuôi thủy sinh 
vật cảnh biển này.

Màu sắc ở cá rất đa dạng và đảm nhiệm 
nhiều chức năng quan trọng với hoạt động sống 
của chúng [28]. Đối với cá cảnh, màu da còn 
có ý nghĩa tăng cường sự hấp dẫn giúp nâng 
cao giá trị trên thị trường [8]. Màu sắc hiển thị 
ở cá bị chi phối bởi nhiều yếu tố từ di truyền, 
kiểm soát thần kinh, nội tiết đến môi trường và 
dinh dưỡng [22]. Sự thay đổi màu sắc ở cá có 
thể tuân theo hai cơ chế, là hình thái và sinh lý, 
dưới tác động của nhiều yếu tố [28]. Dựa vào 
những hiểu biết đó, một số giải pháp đã được 

ứng dụng vào sản xuất nhằm tăng cường màu 
sắc của cá và đã thu được những kết quả tích 
cực [19]. Trong đó, bổ sung dinh dưỡng là giải 
pháp được áp dụng phổ biến hơn cả nhờ đơn 
giản, hiệu quả và ít tác động tiêu cực đến đối 
tượng nuôi [6, 14]. Tuy nhiên, vấn đề là cần xác 
định được loại sắc tố và chế độ bổ sung (hàm 
lượng và thời gian) thích hợp. Carotenoids đã 
được sử dụng để tăng cường các màu sắc cam, 
đỏ và vàng ở nhiều loài cá, tôm [21, 27]. Trong 
số này, astaxanthin, sắc tố tự nhiên, hiện diện 
với hàm lượng cao ở các loài vi sinh vật và 
giáp xác [14], được chứng minh là vượt trội 
trong việc tăng cường màu sắc nhờ dễ tiêu hóa, 
hấp thu cùng nhiều lợi ích sức khỏe khác [14, 
37]. Đáng chú ý, cá không có khả năng tự tổng 
hợp các sắc tố kể trên mà phải phụ thuộc hoàn 
toàn vào nguồn cung từ thức ăn để đạt được 
màu sắc đặc trưng [27]. Thiếu hụt sắc tố trong 
khẩu phần ăn là nguyên nhân chính làm cá bị 
phai màu, nhợt nhạt hay tối sạm [19]. Bởi nhu 
cầu tăng cường màu sắc của cá nhằm thỏa mãn 
thị hiếu của người nuôi, các dạng carotenoids 
khác nhau, cả tự nhiên và tổng hợp, được sử 
dụng ngày càng phổ biến [14, 27]. Tuy nhiên, 
các carotenoids tổng hợp tồn tại nhiều nhược 
điểm như giá thành cao, hạn chế trong việc tiêu 
hóa, hấp thu, hiệu quả lên màu, thúc đẩy sức 
khỏe tổng thể bên cạnh những lo ngại về vấn 
đề an toàn [34]. Điều này đã thúc đẩy các nhà 
nghiên cứu tìm kiếm và ứng dụng các nguồn 
carotenoids tự nhiên vốn có nhiều lợi ích sức 
khỏe, bên cạnh màu sắc, với đối tượng nuôi 
[21, 27]. 

Nguồn astaxanthin từ giáp xác nói chung, 
đặc biệt là từ các loài giáp xác chân chèo 
(Copepoda), đang ngày càng thu hút được sự 
quan tâm bởi tiềm năng lớn và sẵn có [14]. 
Tùy theo công nghệ tách chiết, loài, vùng phân 
bố cụ thể, hàm lượng carotenoids có thể đạt 
1.220 mg/kg khối lượng khô (DW), dao động 
từ 0,14 – 17.200 mg/kg DW [36]. Nằm ở vùng 
nhiệt đới, Việt Nam có nguồn lợi Copepoda 
rất lớn, cả thành phần loài và sản lượng [1, 
2]. Các loài Copepoda khác nhau, bao gồm 
Pseudodiaptomus annandalei, đã và đang được 
ứng dụng làm thức ăn sống trong ương nuôi 
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nhiều loài cá biển [3, 17]. Ngoài carotenoids, 
Copepoda còn rất giàu các thành phần dinh 
dưỡng thiết yếu như axít béo không no, axít 
amin, vitamin C, E, và các chất chống oxy hóa 
[35]. Việc sử dụng Copepoda trong ương nuôi 
đã giúp nâng cao sinh trưởng, tỷ lệ sống, biến 
thái, giảm tỷ lệ dị hình và tăng cường màu sắc 
ở nhiều loài cá biển [20]. Tuy nhiên, việc sử 
dụng Copepoda tươi sống cũng tiềm ẩn nhiều 
nguy cơ gây suy giảm chất lượng nước và lây 
nhiễm mầm bệnh [5]. Đồng thời, con giống sản 
xuất nhân tạo có thể sử dụng không hiệu quả 
nguồn thức ăn này nếu không được tập cho ăn 
và cung cấp thường xuyên [10]. Ngoài ra, ở 
các giai đoạn sau của quá trình ương nuôi, kích 
cỡ nhỏ của loại thức ăn này có thể không còn 
phù hợp với cỡ miệng của nhiều loài cá [20]. 
Do đó, việc sử dụng Copepoda cho đối tượng 
nuôi trong nỗ lực tăng cường màu sắc và sức 
khỏe tổng thể thường gặp nhiều khó khăn. Việc 
tách chiết sắc tố từ loại giáp xác chân chèo này, 
dưới dạng bán tinh chất, tương tự cách làm với 
phụ phẩm chế biến tôm, bổ sung vào thức ăn có 
nhiều ưu điểm như dễ tiêu hóa, hấp thu, tiện lợi 
trong sử dụng và bảo quản [33]. Mặc dù vậy, 
cho đến nay, các nghiên cứu về vấn đề này trên 
cá biển, đặc biệt là nhóm cá khoang cổ, vẫn còn 
hết sức hạn chế. Nghiên cứu hiện tại được thực 
hiện nhằm xác định hàm lượng astaxanthin 
từ Copepoda thích hợp bổ sung vào thức ăn 
giúp tăng cường màu sắc da và hàm lượng 
carotenoids tích lũy ở cá khoang cổ nemo.  
II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 
NGHIÊN CỨU

1. Tách chiết astaxanthin
 Copepoda, loài Pseudodiaptomus 

annandalei, được thu từ các ao nuôi tại Cam 
Ranh, Khánh Hòa, sau đó, được vận chuyển về 

phòng thí nghiệm, Trường Đại học Nha Trang. 
Nguyên liệu được rửa sạch, loại bỏ tạp chất, 
và bảo quản ở nhiệt độ âm 20°C. Dung môi 
sử dụng để tách chiết astaxanthin là cồn 96% 
với quy trình tách chiết được thực hiện theo 
Đặng Trung Thành và ctv. (2022) và Tran et al. 
(2022) [4, 33]. Theo đó, Copepoda tươi (100 g) 
được rã đông, để ráo nước, xay nhuyễn bằng 
máy xay sinh tố. Tiếp theo, cồn được cho vào 
cốc với tỷ lệ dung môi/nguyên liệu là 3,5/1,0, 
(v/w). Hỗn hợp được đưa vào lò vi sóng để tách 
chiết astaxanthin với thời gian 180 giây. Quá 
trình xử lý vi sóng được thực hiện gián đoạn, 
cứ 30 giây bật/tắt một lần, với tổng 3 lần chiết 
được thực hiện để tối ưu hóa hiệu quả [4]. Vải 
lọc được sử dụng để tách dịch chiết ra khỏi 
phần bã sau mỗi lần chiết. Dịch chiết gộp của 
3 lần được loại bỏ cồn với máy cô quay chân 
không. Tiếp theo, 50 ml dầu đậu nành được 
thêm vào và tiếp tục cô để astaxanthin hòa tan 
vào dầu. Dầu astaxanthin sau đó được rửa sạch 
bằng nước nóng để loại bỏ cặn protein và tạp 
chất. Cuối cùng, hỗn hợp dầu chứa astaxanthin 
được thu và hàm lượng trong mẫu được xác 
định bằng máy đo UV-Vis ở bước sóng 487 
nm. Hàm lượng astaxanthin thu được là 178,65 
µg/g Copepoda tươi, và được sử dụng để bổ 
sung vào thức ăn cho cá.

2. Chuẩn bị thức ăn
Khẩu phần thức ăn cơ bản, bao gồm 55% 

protein thô và 9% lipid, được xây dựng theo 
nhu cầu thức ăn cho ương cá biển. Chi tiết 
thành phần, tỷ lệ, và hàm lượng được trình bày 
trong Bảng 1. Năm hàm lượng astaxanthin bổ 
sung gồm 50, 150, 250, 350 và 450 mg/kg thức 
ăn, và một nghiệm thức đối chứng không bổ 
sung được thử nghiệm (Bảng 1). 

Bảng 1. Công thức và thành phần sinh hóa của thức ăn thí nghiệm
Thành phần (g/kg) AC0 AC50 AC150 AC250 AC350 AC450
Bột cá Peru 396 396 396 396 396 396
Bột cá Việt Nam 160 160 160 160 160 160
Bột mực 160 160 160 160 160 160
Bột tôm 75 75 75 75 75 75
Bột đậu nành 70 70 70 70 70 70
Cám gạo 10 10 10 10 10 10
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Thành phần (g/kg) AC0 AC50 AC150 AC250 AC350 AC450
Bột gluten ngô 10 10 10 10 10 10
Bột mì 19 18.95 18.85 18.75 18.65 18.55
Casein 70 70 70 70 70 70
Dầu mực 5 5 5 5 5 5
Dầu đậu nành 5 5 5 5 5 5
Vitamin tổng hợp 10 10 10 10 10 10
Polymethylcarbamide 5 5 5 5 5 5
Khoáng tổng hợp 5 5 5 5 5 5
Astaxanthin từ Copepoda 0 0,05 0,15 0,25 0,35 0,45
Thành phần sinh hóa gần đúng (%)
Protein thô 55,08 55,05 55,11 55,09 54,99 55,13
Lipid thô 9,10 9,12 9,13 9,15 9,17 9,09
Tro 11,17 11,08 11,12 11,15 11,22 11,31
Độ ẩm 10,24 10,17 10,14 10,21 10,24 10,19
Astaxanthin 0,008 0,059 0,161 0,260 0,359 0,462

Quy trình sản xuất thức ăn của chúng tôi 
tuân theo phương pháp của Ebeneezar et al. 
(2020) và Tran et al. (2022) [13, 33] cùng với 
một số điều chỉnh nhỏ. Theo đó, các thành 
phần nguyên liệu protein (bột cá, tôm, mực…) 
và năng lượng (bột gạo, bột mì…) được cân 
theo công thức (Bảng 1), nghiền mịn và trộn 
đều trong máy trộn thực phẩm. Sau khi trộn 
và thêm nước, hỗn hợp bột thức ăn này được 
nấu trong nồi áp suất trong khoảng 20 phút. 
Sau khi nấu và làm nguội bột, hỗn hợp dầu 
astaxanthin (tương ứng với từng nghiệm thức 
thí nghiệm) và vitamin tổng hợp được thêm 
vào và trộn đều. Tiếp theo, hỗn hợp thức ăn 
được đùn qua máy ép viên có đường kính mắt 
sàng 2,0 mm. Thức ăn sau đó được sấy khô ở 
60°C trong 18 giờ trong lò sấy không khí nóng. 
Thức ăn này được nghiền vụn, sàng qua mắt 
lưới để thu được các viên thức ăn có cỡ hạt 
khoảng 0,8 – 1,0 mm. Cuối cùng, thức ăn được 
đóng gói trong hộp nhựa kín khí, bọc bằng túi 
bóng đen và bảo quản trong ngăn đông tủ lạnh 
(-4oC) sử dụng dần. Các thông số sinh hóa gần 
đúng của các mẫu thức ăn thí nghiệm, bao gồm 
hàm lượng protein thô, lipid thô, tro, và độ ẩm 
được phân tích theo phương pháp của Hiệp hội 
các nhà hóa học phân tích chính thức [7], và 
thông tin chi tiết được trình bày trong Bảng 1. 

3. Nguồn cá, hệ thống nuôi và chăm sóc 
Nguồn cá: Cá khoang cổ nemo, là nguồn 

sản xuất giống nhân tạo tại Trại sản xuất giống 
cá cảnh biển Vĩnh Hòa, được sử dụng cho thí 
nghiệm. Cá đưa vào thí nghiệm có kích thước 
đồng đều, chiều dài toàn thân là 3,20 ± 0,04 cm 
và 0,62 ± 0,05 g/con. Cá được thả với mật độ 
15 con/bể hay 4 lít nước mỗi con. Cá được nuôi 
trong hệ thống bể trong 7 ngày để làm quen với 
hệ thống bể thí nghiệm trước khi bắt đầu tính 
thời gian. 

Hệ thống bể: Hệ thống bể nuôi gồm 18 
bể kính có thể tích khoảng 60 lít/bể. Nguồn 
nước biển được bơm, xử lý theo quy trình phổ 
biến, hiện hành trước khi cấp cho hệ thống thí 
nghiệm. Nước được cấp vào ở tầng mặt, kiểm 
soát bằng van để đảm bảo tương đối đồng đều 
giữa các bể. Nước thoát ra ở đầu đối diện, chảy 
trực tiếp vào một bể lọc sinh học (500 lít) nằm 
giữa hệ thống. Tại đây, nước được loại bỏ chất 
thải rắn nhờ bông lọc và xử lý bởi vi sinh vật 
sống trên bề mặt giá thể là các hạt nhựa bioball 
và đá san hô. Nước sau khi xử lý được bơm 
tuần hoàn trở lại các bể nuôi. Toàn bộ các bể 
được duy trì chế độ sục khí 24/24 giờ trong suốt 
thời gian thí nghiệm. Lưu lượng nước cấp vào 
và thoát ra khỏi bể được giữ ổn định khoảng 
1,5 lít/phút/bể. Hệ thống bể thí nghiệm được 
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đặt dưới mái che, chế độ chiếu sáng tự nhiên. 
Chăm sóc và quản lý: Cá được cho ăn với 

tần suất 4 lần/ngày vào các thời điểm 07h00, 
10h00, 13h00 và 16h00. Cá được cho ăn theo 
nhu cầu, kết hợp với quan sát để điều chỉnh 
lượng thức ăn hợp lý. Sau 30 phút, lượng thức 
ăn dư nếu có được siphon vào chậu nhựa trước 
khi được thu lại bằng pipet nhựa và lưu trữ 
trong ngăn đông tủ lạnh. Lượng thức ăn này 
được sấy khô về độ ẩm 10% để tính toán hiệu 
quả sử dụng thức ăn vào cuối thí nghiệm. Bể 
nuôi được siphon loại bỏ phân, chất thải 2 lần/
ngày (6h30 và 17h00). Nước được thay định 
kỳ 1 lần/tuần với lượng bằng 30 - 50% tổng thể 
tích bể. Các thông số môi trường nước được 
theo dõi và duy trì trong phạm vi thích hợp với 
sinh trưởng, phát triển của cá khoang cổ nemo. 
Cụ thể, nhiệt độ dao động từ 27 - 31oC, độ mặn 
từ 32 - 34‰, pH từ 7,8 - 8,2, hàm lượng oxy 
hòa tan > 5,0 mg/L, hàm lượng TAN (NH3/
NH4

+) < 1,0 mg/L. Bể nuôi, hoạt động của cá, 
cá chết nếu có được quan sát và ghi chép hàng 
ngày để tổng hợp vào cuối thí nghiệm. 

4. Thiết kế thí nghiệm
Thí nghiệm được thiết kế theo kiểu ngẫu 

nhiên hoàn toàn để đánh giá ảnh hưởng của việc 
bổ sung astaxanthin tách chiết từ Copepoda 
vào thức ăn lên màu sắc da và hàm lượng 
carotenoids tích lũy ở cá khoang cổ nemo. Sáu 
nghiệm thức bổ sung astaxanthin được thử 
nghiệm, gồm 0 (đối chứng), 50, 150, 250, 350 
và 450 mg/kg thức ăn. Mỗi nghiệm thức được 
thực hiện với 3 lần lặp trong thời gian 75 ngày.  

Vào ngày cuối thí nghiệm, toàn bộ số cá 
trong bể được thu để đo lường các thông số 
màu sắc da (L*, a*, b*, Ho

ab, C
*
ab) và hàm lượng 

carotenoids tích lũy (da và cơ thịt) và so sánh 
giữa các nghiệm thức thí nghiệm. Việc thu mẫu 
cá được áp dụng với toàn bộ số lượng cá còn 
sống ở thời điểm kết thúc thí nghiệm. Trước khi 
thu mẫu, cá được bỏ đói 24 giờ để loại bỏ hết 
phân, chất thải, và gây mê bằng 0,05% EGME 
(Ethylene Glycol Monophenyl Ether) trong 
khoảng thời gian 15 - 20 giây. Cá được thấm 
khô bằng giấy vệ sinh trước khi tiến hành xác 
định các thông số màu sắc da. Sau đó, các mẫu 
cá được bảo quản ở nhiệt độ âm 80oC để thực 

hiện các phân tích về hàm lượng carotenoids 
tích lũy trong phòng thí nghiệm.

5. Phương pháp đánh giá màu sắc cá
Màu sắc của cá được xác định thông qua hai 

phương pháp gồm đo màu trực tiếp trên da và 
phân tích hàm lượng carotenoids tổng số tích 
lũy trong cơ thể cá.

5.1. Cường độ màu sắc da cá
Toàn bộ cá tại thời điểm kết thúc thí nghiệm 

được đo màu bằng máy đo kỹ thuật số CR-400 
(Konica, Japan). Cá được đo màu ở cả hai bên 
thân, tại vị trí giữa vây lưng mềm và vây hậu 
môn tiếp giáp với dải giữa màu trắng của cá. 
Mỗi vị trí được đo ba lần để xác định giá trị 
trung bình gồm L*, a* và b* của mỗi cá thể. Máy 
đo CR – 400 được thiết lập để thực hiện các 
phép đo màu tuyệt đối ở chế độ đo L*, a*, và b* 
(CIE 1976) bằng cách sử dụng đèn chiếu sáng 
D65 gắn với một ống chiếu sáng bằng thủy tinh 
(CR-A33F) kết nối với máy tính. Phương pháp 
đo, chế độ cài đặt và điều kiện đo được thực 
hiện theo hướng dẫn của nhà sản xuất. 

Hệ thống đo màu CR-400 được thiết 
kế bởi CUE (International Committee on 
Illumination) sử dụng L* để đo độ sáng - tối, 
với phạm vi từ tối (0) tới sáng (100); a* để đo 
các sắc tố màu xanh lá tới đỏ, với màu xanh lá 
cây (a-) tới màu đỏ (a+); và b* để đo các sắc tố 
màu xanh dương tới vàng, với màu xanh dương 
(b-) tới màu vàng (b+) [16]. 

Để đánh giá tác động của astaxanthin bổ 
sung lên màu da của cá khoang cổ nemo, giá trị 
màu sắc tổng thể trung bình (L*, a*, b*) của cá ở 
nhóm xử lý được so sánh với nhóm đối chứng. 
Dữ liệu so sánh là sự khác biệt về màu sắc tổng 
thể (ΔE*), xác định bởi Ủy ban Chiếu sáng Quốc 
tế (CIE 1976), được áp dụng rộng rãi trong các 
nghiên cứu về đo lường và so sánh màu sắc 
thực phẩm. Theo đó, giá trị ΔE* giữa nhóm cá 
đối chứng (L1

*, a1
*, b1

*) và nhóm xử lý (L2
*, a2

*, 
b2

*) được tính theo công thức ΔE* = [(L*
1 - L

*
2)

2 
+ (a*

1 – a*
2)

2 + (b*
1 – b*

2)
2]1/2. Bên cạnh đó, các 

thông số đo lường màu sắc khác gồm góc độ 
màu hay tông màu (hue angle, Ho

ab) và độ bão 
hòa hay độ tinh khiết của màu (chroma, C*

ab) 
của mỗi cá thể cũng được sử dụng để đánh giá 
màu sắc giữa các nghiệm thức. Các giá trị Ho

ab 
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và C*
ab được xác định theo công thức lần lượt là 

Ho
ab = arctan (b*/a*) và C*

ab = (a*2 + b*2)1/2 [32].
5.2. Hàm lượng carotenoids tích lũy trong 

cơ thể cá
Hàm lượng carotenoids tổng số trong cơ 

thể cá (da và cơ thịt) và hàm lượng astaxanthin 
trong mẫu Copepoda và thức ăn sau khi chế 
biến được xác định bằng máy đo quang phổ 
UV-Vis (UV-visible spectrophotometer) theo 
phương pháp mô tả bởi Ramamoorthy et al. 
(2010) [26] cùng một số điều chỉnh nhỏ. Một 
cách ngắn gọn, các mẫu thu thập phục vụ phân 
tích gồm: da (0,25 g/mẫu, được thu thập từ cả 
hai bên thân cá), cơ thịt (0,25 g/mẫu, phần cơ 
thịt cá sau khi đã tách da), và thức ăn (1,0 g/
mẫu). Các mẫu được nghiền trong axeton (20 
ml) có chứa 1,5 g Na2SO4 khan bằng thiết bị 
đồng hóa mẫu (Ultra-turrax®, IKA, Đức). Sau 
đó, mẫu được lọc bằng giấy lọc, và quá trình 
này được lặp lại 3 lần cho đến khi dịch lọc trở 
nên không màu. Dịch lọc sau đó được ly tâm 
ở tốc độ 6.000 vòng/phút trong 7 phút để thu 
phần nổi ở phía trên và giữ ở nhiệt độ 4oC. Độ 
hấp thụ của dịch chiết chứa carotenoids được 
đo bằng máy đo quang phổ (Biochrom Ltd, 
Cambridge, Anh). Kết quả được biểu thị bằng 
số microgam carotenoids (hoặc astaxanthin) 
trên một gam mẫu (µg/g) và được tính bằng 
công thức sau.

Hàm lượng carotenoids tổng số (TAC) 
(µg/g) = A x V x D x 104 / (W x E1cm

1%)
Trong đó: A là độ hấp thụ của dung dịch 

ở bước sóng 450 nm; V là tổng thể tích của 
dịch chiết (ml); D là tỷ lệ pha loãng; W là khối 
lượng của mẫu (g); và E1cm

1% là hệ số sắc tố 
quang của dầu (dung môi dầu đậu nành có hệ 
số E là 2.145).

Hàm lượng astaxanthin trong mẫu Copepoda 
(Mục II.1) và mẫu thức ăn sau khi chế biến 
(Bảng 1) cũng được xác định theo công thức 
trên, tuy nhiên, độ hấp thụ (A) của dung dịch 
chứa astaxanthin được đo ở bước sóng 487 nm.

6. Phương pháp xử lý số liệu
Số liệu sau khi thu được tính toán trên 

phần mềm Microsoft Excel 2021. Trước khi 
phân tích thống kê, dữ liệu được kiểm tra phân 
phối chuẩn và tính đồng nhất phương sai trên 

phần mềm SPSS 22.0. Tiếp theo, phương pháp 
phân tích phương sai một yếu tố (oneway – 
ANOVA) và phép kiểm định Duncan được sử 
dụng để phân tích, so sánh kết quả trung bình 
giữa các nghiệm thức. Sự khác biệt thống kê 
được xác định ở mức ý nghĩa P < 0,05. Dữ liệu 
được trình bày dưới dạng Trung bình ± Sai số 
chuẩn (SE).
III. KẾT QUẢ  

1. Kết quả
1.1. Màu sắc da cá
1.1.1. Chỉ số L*, a* và b*

Các thông số đo lường màu sắc da cá khoang 
cổ nemo ở các mức bổ sung astaxanthin khác 
nhau được minh họa trên Hình 1. Nhìn chung, 
hàm lượng astaxanthin bổ sung vào thức ăn có 
tác động đáng kể lên màu sắc da cá, cụ thể như 
sau:

Chỉ tiêu a* (xanh lá – đỏ): 
Kết quả cho thấy giá trị a* ở các nghiệm 

thức bổ sung tăng tỷ lệ thuận với hàm lượng 
astaxanthin trong thức ăn, và đều cao hơn so 
với nghiệm thức đối chứng (Hình 1B). Giá a* 

cao nhất đạt được ở mức bổ sung 450 mg/kg 
thức ăn (19,06 ± 0,79), tiếp theo là mức bổ 
sung 350 và 250 mg/kg (lần lượt là 17,09 ± 
0,52 và 15,49 ± 0,39), và thấp nhất ở nghiệm 
thức đối chứng (9,03 ± 0,20; P < 0,05; Hình 
1B). Việc bổ sung astaxanthin ở mức cao nhất, 
450 mg/kg thức ăn, đã tăng cường màu sắc cam 
– đỏ của da cá lên tới 111% so với nghiệm thức 
đối chứng.

Chỉ tiêu b* (xanh dương - vàng): 
Giá trị b* đạt được cũng có sự gia tăng tuyến 

tính với hàm lượng astaxanthin bổ sung vào 
thức ăn. Trong đó, các giá trị cao nhất cùng đạt 
được ở các mức bổ sung từ 250 – 450 mg/kg 
thức ăn (dao động từ 28,26 – 30,94) trong khi 
giá trị ở nghiệm thức đối chứng chỉ đạt 22,31 
(P < 0,05). Mức độ cải thiện màu vàng trên da 
cá ở nhóm bổ sung 250 – 450 mg/kg được ước 
tính cao hơn 26,7 – 38,7% so với đối chứng (P 
< 0,05; Hình 1C).

Chỉ tiêu L* (tối - sáng): 
Giá trị L* thu được cho thấy xu hướng 

khác với giá trị a* và b*. Nhìn chung, giá trị 
L* có xu hướng giảm dần cùng với mức tăng 
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của hàm lượng astaxanthin bổ sung. Giá trị L* 
của nghiệm thức đối chứng và nghiệm thức bổ 
sung 50 mg/kg thức ăn đạt cao nhất (lần lượt 
là 45,96 ± 0,66 và 45,34 ± 0,20), tiếp theo là 
các mức bổ sung 150 – 250 mg/kg (từ 44,06 – 
44,72) và thấp nhất ở nghiệm thức 350 – 450 
mg/kg thức ăn (từ 42,81 – 43,41; P < 0,05; 
Hình 1A). Điều này cho thấy rằng việc tăng 
hàm lượng astaxanthin bổ sung vào thức ăn 
cho cá một mặt giúp tăng màu đỏ - vàng nhưng 
mặt khác lại làm da cá trở nên tối màu hơn so 
với đối chứng.

1.1.2. Chỉ số Hue, Chroma và khác biệt màu 
sắc

Các giá trị đo lường màu sắc còn lại gồm 
Hue, Chroma và sự khác biệt màu (ΔE*) cũng 
thể hiện sự khác biệt giữa các nghiệm thức thí 
nghiệm (Hình 2). 

Nhìn chung, giá trị tông màu (Ho
ab) có xu 

hướng giảm dần trong khi độ bão hòa màu 
(C*

ab) lại tăng dần cùng với mức tăng của hàm 

lượng astaxanthin bổ sung. Cụ thể, giá trị Ho
ab 

đạt được cao nhất ở đối chứng trong khi thấp 
nhất ở các mức bổ sung 250 – 450 mg/kg thức 
ăn (lần lượt là 67,0 so với 58,36 – 61,25) (P < 
0,05; Hình 2A). Ngược lại, giá trị C*

ab đạt cao 
nhất ở nghiệm thức bổ sung 350 – 450 mg/kg 
thức ăn và thấp nhất ở nghiệm thức đối chứng 
(lần lượt là 33,63 – 36,34 so với 24,07) (P < 
0,05; Hình 2B). 

Giá trị ΔE*, thước đo sự khác biệt về màu 
sắc giữa nghiệm thức bổ sung và đối chứng, 
cũng cho thấy sự khác biệt đáng kể. Hàm lượng 
astaxanthin bổ sung càng tăng, sự khác biệt 
màu sắc tổng thể của da cá so với đối chứng 
càng rõ rệt. Giá trị ΔE* đạt được cao nhất ở 
nghiệm thức 450 mg/kg trong khi thấp nhất 
ở mức bổ sung 50 mg/kg thức ăn, lần lượt là 
15,00 ± 1,29 so với 5,51 ± 0,82 (P < 0,05; Hình 
2C).

Tóm lại, sự kết hợp giữa các chỉ tiêu đo 
lường màu sắc da cá, bao gồm L*, a*, b*, Ho

ab, 

Hình 1. Chỉ số L* (A), chỉ số a* (B), và chỉ số b* (C) của cá khoang cổ nemo được cho ăn thức ăn có 
hàm lượng astaxanthin khác nhau.

Các ký tự chữ cái khác nhau trên các cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (P < 0,05).
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C*
ab và ΔE*, đã cho thấy tác động tích cực của 

việc bổ sung astaxanthin vào chế độ cho ăn đối 
với sự tăng cường màu sắc da của cá khoang 
cổ nemo. Trong đó, hiệu suất màu sắc gia tăng 
tỷ lệ thuận với hàm lượng astaxanthin bổ sung, 
và giá trị tốt nhất được xác định ở mức bổ sung 
450 mg/kg thức ăn. Điều này đã khẳng định 
tiềm năng của nguồn astaxanthin tách chiết từ 
Copepoda trong việc cải thiện màu sắc ở loài 
cá cảnh biển này.

1.2. Hàm lượng carotenoids tổng số tích 
lũy

1.2.1. Trên da
Hàm lượng carotenoids tổng số tích lũy trên 

da cá khoang cổ nemo ở các chế độ cho ăn khác 
nhau được minh họa trên Hình 3A. Kết quả cho 
thấy hàm lượng carotenoids có sự gia tăng tỷ lệ 
thuận với hàm lượng astaxanthin bổ sung. Các 
giá trị cao nhất cùng đạt được ở mức bổ sung 
350 – 450 mg/kg thức ăn (106,26 – 117,70 
µg/g), tiếp theo là các mức 150 – 250 mg/kg 

(78,52 – 87,31 µg/g) và thấp nhất ở nghiệm 
thức đối chứng (31,87 µg/g; P < 0,05; Hình 
3A). Đáng chú ý, hàm lượng carotenoids tổng 
số tích lũy trên da cá ở mức bổ sung 450 mg/
kg thức ăn được xác định là cao hơn 2,7 lần so 
với đối chứng. 

1.2.2. Trong cơ thịt cá
Xu hướng tương tự cũng được ghi nhận với 

hàm lượng carotenoids tích lũy trong cơ thịt 
cá. Kết quả cho thấy lượng carotenoids tích lũy 
trong cơ thịt cũng tăng tuyến tính với các mức 
astaxanthin bổ sung. Giá trị lớn nhất đạt được 
ở mức bổ sung 350 - 450 mg/kg thức ăn là 6,89 
– 7,60 µg/g trong khi giá trị thấp nhất được tìm 
thấy ở nghiệm thức đối chứng chỉ 3,56 µg/g (P 
< 0,05; Hình 3B). Hàm lượng carotenoids tích 
lũy trong cơ thịt cá ở mức bổ sung 450 mg/kg 
cao hơn 1,4 lần so với đối chứng.

Từ các phân tích ở trên, có thể thấy rằng 
việc bổ sung astaxanthin vào thức ăn đã dẫn 
đến sự tăng cường hàm lượng carotenoids tổng 

Hình 2. Góc màu Ho
ab (A), độ bão hòa màu C*

ab (B), và sự khác biệt màu sắc ΔE* (C) của cá khoang cổ 
nemo được cho ăn thức ăn có hàm lượng astaxanthin khác nhau.

Các ký tự chữ cái khác nhau trên các cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (P < 0,05).
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số tích lũy trên da và trong cơ thịt cá. Đồng 
thời, có thể nhận thấy nguồn astaxanthin từ 
thức ăn vào cơ thể cá chủ yếu được tích lũy 
trên da, dao động từ 57,21 – 117,70 µg/g trong 
khi con số này ở hai bộ phần còn lại dao động 
lần lượt từ 4,42 – 7,60 µg/g và 16,62 – 32,16 
µg/g. Trong phạm vi được khảo sát, mức bổ 
sung từ 350 mg/kg thức ăn là phù hợp với cá 
khoang cổ nemo.

2. Thảo luận
Mục tiêu của việc bổ sung carotenoids 

vào khẩu phần ăn là tăng cường màu sắc của 
cá tương tự hoặc tốt hơn so với nguồn khai 
thác từ tự nhiên nhằm thỏa mãn nhu cầu thị 
trường. Bởi khả năng hạn chế trong cảm thụ 
màu sắc của mắt người, nhiều phương pháp đo 
màu trực tiếp và gián tiếp được sử dụng để để 
đánh giá hiệu quả lên màu. Phân tích so màu 
bằng máy đo màu hoặc máy đo quang phổ là 
phương pháp tiêu chuẩn để đánh giá màu da 
cá cũng như đo lường màu sắc thực phẩm một 
cách khách quan [32]. Phương pháp này cung 
cấp dữ liệu màu theo các giá trị trong không 
gian màu CIE L*a*b* hoặc L*C*h*. Trong đó, L* 
biểu thị độ sáng – tối, a* biểu thị trục xanh lá 
cây – đỏ, b* biểu thị trục xanh dương – vàng, 
Ho

ab thể hiện góc độ màu hay tông màu, C*
ab 

thể hiện độ bão hòa màu hay độ tinh khiết của 
màu, và ΔE* chỉ sự khác biệt tổng thể màu sắc 
giữa hai đối tượng được so sánh [16]. Bên cạnh 
đó, hàm lượng carotenoids tổng số tích lũy, bao 
gồm trên da, trong cơ thịt, trứng, hay toàn thân 

cũng là những chỉ tiêu quan trọng đánh giá khả 
năng tiêu hóa, hấp thu và tích lũy của các sắc tố 
bổ sung trong cơ thể cá [14]. Trong nghiên cứu 
này, việc bổ sung nguồn astaxanthin tách chiết 
từ Copepoda đã cải thiện rõ rệt màu sắc của 
cá khoang cổ nemo, cả màu da (a*, b*, Ho

ab, và 
C*

ab) và hàm lượng carotenoids tích lũy trong 
cơ thể (Hình 1, 2 và 3). Các giá trị tối ưu của cả 
hai nhóm chỉ tiêu này nhìn chung đều đạt được 
ở mức bổ sung từ 350 – 450 mg/kg thức ăn và 
giữa chúng không có sự khác biệt đáng kể (P > 
0,05), ngoại trừ chỉ số a* (P < 0,05; Hình 1B). 
Tuy nhiên, bởi màu da, đặc biệt là màu đỏ (độ 
lớn của giá trị a*), là tiêu chí quan trọng nhất 
trong đánh giá màu sắc của cá khoang cổ nemo 
nên hàm lượng bổ sung ở mức 450 mg/kg thức 
ăn được xác định là phù hợp nhất. 

Các nghiên cứu trước đây cũng ghi nhận 
tác động tích cực của việc bổ sung astaxanthin, 
cả tự nhiên và nhân tạo, đối với màu sắc của 
cá khoang cổ nemo. Chỉ số a* trong nghiên 
cứu này đạt 19,06 ± 0,79, cao hơn so với kết 
quả từ một số báo cáo trước, như 11,47 ± 
0,73 khi bổ sung nhựa dầu ớt ở mức 20 g/kg 
[13], hay 16,18 ± 0,59 khi được bổ sung bột 
khoai lang nghệ 250 g/kg [24]. Bằng cách bổ 
sung astaxanthin tự nhiên, Díaz‐Jiménez et al. 
(2021) cũng thu được giá trị a* cao, dao động 
từ 34 – 41 [12]. Điều này cho thấy hiệu quả cải 
thiện màu sắc (cam – đỏ, giá trị a*) trên da cá 
khoang cổ nemo có sự khác nhau theo nguồn 
carotenoids sử dụng, hàm lượng và thời gian 

Hình 3. Hàm lượng carotenoids tổng số (µg/g) tích lũy trên da (A) và trong cơ thịt (B) của cá khoang cổ 
nemo được cho ăn thức ăn có hàm lượng astaxanthin khác nhau.

Các ký tự chữ cái khác nhau trên các cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (P < 0.05).
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bổ sung, kích cỡ cá cũng như các điều kiện 
nuôi khác [12, 15, 37]. Đồng thời, khả năng 
cải thiện màu sắc ở loài cá này cũng đạt được 
tốt hơn khi sử dụng astaxanthin so với các 
nguồn carotenoids khác. Điều này đã được báo 
cáo trong một số nghiên cứu trước đây khi so 
sánh hiệu quả của astaxanthin với β-caroten và 
canthaxanthin [37], astaxanthin với lutein [12], 
hay astaxanthin với zeaxanthin [30]. Trên một 
số loài cá khác, astaxanthin cũng được chứng 
minh là có khả năng chuyển hóa và tích lũy hiệu 
quả hơn các carotenoids khác giúp tăng cường 
màu sắc cũng như hàm lượng carotenoids tích 
lũy cả trong da, cơ thịt, trứng và toàn thân [14, 
19, 34]. 

Đáng chú ý, trong nghiên cứu hiện tại, ở 
hầu hết các chỉ tiêu đánh giá, kết quả có xu 
hướng cao hơn cùng với mức tăng của hàm 
lượng astaxanthin bổ sung vào thức ăn, nhất là 
chỉ tiêu a*. Tuy nhiên, việc chưa xác định được 
mức bổ sung mà ở đó các chỉ tiêu đo lường kể 
trên có xu hướng giảm là hạn chế trong nghiên 
cứu hiện tại, và phạm vi khảo sát 0 – 450 mg/
kg thức ăn có thể là chưa đủ rộng để đánh giá 
tác động đầy đủ của astaxanthin lên màu sắc 
của cá khoang cổ nemo. Các nghiên cứu trước 
đây cũng trên loài cá này cho thấy hàm lượng 
khảo sát dao động khá lớn, từ 20 – 15.000 mg/
kg thức ăn, tùy theo nguồn carotenoids sử dụng 
[12, 14, 29]. Trong đó, một số nghiên cứu nhận 
thấy việc tăng cao hàm lượng carotenoids bổ 
sung, ở một mức nào đó, không giúp cải thiện, 
thậm chí còn làm giảm hiệu quả tăng cường 
màu sắc ở loài cá này. Díaz‐Jiménez et al. 
(2021) báo cáo rằng giá trị a* và hàm lượng 
carotenoids tích lũy của cá có xu hướng giảm 
cùng với sự tăng lên của các mức astaxanthin 
bổ sung. Cụ thể, trong phạm vi từ 5 – 15 g/kg 
thức ăn, hai chỉ số kể trên giảm lần lượt từ 41 
xuống 34, và từ 15 xuống 9 µg/g [12]. Quan 
sát tương tự cũng được ghi nhận trên cá hồi 
vân Oncorhynchus mykiss khi bổ sung tảo xoắn 
Spirulina platensis ở mức 2,5% so với 10% 
[31]. Sự dư thừa astaxanthin trong khẩu phần 
ăn được cho là có thể ảnh hưởng tiêu cực đến 
quá trình trao đổi chất dẫn đến giảm hiệu quả 
cải thiện màu sắc ở cá, đồng thời, tăng cường 

đào thải lượng không được hấp thụ ra môi 
trường [12].

Tác động của việc bổ sung astaxanthin 
vào khẩu phần ăn lên chỉ số b* ở cá khoang cổ 
nemo cũng tương tự như chỉ số a*, tuy nhiên, 
chỉ số độ sáng L* lại cho thấy xu hướng ngược 
lại. Theo đó, giá trị của L* có khuynh hướng 
giảm dần tương ứng với các mức tăng của hàm 
lượng astaxanthin bổ sung, cao nhất ở mức 0 – 
50 mg/kg và thấp nhất ở mức 350 – 450 mg/kg 
thức ăn (Hình 1A). Điều này cho thấy rằng sự 
lắng đọng astaxanthin, bên cạnh tăng màu đỏ 
và vàng, lại làm giảm độ sáng của da cá. Một 
số nghiên cứu trước đây cũng từng đề cập đến 
vấn đề này. Cụ thể, việc bổ sung carotenoids 
giúp tăng màu đỏ và vàng nhưng lại gây tác 
dụng phụ làm tối màu da ở các loài cá vẹt đỏ 
Vieja melanurus ♀ × Amphilophus citrinellus 
♂, cá dĩa Symphysodon spp., cá tráp đỏ Pagrus 
pagrus và cá hồi vân Oncorhynchus mykiss 
[18, 23, 29, 38]. Như vậy, có thể thấy rằng vẫn 
còn nhiều vấn đề cần làm rõ liên quan đến tác 
động của astaxanthin bổ sung lên cá khoang 
cổ nemo, tập trung vào các cơ chế chuyển hóa, 
hấp thu, đặc biệt là con đường chuyển hóa từ 
astaxanthin bổ sung thành các sản phẩm trung 
gian như zeaxanthin và canthaxanthin tích lũy 
trong cơ thể loài cá này. Bên cạnh đó, với vị trí 
là một trong những chất chống oxy hóa mạnh 
nhất trong tự nhiên [14], các nghiên cứu tiếp 
theo nên nhấn mạnh tác động của việc bổ sung 
sắc tố này lên các nhóm enzyme chuyển hóa, 
enzyme chống oxy hóa, enzyme liên quan đến 
phản ứng miễn dịch và chống căng thẳng ở 
loài cá này. Đồng thời, như đã phân tích ở trên, 
phạm vi nghiên cứu cũng cần được mở rộng, từ 
500 mg/kg thức ăn trở lên, nhằm đánh giá đầy 
đủ tác động của astaxanthin bổ sung vào khẩu 
phần ăn lên hiệu quả cải thiện màu sắc ở loài cá 
cảnh biển rất được ưa chuộng này.
IV. KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ

Việc bổ sung astaxanthin tách chiết từ 
Copepoda, loài Pseudodiaptomus annandalei, 
vào thức ăn đã cải thiện màu sắc của cá khoang 
cổ nemo sản xuất nhân tạo. Nhìn chung, cả chỉ 
số a* (chỉ số thể hiện màu đỏ) và hàm lượng 
carotenoids tích lũy trên da cá đều tăng tỷ lệ 
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thuận với hàm lượng astaxanthin bổ sung. 
Trong đó, các giá trị tốt nhất của cả hai chỉ tiêu 
này đều đạt được ở mức bổ sung 450 mg/kg 
thức ăn, cao hơn lần lượt là 111% và 270% so 
với đối chứng.

Các nghiên cứu tiếp theo nên khảo sát tác 
động của hàm lượng astaxanthin bổ sung ở 
phạm vi rộng hơn, từ 0 – 1.000 mg/kg thức ăn, 
nhằm xác định được điểm tối ưu. Bên cạnh đó, 
các chỉ tiêu đánh giá hiệu quả của việc bổ sung 
astaxanthin đối với sức khỏe tổng thể của loài 

cá này cũng cần thiết được đề cập.
Lời cảm ơn

Bài báo được tài trợ kinh phí thông qua 
đề tài nghiên cứu KH&CN cấp Bộ Giáo dục 
và Đào tạo (Mã số B2022-TSN-08). Nhóm 
tác giả xin gửi lời cảm ơn sâu sắc đến Bộ 
GD&ĐT, Trường Đại học Nha Trang và Trại 
sản xuất giống cá cảnh biển Vĩnh Hòa đã hỗ 
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