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MỞ ĐẦU 

Việt Nam có nguồn lợi sứa biển vô cùng dồi dào. Theo ước tính, trữ 

lượng sứa biển nước ta lên đến hàng triệu tấn và công suất khai thác lên tới 

hàng trăm nghìn tấn/năm [1] [2]. Đặc biệt loài sứa Rhopilema hispidum 

(Vanhoffen, 1888) (R. hispidum) là nguồn lợi biển có tiềm năng mang lại lợi 

ích kinh tế và xã hội cao. Mặc dù sản lượng khai thác sứa hàng năm trên thế 

giới nói chung và ở nước ta nói riêng rất lớn, nhưng sứa biển Việt Nam chủ yếu 

chỉ được khai thác và chế biến thô, đa phần là các sản phẩm sơ chế phục vụ tiêu 

thụ nội địa làm thực phẩm và xuất khẩu (sứa muối) với giá trị kinh tế rất thấp 

[2]. Mặt khác, do ảnh hưởng của sự thay đổi các điều kiện môi trường, tần số 

và quy mô hiện tượng sứa “nở hoa” ngày càng gia tăng. Điều này dẫn đến 

những ảnh hưởng nghiêm trọng tới môi trường, các nguồn lợi thủy sản khác, 

trực tiếp và gián tiếp tác động tiêu cực đến kinh tế - xã hội.  

Collagen là một protein cấu trúc, là thành phần chính trong nhiều mô liên 

kết. Trong công nghiệp, collagen từ lâu đã được ứng dụng rộng rãi như một 

nguyên liệu quan trọng trong ngành y dược, mỹ phẫm và thực phẩm. Ước tính 

thị trường collagen toàn cầu năm 2016 là 3,71 tỷ USD, dự kiến sẽ có sự tăng 

trưởng mạnh và đạt 6,63 tỷ USD vào năm 2025 [3]. Thị trường nguyên liệu 

collagen toàn cầu dự báo sẽ có khả năng đạt được tốc độ tăng trưởng kép 10,4% 

hàng năm trong khoảng thời gian từ năm 2017 đến năm 2025 [4]. Tuy nhiên, 

nguyên liệu sản xuất collagen hiện nay chủ yếu là xương và da của các loài gia 

súc. Những nguồn nguyên liệu này hiện không đủ nguồn cung cấp dẫn đến giá 

thành ngày càng cao, ảnh hưởng trực tiếp tới nguồn cung và giá collagen trên 

quy mô toàn cầu. Mặt khác, sự ràng buộc tôn giáo (người Hồi giáo, người Hindu 

và người Do Thái chiếm tới 38,4% dân số toàn cầu) cũng tạo ra sự hạn chế 

trong việc sử dụng các sản phẩm từ lợn và bò. Do đó, giải pháp cấp bách là tìm 

ra nguồn nguyên liệu thay thế trong việc sản xuất collagen. 

Collagen có nguồn gốc từ biển đã được công nhận có nhiều tác dụng ưu 

việt hơn so với collagen từ các nguồn nguyên liệu khác, như có độ an toàn cao, 

ít có nguy cơ truyền bệnh, không có rào cản về tôn giáo trong việc sử dụng, 

nguồn nguyên liệu phong phú và năng suất chiết xuất lại cao hơn so với các 

nguồn nguyên liệu khác [5] [6]. Đặc biệt collagen từ sứa biển lại có thêm các 

đặc điểm ưu việt hơn, tiềm năng trong ứng dụng trong y dược. Do vậy, xét về 



2 

 

mặt kinh tế và ý nghĩa xã hội thì sứa biển được xem là đối tượng ưu việt có thể 

dùng làm nguyên liệu thay thế trong sản xuất collagen.  

Từ lâu, nhiều nghiên cứu tách chiết collagen từ nguồn sinh vật biển đã 

được nghiên cứu và ứng dụng trong thực tiễn. Mặc dù có hàm lượng collagen 

cao, tuy nhiên nghiên cứu tách chiết collagen từ sứa biển còn hạn chế. Trên thế 

giới, các nghiên cứu tách chiết collagen từ sứa đã được thực hiện trên một số 

loài, với phương pháp chủ yếu là sử dụng enzyme và các loại axit. 

Tại Việt Nam, dù sản lượng sứa hàng năm rất cao và là loài có tác động 

lớn đến môi trường sinh thái biển cũng như nhiều khía cạnh đời sống, kinh tế 

nhưng các nghiên cứu về loài sinh vật này vẫn còn rất hạn chế. Việc nghiên 

cứu sứa mới bắt đầu được tiến hành trong khoảng 50 năm trở lại đây. Các 

nghiên cứu mới chỉ tập trung khảo sát, đánh giá về số lượng loài, sản lượng và 

phân bố các loài, chưa có nhiều nghiên cứu về việc tách chiết các hoạt chất 

trong sứa biển. Cho tới nay, đáng chú ý nhất phải kể đến đề tài “Nghiên cứu 

công nghệ ứng dụng enzyme trong sản xuất collagen từ nguồn lợi sứa biển 

Việt Nam” thuộc Đề án phát triển và ứng dụng công nghệ sinh học lĩnh vực 

công nghiệp chế biến đến năm 2020 do Bộ Công Thương quản lý và Viện Tài 

nguyên và Môi trường biển là cơ quan chủ trì đề tài. Trong đó, đề tài đã tiến 

hành nghiên cứu và xây dựng được quy trình công nghệ xử lý nguyên liệu và 

tách chiết collagen từ sứa và đánh giá được hiệu suất tách chiết từ các công 

nghệ khác nhau [7]. Mặc dù vậy, tối ưu hóa quy trình công nghệ sử dụng 

enzyme trong tách chiết để đạt hiệu quả cao nhất vẫn hết sức cần thiết. Mặt 

khác, để tăng khả năng ứng dụng của sản phẩm collagen vào đời sống thì việc 

nghiên cứu tìm ra phương thức tạo sản phẩm collagen có đặc tính ưu việt hơn 

là hết sức quan trọng, trong đó collagen peptide đã được chứng minh là có đầy 

đủ các đặc tính như collagen dạng I nhưng lại có thêm nhiều đặc điểm vượt trội 

so với collagen thông thường. Hơn nữa, việc đánh giá các đặc điểm khác nhau 

của các sản phẩm collagen được tách chiết cũng rất cần thiết, nhằm cung cấp 

đầy đủ cơ sở khoa học cho việc phát triển các ứng dụng sau này. 

Xuất phát từ những lý do trên, đề tài nghiên cứu của luận văn: “Nghiên 

cứu tách chiết collagen từ sứa Rhopilema hispidum (Vanhoffen, 1888)” nhằm 

thu được collagen từ loài sứa R. hispidum và đánh giá được một số đặc điểm 

của chúng làm cơ sở khoa học cho các nghiên cứu, ứng dụng tiếp theo.  
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Mục đích nghiên cứu 

Ứng dụng enzyme pepsin trong tách chiết collagen, tạo collagen peptide từ 

sứa R. hispidum và đánh giá một số đặc điểm của của chúng. 

Nội dung nghiên cứu 

1. Nghiên cứu ứng dụng enzyme pepsin trong tách chiết collagen từ sứa R. 

hispidum. 

2.  Nghiên cứu thử nghiệm phân cắt collagen bằng enzyme tạo sản phẩm 

collagen peptide. 

3.  Nghiên cứu một số đặc điểm của sản phẩm collagen, collagen peptide. 



4 

 

Chương 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. Trữ lượng và khả năng khai thác sứa biển ở Việt Nam 

1.1.1. Trữ lượng sứa biển ở Việt Nam 

Theo Nguyễn Dương Thạo và cộng sự (2011) [2], trữ lượng nguồn lợi sứa 

kinh tế ở các vùng ven biển Việt Nam được tổng hợp trên Bảng 1.1. Diện tích 

vùng ven biển Việt Nam được tính toán theo hệ tọa độ WGS 84 với diện tích 

vùng biển điều tra là 100.414 km2; trong đó, diện tích vùng ven biển phía tây 

Vịnh Bắc Bộ là 25.920 km2, vùng ven biển Trung Bộ là 8.213km2, vùng ven 

biển Đông Nam Bộ là 43.360 km2 và vùng ven biển Tây Nam Bộ là 22.921 

km2. 

Bằng phương pháp Pennington (1983), tổng trữ lượng nguồn lợi sứa kinh 

tế ở cả 4 vùng ven biển Việt Nam được ước tính trung bình khoảng 1.048.040 

tấn. Trữ lượng ở vùng ven biển phía tây Vịnh Bắc Bộ ước tính khoảng 926.250 

tấn chiếm tới 88% tổng trữ lượng, trong đó sứa trắng là 919.510 tấn và sứa đỏ 

là 6.740 tấn. Trữ lượng ở vùng ven biển Trung Bộ ước có khoảng 45.750 tấn 

chiếm 4% tổng trữ lượng, gồm sứa trắng là 36.670 tấn và sứa rô là 9.080 tấn. 

Trữ lượng ở vùng ven biển Đông Nam Bộ ước tính khoảng 28.180 tấn chiếm 

3% tổng trữ lượng, gồm sứa trắng 18.030 tấn và sứa L. smithii 10.150 tấn. Trữ 

lượng ở vùng ven biển Tây Nam Bộ ước khoảng 47.860 tấn chiếm 5% tổng trữ 

lượng, trong đó sứa trắng 12.670 tấn và sứa L. smithii 35.190 tấn (Bảng 1.1). 

Trong nhóm sứa kinh tế, sứa trắng chiếm phần chủ yếu với trữ lượng đạt 

tới 986.880 tấn, tiếp đến là sứa L. smithii khoảng 45.330 tấn, sứa rô khoảng 

9.080 tấn và cuối cùng là sứa đỏ đạt khoảng 6.740 tấn. Trữ lượng nguồn lợi sứa 

kinh tế ở vùng ven biển Việt Nam có sự biến động lớn trong thời gian điều tra 

(từ đầu năm 2009 tới hết năm 2010), trong đó năm 2009 ước có khoảng 

1.307.810 tấn. Năm 2010 trữ lượng sứa chỉ ước có khoảng 60% so với năm 

2009 ước khoảng 788.270 tấn sứa (Bảng 1.1). 
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Bảng 1.1. Trữ lượng nguồn lợi sứa kinh tế ước tính ở các vùng ven biển 

Việt Nam [2] 

 

Ghi chú: (*) giá trị tính ở vùng ven biển Quảng Ninh - Thanh Hóa; (**) điều 

tra ở vùng biển Tây Nam Bộ năm 2009 & 2011. 

1.1.2. Khả năng khai thác sứa biển ở Việt Nam 

Cũng như nguồn lợi hải sản khác, để đảm bảo sứa biển không bị đánh bắt 

quá mức, cần phải bảo vệ một phần của đơn vị trữ lượng để tái tạo nguồn lợi. 

Do sứa là nhóm thủy sinh vật có sức sinh sản lớn với cả 2 kiểu sinh sản vô tính 

và hữu tính, vòng đời ngắn, thời gian sinh trưởng nhanh nên khả năng khai thác 

bền vững nguồn lợi sứa sẽ lớn hơn cá, ước tính bằng khoảng 70% trữ lượng. 

Khả năng khai thác nguồn lợi sứa kinh tế ở các vùng ven biển Việt Nam ước 

tính từ các chuyến điều tra được trình bày trong Bảng 1.2. 
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Bảng 1.2. Khả năng khai thác nguồn lợi sứa kinh tế ước tính ở vùng ven 

biển Việt Nam [2] 

 
 

Khả năng khai thác nguồn lợi sứa ở vùng ven biển Việt Nam giai đoạn 2009 

- 2011 ước tính khoảng 733.600 tấn. Trong đó, vùng ven biển phía tây Vịnh 

Bắc Bộ là ngư trường trọng điểm có khả năng khai thác nguồn lợi sứa lên đến 

648.400 tấn, tiếp đến là vùng ven biển Tây Nam Bộ 33.500 tấn, vùng ven biển 

Trung Bộ 32.000 tấn; khả năng khai thác thấp nhất là vùng ven biển Đông Nam 

Bộ ước khoảng 19.700 tấn (Bảng 1.2). 

Kết quả thống kê trong Bảng 1.2 cũng cho thấy: nguồn lợi sứa kinh tế ở 

vùng ven biển Việt Nam với thành phần chủ yếu là sứa trắng cho khả năng khai 

thác ước tính khoảng 690.800 tấn, sứa L. smithii 31.700 tấn, sứa rô 6.400 tấn, 

sứa đỏ là 4.700 tấn. Đặc biệt, vùng ven biển phía tây Vịnh Bắc Bộ hàng năm 

có khả năng khai thác đến 648.400 tấn sứa kinh tế, trong đó sứa trắng 643.700 

tấn và sứa đỏ 4.700 tấn. Loài sứa dù trắng R. hispidum là loài có trữ lượng và 

khả năng khai thác chính với hơn 643 nghìn tấn/năm, trong đó phân bố chủ yếu 

ở vùng Quảng Ninh, Hải Phòng cho tới Thanh Hóa. 
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1.1. Collagen và collagen từ sứa biển 

1.1.1. Cấu tạo và cấu trúc collagen  

Collagen là một loại protein cấu trúc phổ biến, có trong tất cả các mô, đặc 

biệt phong phú ở động vật đa bào, chiếm đến 25- 30% tổng số protein trong cơ 

thể động vật [8] [9]. Phần lớn collagen ngoại bào có cấu trúc dạng sợi, là thành 

phần cấu trúc chính của chất nền ngoại bào của tất cả các mô liên kết (từ da, 

xương, dây chằng, gân và sụn) cũng như mô đệm của tất cả các cơ quan nhu 

mô [10]. Protein xơ này làm tăng độ bền cơ học và chức năng sinh lý của tế 

bào và các cơ [11] [12].   

Phần lớn collagen được tìm thấy có cấu trúc dạng sợi dài khoảng 280 nm, 

với khối lượng phân tử khoảng 360.000 Da [13]. Phân tử collagen có cấu trúc 

xoắn ốc gồm ba chuỗi polypeptide bện vào nhau thành một chuỗi siêu xoắn 

(mỗi mạch đơn có cấu trúc xoắn, chiều cao của mỗi gốc xoắn trên trục siêu 

xoắn này là 2,9A0, một vòng xoắn là 3,3 gốc amino acid). Các chuỗi 

polypeptide được cấu thành từ sự lặp đi lặp lại trình tự của ba axit amin, 

glycine-XY, trong đó X và Y chủ yếu là proline và hydroxyproline. Phân tử 

collagen thường chứa khoảng 35% glycine, 11% alanin, và 21% prolin và 

hydroxyproline [10].  

 

Hình 1.1. Mô hình cấu trúc của sợi collagen  

(Nguồn: http://web.mit.edu/3.082/www/team1_f02/collagen.htm) 

http://web.mit.edu/3.082/www/team1_f02/collagen.htm
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1.1.2. Phân loại collagen 

Cho đến nay, đã có 29 loại collagen được xác định, trong đó trên 90% 

collagen trong cơ thể là collagen dạng I, II, III và IV [14] [10]. 

Collagen I: có trong da, gân, mạch máu, các cơ quan, xương (thành phần 

chính của xương) 

•  Collagen II: có trong sụn xương (thành phần chính của sụn) 

• Collagen III: có trong bắp (thành phần chính của bắp) 

• Collagen IV: thành phần chính cấu tạo màng tế bào 

 Ngoài ra, còn có các dạng collagen khác như: 

✓ Collagen V: Có trong giác mạc, xương, mạch máu, sụn 

✓ Collagen VI: Có trong da, cơ tim 

✓ Collagen VII: Có trong da, phổi, sụn, giác mạc, nhau 

✓ Collagen VIII: Tạo ra từ tế bào màng trong 

✓ Collagen IX: Có trong sụn 

✓ Collagen X: Có trong sụn 

✓ Collagen XI: Có trong sụn, đĩa đệm cột sống 

✓ Collagen XII: Có trong gân, dây chằng 

✓ Collagen XIII: Có trong da, xương 

1.1.3. Collagen từ sứa biển 

Trong các sinh vật biển thì sứa là một đối tượng hứa hẹn có thể trở thành 

nguồn nguyên liệu tiềm năng cung cấp cho sản xuất collagen. Hàm lượng 

collagen trong protein tổng số từ sứa rất cao, chiếm tới hơn 60% lượng protein 

trong cơ thể [15]. Do cấu trúc về thành phần hóa học của cơ thể sứa đơn giản, 

chủ yếu là nước và protein, mà phần phần lớn protein là collagen (Bảng 1.3) 

nên phương pháp tách chiết collagen từ sứa biển thường đơn giản hơn, nhanh 

hơn và đặc biệt là hiệu suất tách chiết luôn đạt tỉ lệ rất cao. 
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Bảng 1.3. Hiệu suất tách chiết collagen từ các nguyên liệu khác nhau 

Loại 
collagen 

Nguồn  

nguyên liệu 

Loại mô 

nghiên cứu 
Hiệu suất 

Tài liệu  

tham khảo 

Loại I Cá Hồng Xương ASC: 1,6% [11] 

Cá trê Mỹ 

 

ASC: 16,8%; 
PSC: 28% 

[16] 

Cá chìa vôi 
ASC: 5,5%;  

PSC: 33,2% 

[17] 

Cá mặt quỷ PSC: 54,3% [6] 

Cá nóc 
ASC: 10,7%; 
PSC: 44,7% 

[18] 

Cá mối 

Vẩy 

ASC: 0,8% [19] 

Cá sòng Nhật 
Bản 

ASC: 1,5% 

Cá đối ASC: 0,4% 

Cá chuồn ASC: 0,7% 

Cá tráp vàng ASC: 0,9% 

Cá ngừ mắt to Xương - [20] 

Mực lá Da 
ASC: 0,6%; 
PSC: 16,2% 

[21] 

Sứa Dù 46.4% [22] 

Loại 2 Cá mập tre 
vằn 

Sụn 
ASC: 1,3%; 
PSC: 9,59% 

[11] 

Cá mập mắt 
trắng 

Sụn 
ASC: 1%; 
PSC: 10,3% 

Sứa ma Dù 
PSC: 9%–
19% 

[23] 

Loại 3 Bọt biển  30% [24] [25] [26] 

Ghi chú: PSC - Pepsin  Soluble  Collagen (collagen hòa tan trong pepsin); ASC - 

Acid Soluble Collagen (collagen hòa tan trong axit) 
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So với collagen từ động vật trên cạn và một số loài động vật biển khác, 

collagen từ sứa đã được ghi nhận là có các đặc điểm khác biệt về thành phần 

axit amin, tạo ra các tính chất khác biệt của chúng. Các nghiên cứu đã chứng 

minh rằng collagen từ sứa có khả năng tương thích sinh học tốt hơn, khả năng 

phân hủy sinh học cao hơn, có tính kháng nguyên thấp hơn và có tính gắn kết 

tế bào như protein tự nhiên, có thể bị phân huỷ thành các hợp chất có khả năng 

chịu đựng sinh lý trong cơ thể [27] [28].   

1.1.4. Ứng dụng của collagen 

Ngày nay collagen được ứng dụng nhiều trong các lĩnh vực khác nhau, 

đặc biệt là lĩnh vực y học, dược học, mỹ phẩm và một số ngành công nghiệp 

khác.  

  Ứng dụng collagen trong lĩnh vực y học và dược phẩm 

Collagen và các dẫn xuất của chúng từ sứa đóng nhiều vai trò có lợi cho 

sức khỏe. Gần đây, một số công trình nghiên cứu đã khẳng định rằng, dẫn xuất 

của collagen từ sứa có hiệu quả trong việc ngăn ngừa và chữa trị viêm khớp 

dạng thấp [29], viêm xương khớp và loãng xương [30], cao huyết áp [31], và 

sứa cũng đã được ghi nhận và chứng minh là có tác dụng chống lão hóa.  

Thuốc từ sứa thường được dùng để điều trị các bệnh như viêm khớp, tăng 

huyết áp, phế quản, đau lưng, loét dạ dày, hen suyễn, viêm mũi, bỏng và mệt 

mỏi [32] [33] [34] hoặc giúp ngăn ngừa sự biến đổi tế bào phôi gốc phát triển 

thành tế bào ung thư [35]. 

Nhiều nghiên cứu đã thử nghiệm sử dụng collagen từ biển làm vật liệu 

sinh học. Collagen là vật liệu sinh học tự nhiên có triển vọng nhất trong kỹ 

thuật mô, vì có nguồn cung dồi dào, khả năng tương thích sinh học cao, có thể 

phân hủy sinh học, giống với các thành phần có trong hệ thống ngoại bào và hỗ 

trợ các mô liên kết bao gồm da, gân, xương, sụn, mạch máu và dây chằng [36].  

Collagen biển cũng được sử dụng rộng rãi trong nha khoa như các loại 

màng, vật liệu ghép xương, chất mang vận chuyển thuốc và cầm máu [37]. 

Collagen được sử dụng làm chất mang thuốc tại chỗ, thường là ở dạng màng. 

Các màng này được sử dụng trong điều trị nha chu và cấy ghép để tái tạo mô 

mềm và ức chế sự mọc lại nhanh chóng của da khi cấy ghép xương. Màng được 

sử dụng nhiều nhất được cấu tạo bởi hai thành phần: chlorhexidine và collagen 
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[38]. Một sản phẩm khác được sử dụng để làm chất mang thuốc tại chỗ bao 

gồm hệ sợi tetracycline-collagen. Cả hai hệ thống đều cho phép khuếch tán 

thuốc khi collagen trải qua quá trình bị hấp thu, giải phóng thuốc khỏi chất nền 

một cách có kiểm soát [39]. 

  Ứng dụng collagen trong thực phẩm 

Dựa vào tính chất tan chảy ở nhiệt độ cao và đông đặc ở nhiệt độ thấp 

người ta ứng dụng collagen trong thực phẩm đông lạnh. Collagen dạng thủy 

phân (gelatin) đóng vai trò là một chất keo bảo vệ ngăn chặn sự kết tinh của 

đường cũng như phụ gia tạo cấu trúc trong công nghiệp sữa và các sản phẩm 

từ sữa. Ngoài ra, collagen cũng được dùng phổ biến trong quá trình làm sạch 

rượu vang, bia, nước trái cây do nó có khả năng làm keo tụ các chất vẩn đục 

trong dung dịch, đồng thời rất an toàn.... [40]. 

  Ứng dụng collagen trong mỹ phẩm 

Các nghiên cứu cho thấy, collagen có tác dụng chống lão hóa, ngăn ngừa 

và cải thiện nếp nhăn. Chúng tạo ra một hệ thông nâng đỡ, hỗ trợ các đặc tính 

cơ học của da như sức căng, độ đàn hồi, đồng thời giúp duy trì độ ẩm tối ưu 

cho da, đảm bảo sắc tố da, làm cho da mịn màng, tươi tắn và trẻ trung [41]. Do 

đó, collagen đã được bổ sung vào các loại mỹ phẩm. Các sản phẩm mỹ phẩm, 

dựa trên collagen chiết xuất từ biển, đã cho thấy tác dụng tương đương trên da 

với collagen động vật về độ pH, độ ẩm và sự tiết bã nhờn.  

Collagen cũng có tác dụng tốt trong quá trình phục hồi và tái tạo da. 

Trường hợp da bị tổn thương hay trong giai đoạn tái tạo sau khi điều trị các vấn 

đề về da như nám, mụn, sẹo, tiêu da thừa sau khi giảm béo, có thể điều trị 

collagen phục hồi. 

 Ứng dụng collagen trong nhiếp ảnh 

Collagen (gelatin) là thành phần thiết yếu cho quá trình đông tụ và phát 

triển bạc halogen - một chất nhũ tương ảnh, có tác dụng làm chất ổn định giữa 

thành phần gắn kết và hệ nhũ tương thuốc nhuộm. Đây cũng là tác nhân gắn 

kết trong quá trình sản xuất trong các giấy in phun hiện nay [42]. 

1.2. Nhu cầu collagen và nguồn nguyên liệu sản xuất collagen 

Collagen là một thành phần quan trọng trong cơ thể con người nên nhu 

cầu sử dụng collagen trong đời sống rất lớn và đa dạng. Ước tính thị trường 
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collagen toàn cầu năm 2016 đạt mức 3,71 tỷ USD và dự kiến sẽ có sự tăng 

trưởng mạnh trong những năm tiếp theo, có thể đạt 6,63 tỷ USD vào năm 2025 

[3]. Theo Parenteau-Bareil và cộng sự [4], 2010 cũng nhận định rằng, thị trường 

nguyên liệu sinh học collagen toàn cầu dự báo sẽ có khả năng đạt được tốc độ 

tăng trưởng kép 10,4% hàng năm trong khoảng thời gian từ năm 2017 đến năm 

2025 [4]. Riêng liên quan tới các sản phẩm từ collagen làm mỹ phẩm dưỡng da 

cũng đã đạt tới 3 tỷ USD vào năm 2012 [5]. Do vậy, việc sản xuất collagen 

không chỉ có ý nghĩa đáp ứng nhu cầu sử dụng của xã hội mà còn có thể mang 

lại lợi ích kinh tế là rất lớn [43]. 

Các gia súc như bò và lợn (đặc biệt là da và xương của chúng) là những 

nguồn nguyên liệu truyền thống dùng trong công nghiệp sản xuất collagen [44]. 

Tuy nhiên, sử dụng collagen từ lợn và bò tạo ra nguy cơ lây truyền các bệnh 

như bò điên (bovine spongiform encephalopathy - BSE), bệnh nhiễm thể đạm 

độc (transmissible spongiform encephalopathy - TSE) và bệnh lở mồm long 

móng (foot and mouth disease - FMD) [45] [46]. Ngoài ra, người Hồi giáo, 

người Do Thái và người Hindu không sử dụng các sản phẩm từ lợn hoặc trâu 

bò vì lý do tôn giáo. Trong khi đó người Hồi giáo, người Hindu và người Do 

Thái chiếm tới 38,4% dân số toàn cầu [47]. Bên cạnh đó, hiện nay giá nguyên 

liệu thô là xương và da chủ yếu từ lợn và trâu bò ngày càng tăng lên do không 

đủ nguồn cung cấp đang là một mối đe dọa lớn đối với nguồn cung cấp collagen 

ở trên quy mô toàn cầu [5]. Do vậy, việc tìm kiếm các nguồn nguyên liệu mới 

có nhiều ưu việt để cung cấp cho quá trình sản xuất collagen ứng dụng trong 

các lĩnh vực của đời sống con người là hết sức cấp thiết. Collagen từ động vật 

biển là nguồn nguyên liệu đầy hứa hẹn vì nó có tính an toàn cao, ít nguy cơ 

truyền bệnh, không có rào cản về tôn giáo trong việc sử dụng, nguồn nguyên 

liệu phong phú và hiệu suất chiết xuất lại cao hơn so với các nguồn nguyên liệu 

khác [6]. Do đó, collagen đã được nghiên cứu chiết xuất từ nhiều loài sinh vật 

biển trong những năm qua, bao gồm cá [45], cá hồng đỏ [44], cá bơn [48], cá 

nóc [18], cá mập [11], cá tuyết Baltic [49], cá chép [16], sứa [22] [15]. 

1.3. Collagen peptide 

Collagen peptide (collagen thủy phân) là dạng collagen thu được sau khi 

phân tử collagen tự nhiên bị biến tính, cấu trúc chuỗi xoắn ba chuyển sang dạng 

cuộn ngẫu nhiên do sự phân ly của các liên kết hydro khi collagen bị thủy phân. 
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Quá trình này có thể phá vỡ các liên kết trong chuỗi polypeptide để thu được 

một lượng lớn các collagen peptide có trọng lượng phân tử rất thấp (3-6KDa) 

[50]. 

Collagen peptide ngoài việc có đầy đủ các tính chất của một collagen dạng 

I thì nó còn có thêm nhiều đặc điểm vượt trội so với collagen thông thường, 

như độ tan trong nước đạt khoảng 7,5%, tăng gấp 7.500 lần so với collagen 

thông thường (0,001%); do nó kích thước nhỏ nên làm gia tăng bề mặt tiếp xúc, 

tăng tốc độ thẩm thấu và hấp thu vào các mô (đạt tới 95%) [50].  

Sự thủy phân bằng enzyme không chỉ ảnh hưởng đến kích thước của các 

peptide mà còn ảnh hưởng đến các tính chất lý hóa và sinh học. Các đặc tính 

này chủ yếu liên quan đến giá trị khối lượng phân tử. Collagen peptide trọng 

lượng phân tử thấp hoạt động như một chất cho điện tử để tạo ra các sản phẩm 

ổn định hơn phản ứng với các gốc tự do. Đó là những yếu tố làm tăng các đặc 

tính chức năng như khả năng chống oxy hóa, hoạt tính kháng khuẩn, sinh khả 

dụng cao hơn [50]. 

Khối lượng phân tử và đặc tính chức năng của collagen peptide phụ thuộc 

vào nguồn nguyên liệu, phương pháp và loại enzyme được sử dụng trong quá 

trình chiết xuất. Những đặc tính này định hướng cho các ứng dụng khác nhau 

của collagen peptide trong các ngành công nghiệp mỹ phẩm, dược phẩm, vật 

liệu sinh học, thực phẩm và dinh dưỡng [50]. 

Nhiều nghiên cứu đã tập trung vào việc khai thác collagen peptide từ 

nguồn biển như cá và các động vật không xương sống khác như sứa và bọt biển. 

Collagen peptide thu được từ các thử nghiệm có kích thước và đặc tính khác 

nhau như từ cá Mập (Prionace glauca) có trọng lượng phân tử thấp hơn 20 

KDa [51]; từ trực khuẩn Clostridium kết hợp sử dụng collagenase cho sản phẩm 

có trọng lượng phân tử khoảng 5 KDa [52]; từ cá Tuyết (Gadus morhua) có 

trọng lượng phân tử thấp hơn (3–5 KDa) [53]; từ cá rô phi Vằn (Oreochromis 

niloticus) đã được sử dụng để sản xuất collagen peptide với chất lượng cao [54]. 

Đặc biệt, bằng cách thay đổi các thông số chiết xuất từ các nhiệt độ khác nhau 

(150-300°C), áp suất (50-100 bar) và thời gian phản ứng (5 phút), có thể thu 

được collagen peptide từ da cá ngừ có trọng lượng phân tử thấp (<600 Da) và 

có hoạt tính chống oxy hóa và kháng khuẩn tốt [55]. 
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1.4. Công nghệ tách chiết collagen 

Collagen về cơ bản có thể được tách chiết với phương pháp thủy phân 

bằng hóa chất vô cơ hoặc enzyme [56]. Trong đó, phương pháp thủy phân hóa 

học được sử dụng phổ biến hơn trong công nghiệp. Tuy nhiên, các quy trình 

tách chiết bằng thủy phân sinh học với việc sử dụng các enzyme mang lại nhiều 

hứa hẹn hơn với các sản phẩm có giá trị dinh dưỡng và chức năng đều tốt hơn 

[57]. Hơn nữa, các quy trình sử dụng enzyme tạo ra ít chất thải hơn và giảm 

thời gian tách chiết. Tuy nhiên các quy trình sinh học thường tốn nhiều chi phí 

hơn, do đó nhiều nghiên cứu đang tập trung vào việc thử nghiệm các phương 

pháp để nâng cao hiệu suất và giảm chi phí. Để tách chiết collagen, cần phải 

loại bỏ các liên kết hóa trị trong và giữa các phân tử liên kết chéo, chủ yếu liên 

quan đến lysine và hydroxy-lysine, liên kết este và các liên kết khác với 

saccharite [58]. Tùy thuộc vào loại nguyên liệu sử dụng mà việc xử lý, công 

nghệ áp dụng và các thông số kỹ thuật của các quy trình tách chiết có sự khác 

nhau. Tuy nhiên, quy trình tách chiết collagen từ các loại nguyên liệu đều có 

chung 3 giai đoạn chính, bao gồm: xử lý nguyên liệu, chiết xuất và thu hồi. 

Trong đó, giai đoạn xử lý nguyên liệu được sử dụng để loại bỏ các tạp chất phi 

collagen; giai đoạn chiết xuất collagen là quan trọng nhất với công nghệ phổ 

biến là dựa trên độ hòa tan của collagen trong dung dịch muối trung tính, dung 

dịch axit hoặc các dung dịch axit có bổ sung enzyme; giai đoạn cuối cùng là 

tinh sạch và thu nhận sản phẩm. Cụ thể các bước như sau: 

1.4.1. Giai đoạn xử lý nguyên liệu 

Trong bước xử lý nguyên liệu bao gồm làm sạch, tách các bộ phận của 

động vật và giảm kích thước nguyên liệu bằng cách cắt hoặc băm nhỏ. Cụ thể, 

cá được chia thành da, vảy, vây và xương, vì thành phần collagen của chúng 

khác nhau. Trong trường hợp nguyên liệu là sứa, người ta thường tách thành 

chân sứa và dù, và sau đó dù sứa lại được chia thành phần dù trên (exumbrella), 

dù dưới (subumbrella) và phần chất keo - óc sứa (mesogloea) [23].   

Việc giảm kích thước của các mẫu này là điều cần thiết để tạo điều kiện 

thuận lợi cho các công đoạn (tiền) xử lý hóa học tiếp theo nhằm loại bỏ các tạp 

chất phi collagen như chất béo, các sắc tố, protein khác. Phương pháp phổ biến 

để xử lý là dùng natri hydroxit (NaOH) không gây ra sự thay đổi cấu trúc đối 

với chuỗi collagen, alcohol (cụ thể là butyl-alcohol hoặc ethanol) và oxy 
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peroxide trong quá trình loại bỏ protein, chất béo và sắc tố, tương ứng [44] [15] 

[18] [6] [59]. Ngoài ra, việc sử dụng natri clorua (NaCl) thay thế cho NaOH 

cũng đã được đề xuất trong một số nghiên cứu [49].  

Hơn nữa, để cải thiện quá trình chiết xuất collagen từ xương, sụn và vảy 

cá, EDTA cũng được sử dụng cho mục đích khử khoáng hay muối [16] [60] 

[11]. Ngoài ra, cũng có thể sử dụng HCl để khử khoáng [61]. 

1.4.2. Giai đoạn chiết xuất 

Đối với giai đoạn chiết xuất, các nghiên cứu đã chỉ ra rằng khả năng hòa 

tan của collagen trong nước lạnh kém vì sự hiện diện của các liên kết chéo 

mạnh trong cấu trúc chuỗi xoắn ba của nó. Có hai phương pháp khác nhau 

thường được sử dụng: chiết xuất collagen hòa tan trong axit và chiết xuất 

collagen hòa tan trong enzyme. Sử dụng hai phương pháp này, sản lượng, thành 

phần hóa học và đặc tính của collagen chiết xuất sẽ khác nhau. Toàn bộ giai 

đoạn chiết xuất thường được thực hiện ở 4oC. 

Khi chiết xuất collagen chỉ được thực hiện bằng cách sử dụng axit, sản 

phẩm được gọi là collagen hòa tan trong axit (ASC). Để chiết xuất collagen từ 

các mô động vật biển, axit acetic là axit loãng được sử dụng nhiều nhất (nhìn 

chung, ở nồng độ cuối cùng thường là 0,5 M), ngoài ra axit citric và axit lactic 

cũng được sử dụng. Các quy trình tách chiết thường được điều chỉnh từ các 

phương pháp đã được công bố trong các nghiên cứu [11] và [15]. 

Khoảng 95% cơ thể động vật không xương sống ở biển như sứa là nước, 

điều này ảnh hưởng đến khả năng hòa tan collagen trong axit axetic. Do đó, 

đồng nhất hoặc đông khô nguyên liệu sứa là cần thiết để cải thiện khả năng hòa 

tan collagen trong axit và làm tăng hiệu suất chiết xuất. 

Gần đây, Yusoff đã đề xuất một phương pháp mới để chiết xuất collagen 

từ động vật biển, trong đó xử lý axit được kết hợp với một chuỗi xử lý vật lý 

và cơ học, bao gồm điều chỉnh pH, đồng nhất, trộn, cũng như dùng sóng siêu 

âm [62]. Bằng cách tăng cường can thiệp vật lý vào sứa, năng suất thu hồi 

collagen cũng tăng lên đáng kể so với quy trình thông thường  [5]. 

Khi enzyme pepsin được thêm vào trong quá trình chiết xuất, collagen 

được chiết xuất được gọi là collagen hòa tan trong pepsin (PSC). Pepsin là một 

endoproteinase aspartic được phân lập từ niêm mạc dạ dày lợn. Nó chủ yếu 

được sử dụng để thủy phân protein và peptide không đặc hiệu trong môi trường 
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axit. Phương pháp xử lý này rất hữu ích, vì trong điều các điều kiện tối ưu, 

protease phân cắt các vùng liên kết chéo telopeptide mà không phá vỡ tính toàn 

vẹn của chuỗi xoắn ba, và do đó thủy phân một số protein không liên kết và 

tăng độ tinh khiết của collagen [59]. Do đó, trong hầu hết các trường hợp, các 

enzyme được sử dụng để thu được các sản phẩm protein cụ thể sẽ làm tăng 

năng suất, giảm tạp chất cũng như giảm tính kháng nguyên do telopeptide gây 

ra [29] [25] [63]. Tuy nhiên, khi lượng enzyme pepsin cao được sử dụng trong 

thời gian dài, năng suất thu hồi PSC có thể giảm do phân tử collagen có thể bị 

phân cắt, làm giảm tính toàn vẹn của chuỗi xoắn ba [44]. 

Sau khi thu được dịch chiết collagen, nhiều nghiên cứu đã thử nghiệm sử 

dụng kết hợp thêm các enzyme protease khác nhằm phân cắt mạch collagen để 

tạo collagen peptide [64] [65]. Phương pháp này được bổ sung sau bước chiết 

xuất thông thường, giúp thu hồi được sản phẩm collagen có kích thước nhỏ hơn 

nhiều. Quy trình thủy phân của Huo & Zhao (2009) có thể thu các phân tử 

collagen trọng lượng 300-1500Da, phần lớn dưới 1200Da [64]. 

1.4.3. Giai đoạn thu hồi 

Trong bước thu hồi thì collagen được kết tủa bằng cách thêm NaCl đến 

nồng độ cuối cùng 2,3-2,6 M. Kết tủa thu được bằng cách ly tâm, hòa tan trong 

axit axetic 0,5 M, thẩm tách và đông khô [13]. 

Từ sứa, collagen thường được chiết xuất bằng cách hòa tan trong dung 

dịch axit axetic 0,5 M (thường là trong ba ngày), sau đó tách muối ra bằng cách 

thẩm tách với dung dịch Na2HPO4. Collagen kết tủa được tách bằng cách ly 

tâm, hòa tan trong axit axetic, và được tinh sạch bằng cách tái kết tủa khi thêm 

NaCl vào để đạt nồng độ 0,9 M. ASC cũng có thể được chiết bằng enzyme 

pepsin để thu được atelo-collagen (atelocollagen: collagen đã được loại 

telopeptide kháng nguyên) [8] [46]. 
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Chương 2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Nguyên liệu, hóa chất và thiết bị nghiên cứu 

2.1.1. Đối tượng và phạm vi nghiên cứu 

 Đối tượng nghiên cứu là loài sứa trắng (R. hispidum Vanhöffen, 1888) - 

Hình 2.1, thuộc:  

Giới: Animalia 

Ngành: Cnidaria 

Lớp: Scyphozoa 

  Bộ: Rhizostomeae 

   Họ: Rhizostomatidae  

Giống: Rhopilema  

     Loài: R. hispidum Vanhöffen, 1888. 

      

Hình 2.1. Hình ảnh loài sứa R. hispidum (Vanhöffen, 1888)  

 Phạm vi nghiên cứu: Quy trình ứng dụng enzyme pepsin trong 

tách chiết collagen, thử nghiệm phân cắt tạo collagen peptide và đặc điểm 

của sản phẩm thu được từ sứa R. hispidum trong điều kiện phòng thí nghiệm. 

2.1.2. Nguyên vật liệu và hóa chất nghiên cứu 

- Nguyên liệu: sứa tươi của loài R. hispidum. Mẫu sứa tươi được thu tại vùng 

ven biển Hải Phòng, bảo quản lạnh bằng hộp thu mẫu chuyên dụng ở nhiệt độ 

~4oC. Mẫu được vận chuyển ngay về phòng thí nghiệm và được TS Trần Mạnh 
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Hà, Viện Tài Nguyên và Môi trường biển, Viện Hàn lâm Khoa học và Công 

nghệ Việt Nam phân loại xác định loài dựa trên đặc điểm hình thái. Mẫu sứa 

sau đó được sử dụng làm nguyên liệu cho các thử nghiệm. 

- Enzyme pepsin (E.C. 3.4.23.1.) được mua tại công ty Serva, Đức, hoạt lực 

lực ≥ 2500IU, khoảng hoạt động hiệu quả từ 37 °C đến 42 °C và pH từ 1.5-2. 

- Enzyme alkaline protease (EC 3.4.21.62) có nguồn gốc Trung Quốc, hoạt 

tính 250 IU/mg, khoảng hoạt động hiệu quả từ 20 đến 65°C và pH từ 9.0 ~ 

12.0. 

- Các hóa chất và vật tư khác là các hóa chất chuẩn và vật tư của các hãng 

Merck (Đức), Nhật, Ấn Độ, Trung Quốc, Hàn Quốc và Việt Nam có độ tinh 

khiết và chất lượng đảm bảo cho nghiên cứu và thử nghiệm của đề tài. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phương pháp thử nghiệm 

Toàn bộ quy trình thử nghiệm tách chiết collagen từ sứa được thực hiện 

dựa trên các công bố của [62] [5] [15] [7] và có cải tiến cho phù hợp với điều 

kiện thí nghiệm. Quy trình gồm nhiều bước theo mô tả trên Hình 2.2 và Hình 

2.3.  

 Phương án thí nghiệm ứng dụng enzyme pepsin trong tách collagen từ 

sứa theo sơ đồ Hình 2.2. 
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Hình 2.2. Sơ đồ các bước thí nghiệm tách chiết collagen sử dụng  

enzyme pepsin 
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Nghiên cứu này tập trung vào các thử nghiệm để xác định điều kiện sử 

dụng enzyme pepsin cho hiệu suất thu collagen cao nhất. Các nghiệm thức được 

bố trí cụ thể như sau: 

- Thử nghiệm ảnh hưởng của nồng độ enzyme được tiến hành ở các nồng 

độ 0,05%, 0,1% và 0,15% so với khối lượng sứa, thời gian chiết mẫu 24h. 

- Thử nghiệm ảnh hưởng của thời gian ngâm mẫu trong dung dịch enzyme 

tách chiết được tiến hành ở các thời gian: 4h, 8h,12h, 24h và 48h, nồng độ 

enzyme là 0,1% so với khối lượng sứa. 

- Thử nghiệm ảnh hưởng của tỷ lệ giữa khối lượng sứa và thể tích dung dịch 

CH3COOH hòa tan enzyme pepsin (dung môi enzyme) được tiến hành ở các tỷ 

lệ (w:v): 1:2; 1:3; 1:4; 1:5, trong 24h và nồng độ enzyme là 0,1% so với khối 

lượng sứa. 

Các thử nghiệm sử dụng enzyme pepsin dựa trên nguyên tắc chung: mỗi 

thí nghiệm chỉ thay đổi 1 yếu tố và giữ cố định các thông số khác, các thí 

nghiệm được lặp lại 3 lần. Hiệu suất thu collagen được tính toán dựa trên hiệu 

suất thu collagen dạng ướt theo công thức mục 2.2.3. 

 Quy trình thử nghiệm phân cắt collagen tạo sản phẩm collagen peptide 

Trong thử nghiệm tạo collagen peptide, các bước được thực hiện tương tự 

như quy trình tách chiết collagen thông thường và có bổ sung thêm bước phân 

cắt collagen theo sơ đồ Hình 2.3. 

Thử nghiệm được tiến hành song song giữa quy trình có bổ sung thêm 

bước phân cắt tạo collagen peptide và quy trình đối chứng không có bước này. 

Các thử nghiệm được tiến hành với 30g sứa nguyên liệu/thí nghiệm. Enzyme 

alkaline protease được sử dụng với hàm lượng 0,001% so với khối lượng 

nguyên liệu sứa ở 55oC trong thời gian 90 phút. 

Việc xác định được hiệu suất của quy trình công nghệ có vai trò hết sức 

quan trọng, là cơ sở để tính toán và lựa chọn công nghệ phù hợp với điều kiện 

thực tế. Do vậy, hiệu suất tách chiết và hiệu suất thu collagen của hai quy trình 

được tính toán dựa trên hiệu suất thu collagen dạng khô theo công thức mục 

2.2.3. 
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Hình 2.3. Sơ đồ các bước phân cắt collagen thành collagen peptide bởi 

enzyme alkaline protease 

2.2.2. Các phương pháp phân tích 

 Phương pháp SDS-PAGE xác định thành phần và trọng lượng phân tử 

collagen theo mô tả của Laemmli (1970) [66]. 

Thành phần và trọng lượng phân tử collagen dược xác định bằng kỹ thuật 

SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis), 

SDS-PAGE được thực hiện trên máy điện di đứng (omniPAGE WAVE Maxi 
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System) của hãng Cleaver Scientific với dung dịch đệm 0,1% SDS, 0,025 M 

Tris HCl và 0,192 glycine.   

Dung dịch collagen hòa tan trong Na2PO4 0,02 M chứa 1% sodium 

dodecyl sulphate và 3,5 M urê (pH 7,0). Hỗn hợp này được ly tâm trong thời 

gian 5 phút với tốc độ 8.500 rpm để loại bỏ các thành phần không hòa tan. 

Hỗn hợp dung dịch collagen hòa tan 20 μg protein được trộn với dung 

dịch đệm (0,25M Tris-HCl, pH 6,8, chứa 4% SDS, 20% glycerol, β-

mercaptoethanol, bromophenol blue) với tỷ lệ 1:1 (v/v) và chạy trên gel 

polyacrylamide với lớp gel gồm 8% và gel phân tách 4%, dòng điện 150V.  

Sau khi điện di, gel được nhuộm trong dung dịch 0,05% (w/v) Coomassive 

blue R-250 trong 15% (v / v) metanol và axit axetic 5% (v/v). Sau đó gel được 

rửa trong dung dịch metanol 30% (v / v) và axit axetic 10% (v / v) trong khoảng 

12 giờ.  

Trọng lượng phân tử, thành phần của protein collagen được xác định khi 

so sánh với thang protein tiêu chuẩn (marker) có kích thước dao động từ 75 

kDa đến 250 kDa. 

 Phương pháp kính hiển vi điện tử quét (SEM) xác định cấu trúc collagen  

Cấu trúc hình thái của collagen được xác định bằng phương pháp quan 

sát và chụp ảnh trên kính hiển vi điện tử quét (Hitachi S-4800) ở các mức độ 

phóng đại khác nhau. 

 Phương pháp quang phổ chuyển đổi hồng ngoại Fourier (FTIR) xác định 

phổ phân tử collagen 

Nguyên lý của phương pháp: ánh sáng ở vùng bước sóng từ 50  m  1mm 

gây ra hiện tượng quay phân tử quanh trục không gian của nó, còn ánh sáng có 

bước sóng từ 0,8  50 m thì gây ra những dao động của nguyên tử và các liên 

kết trong phân tử. Do sự khác nhau về khối lượng và lực liên kết nên mỗi nhóm 

chức có một số khoảng tần số nhất định tương ứng với các giao động riêng của 

chúng. Sự thay đổi vị trí các tần số đặc trưng còn phụ thuộc vào các yếu tố khác 

nhau như: liên kết hydro, ảnh hưởng của trạng thái tập hợp, ảnh hưởng của hiệu 

ứng cảm ứng… Như vậy tần số đặc trưng của một nhóm nguyên tử (gốc, nhóm 

chức) tương đối thay đổi từ hợp chất này sang hợp chất khác. Người ta đã xây 

dựng một ngân hàng cơ sở dữ liệu về phổ FTIR của nhiều chất chuẩn trong các 

dung môi khác nhau để gíúp ta dễ dàng nhận biết các liên kết trong chúng. Dựa 
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trên nguyên lý này mà collagen cũng được xác định cấu trúc các nhóm chức 

thông qua phương pháp FTIR. 

 Phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) xác định thành phần 

axit amin trong collagen dựa trên cơ sở TCVN 12621:2019. 

Hàm lượng axit amin được phân tích bằng hệ thống HPLC với tiền dẫn 

xuất phenylisothiocyanate (PITC). 

Các mẫu đông khô được thủy phân bằng dung dịch HCl 6N chứa 0,01% 

phenol (w/v) trong 24 giờ tại 110°C ở điều kiện chân không. Mẫu thủy phân và 

các axit amin tiêu chuẩn (Sigma Aldrich, MO, USA) được lọc khi bổ sung 

AABA làm chất chuẩn và sấy khô bằng chân không. Hỗn dịch và chất chuẩn 

được bổ sung các chất phản ứng, bao gồm methanol: nước: trimethylamine theo 

lỷ lệ về thể tích là (2: 2: 1), sau đó trộn và sấy khô bằng chân không. Tiếp theo, 

phần cặn khô được cho phản ứng với dẫn xuất thuốc thử gồm metanol: PITC: 

triethylamine: nước theo tỷ lệ (7: 1: 1: 1) ở nhiệt độ phòng trước khi sấy trong 

chân không để loại bỏ PITC. Các mẫu dẫn xuất được hòa tan trong 0,1M acetate 

ammonium, pH 6,5 và lọc qua bộ lọc nylon 0,2 µm trước khi được bơm mẫu 

vào hệ thống HPLC.  

Quá trình tách và phân tích sắc kí được tiến hành bằng hệ thống HPLC 

Agilent 1100 (Agilent Technologies, USA) với hệ thống bơm 4 dòng dung môi, 

đầu dò huỳnh quang (DAD) và bộ lấy mẫu tự động, sử dụng cột rửa giải 

ZORBAX Eclipse Plus C18 (2.1 × 150 mm, 3,5 μm, Agilent Technologies, 

USA). Quá trình tách các dẫn xuất của amoni acid sử dụng pha động là hỗn hợp 

đệm A (amoni acetat 0,1M) pH =6,5 và đệm hỗn hợp B (amoni acetat: 

acetonitril: metanol theo tỉ lệ thể tích là 44:46:10). Tốc độ dòng rửa ổn định ở 

0,1ml/phút, và nhiệt độ cột duy trì 430C. Pha động được được thiết lập với tốc 

độ rửa giải đệm B tăng từ 0% -  10% trong 15 phút, đặt 40% tại phút 30; 50% 

tại phút 40 và giữ 100% trong 5 phút. Phổ hấp thụ tại bước sóng 254 nm được 

sử dụng để tính toán kết quả.  Mỗi dung dịch chuẩn và mẫu được phân tích lặp 

lại ít nhất 3 lần. Hệ thống sắc kí được điều khiển bằng phần mềm Chemstation 

Rev 08.01 (Agilent Technologies USA). 

 Phương pháp xác định các đặc điểm và thành phần dinh dưỡng của sản 

phẩm collagen theo các phương pháp chuẩn TCVN. 
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- Độ ẩm (g/100g) được xác định theo TCVN 3705 – 90, mẫu được sấy ở 

105 ÷ 110oC sau đó xác định bằng phương pháp trọng lượng (TCVN 1990). 

- Hàm lượng protein (g/100g) được xác định theo TCVN 3705 – 90, mẫu 

được chưng cất Kjeldahl chuyển tất cả các dạng Nitơ về NH4
+, đo hàm lượng 

NH4
+ bằng phương pháp quang phổ tạo phức xanh indophenol với 

natrihypoclorit và phenol trong môi trường citrate kiềm với sự có mặt của xúc 

tác Natri nitroprusit, hàm lượng protein = N-T × 6,25 (Coi protein chứa 16% là 

nitơ) (TCVN 1990). 

- Hàm lượng lipid (g/100g) được xác định theo TCVN 3703 - 2009, mẫu 

được chiết Soxhlet sau đó cô đuổi dung môi, sấy ở 100oC rồi xác định hàm 

lượng cặn bằng phương pháp trọng lượng (TCVN 2009a). 

- Hàm lượng tro (g/100g) được xác định theo TCVN 5105:2009 , nung 

mẫu độ ẩm ở 500 – 600oC rồi xác định bằng phương pháp trọng lượng (TCVN 

2009b). 

-  Hàm lượng cacbohydrate (g/100g) = 100 – độ ẩm – protein – lipid – tro. 

-  Giá trị pH được tình bằng cách lấy mẫu collagen hoà tan trong nước cất, 

khuấy đều trong 12 giờ ở 40C và xác định độ pH bằng máy đo pH. 

 Phương pháp tán xạ ánh sáng động (Dynamic light scattering - DLS) xác 

định sự phân bố kích thước hạt collagen phân tử theo [67] 

Có nhiều phương pháp khác nhau để xác định kích thước các tiểu phân 

trong hệ nano, trong đó DLS là một kỹ thuật được sử dụng phổ biến vì phương 

pháp dễ tiến hành, không cần công đoạn xử lý mẫu phức tạp, thời gian để đo 

mẫu ngắn và độ lặp kết quả tốt. 

Phương pháp DLS xác định kích thước tiểu phần dựa trên sự tán xạ ánh 

sáng laze khi các tiểu phần chuyển động Brown trong môi trường phân tán. Các 

tiểu phần có kích thước nhỏ chuyển động nhanh hơn so với các tiểu phần có 

kích thước lớn hơn. Ánh sáng tận được phát hiện và ghi nhận bởi detector ở 

một góc nhất định. 

Trong nghiên cứu này, mẫu collagen peptide được pha loãng và được phân 

tích bởi hệ thống phân tích kích thước Malvern Zetasizer ZS90 (Anh). 
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2.2.3. Phương pháp xử lý số liệu  

- Tất cả các thí nghiệm đều được lặp lại 3 lần để đảm bảo tính thống kê và 

độ chính xác của thí nghiệm. 

- Các số liệu được xử lý, vẽ đồ thị và tính toán bằng phần mềm Microsoft 

Excel 2016. 

- Số liệu được xử lý bằng phương pháp thống kê phương sai (ANOVA) 

đơn yếu tố với độ tin cậy là 95%. 

- Hiệu suất tách chiết collagen (H) được tính toán theo công thức: 

+ Hiệu suất thu collagen ướt: 

Hcollagen (%) = 
m collagen qua ly tâm

m sứa muốí đã dùng
 × 100; (m: khối lượng, gam) 

+ Hiệu suất thu collagen khô: 

Hcollagen (%) = 
m collagen đông khô

m sứa đã dùng
 × 100; (m: khối lượng, gam) 

+ Hiệu suất tách chiết collagen: 

Hcollagen (%) = (m collagen đông khô) / (m collagen có trong nguyên liệu) × 100;   

Trong đó:  m - khối lượng, gam 

Mcollagen có trong nguyên liệu = mprotein tổng trong nguyên liệu x 60% [68]. 
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Chương 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Nghiên cứu ứng dụng enzyme pepsin trong tách collagen từ sứa R. 

hispidum 

3.3.1. Ảnh hưởng của nồng độ enzyme pepsin tới hiệu suất tách chiết 

collagen từ sứa R. hispidum 

Các nghiên cứu tách chiết collagen bằng axit acetic hoặc axit acetic kết 

hợp axit lactic đã được thực hiện trên nhiều đối tượng, tuy nhiên nhiều nghiên 

cứu cho thấy hiệu suất chiết kém của axit [23] [11] [15], đặc biệt với nguyên 

liệu sứa [23]. Kết quả này có thể là do liên kết chéo cộng hóa trị giữa các phân 

tử tại các vùng telopeptide mà axit axetic không thể phân cắt [44]. Do đó, trong 

nghiên cứu này, thử nghiệm tách chiết collagen bằng axit acetic kết hợp enzyme 

pepsin ở các điều kiện khác nhau đã được nghiên cứu.  

Kết quả thí nghiệm thay đổi nồng độ enzyme pepsin được thể hiện trên 

Hình 3.1. 

 

Hình 3.1. Ảnh hưởng của nồng độ enzyme pepsin tới hiệu suất thu 

collagen từ sứa R. hispidum 

Biểu đồ Hình 3.1 cho thấy, khi thay đổi nồng độ enzyme pepsin sử dụng 

sẽ cho hiệu suất thu collagen khác nhau. Cụ thể với 3 hàm lượng đã sử dụng, 
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pepsin 0,1% cho hiệu suất cao nhất đạt 9,88%. Nồng độ pepsin 0,15% và 0,05% 

cho hiệu suất thu hồi thấp hơn lần lượt là 8,74% và 8,02%. Như vậy, hiệu suất 

thu hồi collagen không có xu hướng đồng biến theo hàm lượng enzyme đã sử 

dụng. Từ kết quả kiểm định ANOVA một yếu tố trên Bảng 3.1 cho thấy, tất cả 

các cặp thí nghiệm trên đều có giá trị Pvalue < 0,05 chứng minh sự sai khác giữa 

các thử nghiệm có ý nghĩa thống kê. 

Bảng 3.1. Kết quả kiểm định ANOVA một yếu tố giữa các nồng độ enyme 

pepsin thử nghiệm (giá trị P=0,05) 

Nồng độ pepsin 

P-value 0,05M 0,1M 0,15M 

0,05M   + + 

0,1M 1,69745E-06   + 

0,15M 0,000405893 4,26E-07   

 

Bổ sung enzyme trong môi trường pH thích hợp sẽ tạo điều kiện để 

enzyme hoạt động tốt, giúp phân cắt các vùng liên kết chéo telopeptide mà 

không phá vỡ tính toàn vẹn của chuỗi xoắn 3 và do đó thủy phân một số protein 

không liên kết và tăng độ tinh khiết của collagen. Tuy nhiên, khi nồng độ 

enzyme cao hơn, hoặc thời gian xử lý dài hơn, enzyme có thể phân cắt các cầu 

liên kết giữa 3 chuỗi xoắn trong phân tử collagen, làm tăng quá trình hòa tan 

của collagen trong dung dịch chiết, thậm chí tiếp tục phân hủy các chuỗi xoắn, 

phân hủy collagen trong dung dịch chiết [57]. Điều này giải thích cho sự giảm 

hiệu suất thu collagen khi hàm lượng enzyme được sử dụng tăng lên. 

Với các nghiệm thức thử nghiệm tương tự trên hai loài sứa khác, Barzideh 

và [23] và Nagai [15] cho kết quả hiệu suất chiết cao nhất khi sử dụng dung 

dịch CH3COOH hòa tan enzyme pepsin 10% với tỷ lệ dung dịch: sứa (v:w) là 

10:1. Tuy nhiên với các nguồn nguyên liệu khác nhau, hiệu suất thu collagen 

cũng khác nhau đáng kể như: dù sứa Chrysaora sp. 19% [23], dù sứa thùng 

(Rhizostoma pulmo) và sứa Trứng (Cotylorhiza tuberculate) < 10% [8]; chất 

nền ngoại bào sứa Rhopilema asamushi đạt 35,2% [15]; Stomolophus meleagris 

46% [22]. Sự khác nhau đáng kể này là minh chứng rằng tùy thuộc mỗi nguồn 
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nguyên liệu đều cần các thử nghiệm kiểm chứng lại để tìm ra quy trình tách 

mang lại hiệu suất chiết cao nhất. 

3.3.2. Ảnh hưởng của của thời gian tới hiệu suất tách chiết collagen từ sứa 

R. hispidum bằng enzyme pepsin 

Kết quả thử nghiệm ảnh hưởng của thời gian tới hiệu suất tách chiết 

collagen từ sứa bằng enzyme pepsin được thể hiện trên Hình 3.2. 

 

Hình 3.2. Ảnh hưởng của thời gian sử dụng enzyme pepsin tới  

hiệu suất thu collagen từ sứa R. hispidum 

Các kết quả thí nghiệm trên biểu đồ Hình 3.2 cho thấy, hiệu suất chiết tách 

collagen từ sứa biển bằng phương pháp hoá học kết hợp bổ sung enzyme pepsin 

phụ thuộc rất nhiều vào thời gian ngâm mẫu trong dung dịch. Trong khoảng 

thời gian ngâm mẫu từ 4h ÷ 24h, hiệu suất thu collagen có xu hướng tăng đáng 

kể từ 2,15% lên 10,11% (gấp gần 5 lần). Tuy nhiên, khi thời gian chiết tăng lên 

48h thì hiệu suất thu collagen có xu hướng giảm chỉ còn 6,55%. Điều này cho 

thấy, khi enzyme phân hủy các liên kết cầu giữa các mạch xoắn thì hiệu suất 

thu collagen ban đầu tăng, khi càng tăng thời gian xử lý mẫu, enzyme phân hủy 

hết các cầu liên kết có thể sẽ tiếp tục phân hủy các chuỗi xoắn nên làm giảm 

hàm lượng collagen. Do vậy, ngâm mẫu sứa tách chiết trong dung môi có bổ 
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sung enzyme trong 1 khoảng thời gian nhất định, đủ để phân cắt các cầu liên 

kết giữa các chuỗi xoắn 3 của collagen, sau đó cần bổ sung dung dịch Na2HPO4 

0,02M nhằm bất hoạt enzyme pepsin còn dư thừa trong dung dịch tách chiết. 

Trong đó, dung dịch tách chiết (dung dịch CH3COOH có giá trị pH = 3÷5 hòa 

tan enzyme pepsinf), khi bổ sung dung dịch Na2HPO4 0,02M có pH = 8,8 vào 

thì pH của dung dịch tách chiết sẽ tăng lên và tăng đến pH đẳng điện của 

collagen (pH = 5÷7), tại pH đẳng điện này thì các phân tử collagen bị kết tủa. 

Đây là phương thức hết sức quan trọng làm bất hoạt enzyme và làm tăng khả 

năng thu hồi sản phẩm collagen trong công nghệ tách chiết collagen từ sứa biển. 

Bảng 3.2. Kết quả kiểm định ANOVA một yếu tố giữa các thời gian tách 

chiết thử nghiệm (giá trị P=0,05) 

Thời gian chiết mẫu (giờ)   

P-value 4h 8h 12h 24h 48h 

4h   + + + + 

8h 2,80749E-06   + + + 

12h 1,02711E-07 1,92E-05   + + 

24h 3,0504E-09 1,49E-08 4,1E-08   + 

48h 0,000244896 0,000245 0,030406 1,29E-05   

Kết quả kiểm định bằng ANOVA một yếu tố (P=0,05) cho thấy sự sai 

khác có ý nghĩa thống kê thực sự giữa các nghiệm thức thời gian khác nhau. 

Như vậy, kết quả thử nghiệm cho thấy thời gian ngâm mẫu 24h trong dung môi 

bổ sung enzyme pepsin 0,1% là cho hiệu suất thu collagen từ nguyên liệu sứa 

R. hispidum đạt cao nhất và nên được lựa chọn áp dụng. 

Nghiên cứu [69] cũng sử dụng 0,1% pepsin khi thủy phân collagen loại I 

từ da dê cho thấy kết quả tương tự hiệu quả cũng đạt cao nhất khi thời gian thủy 

phân là 24h. Tuy nhiên, nhiều thử nghiệm khác cần thời gian dài hơn mới hiệu 

suất thu collagen cao nhất như 32h với cá trắm đỏ (Ctenopharyngodon idella) 

[70], 48h với da cá chép (Catla catla) [71]. Có thể thấy, hiệu quả thủy phân 

collagen phụ thuộc vào nhiều yếu tố, ngoài điều kiện thủy phân còn có sự khác 

biệt giữa các nguồn nguyên liệu và phương pháp tiền xử lý trước khi thủy phân. 
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3.3.3. Ảnh hưởng của tỷ lệ sứa với thể tích dung môi enzyme pepsin tới hiệu 

suất tách chiết collagen từ sứa R. hispidum 

Kết quả thử nghiệm ảnh hưởng của tỷ lệ sứa với thể tích dung dịch enzyme 

pepsin trong CH3COOH tới hiệu suất tách chiết collagen từ sứa R. hispidum 

được thể hiện trên Hình 3.3. 

 

Hình 3.3. Ảnh hưởng của tỷ lệ giữa khối lượng sứa và thể tích dung môi 

enzyme pepsin tới hiệu suất thu collagen từ sứa R. hispidum 

Kết quả thí nghiệm trên Hình 3.3 cho thấy tỷ lệ khối lượng sứa:thể tích 

dung môi enzyme pepsin có ảnh hưởng đến hiệu suất tách chiết collagen, tuy 

nhiên sự biến động giữa các nghiệm thức thử nghiệm là không lớn. Cụ thể, hiệu 

suất có xu hướng tăng khi tỷ lệ giảm từ 1:2 xuống 1:3, nhưng lại giảm dần khi 

tỷ lệ tiếp tục giảm xuống 1:4 và 1:5. Hiệu suất trung bình đạt cao nhất 10,2%. 

Do vậy, tỉ lệ 1:3 có thể được sử dụng trong quy trình tách chiết collagen bằng 

enzyme pepsin. 

 Để kiểm định sự khác biệt của hiệu suất tách chiết ở các ngưỡng của yếu 
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kiểm định theo tiêu chuẩn ANOVA một yếu tố với P=0,05. Kết quả kiểm định 

được thể hiện trên Bảng 3.3. 

Bảng 3.3. Kết quả kiểm định ANOVA một yếu tố giữa các tỷ lệ mẫu sứa và 

dung môi thử nghiệm (giá trị P=0,05) 

Tỉ lệ sứa: dung dịch pepsin (w:v) 

P-value 1:2 1:3 1:4 1:5 

1:2   + + - 

1:3 0,00192324   + + 

1:4 0,021972183 0,071026   + 

1:5 0,07000954 0,001141 0,132764   

Kết quả kiểm định ANOVA một yếu tố trên Bảng 3.3 cho thấy, không có 

sự khác biệt có ý nghĩa thống kê về hiệu suất thu collagen giữa tỷ lệ sứa: thể 

tích dung môi enzyme pepsin là 1:2 và 1:5. Các cặp thí nghiệm khác đều có giá 

trị Pvalue < 0,05. Điều này minh chứng rằng tỷ lệ 1:3 là tỷ lệ cho hiệu suất thu 

collagen thực sự cao nhất. Có thể thấy, các kết luận và các xu hướng biến động 

và sự khác biệt giữa các kết quả nghiên cứu về ảnh hưởng của yếu tố enzyme 

pepsin tới hiệu suất tách collagen ở trên đều có ý nghĩa, mang tính thống kê và 

hoàn toàn có giá trị sử dụng cho việc xây dựng quy trình tách chiết collagen. 

3.2. Xác định một số đặc điểm của sản phẩm collagen 

3.2.1. Đặc điểm thành phần và trọng lượng của collagen 

Thành phần, trọng lượng phân tử của collagen và dạng collagen cũng như 

mức độ tinh sạch của sản phẩm collagen được tách chiết từ sứa R. hispidum đã 

được xác định dựa trên kết quả điện di SDS-PAGE. 
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Hình 3.4. Bản điện di SDS-PAGE của mẫu collagen tách chiết  

(M-marker, protein chuẩn; 1-collagen từ quy trình chỉ sử dụng CH3COOH, 

2-collagen từ quy trình sử dụng CH3COOH kết hợp enzyme pepsin) 

Kết quả điện di SDS-PAGE trên Hình 3.5 cho thấy, trong sản phẩm 

collagen thu được có 4 loại protein có các trọng lượng phân tử lần lượt khoảng 

trên 250kDa, 250kDa, 140kDa và 100kDa. Trong đó hai dạng tiểu phần chuỗi 

α (band α1-140 kDa và α2 -100 kDa) là dạng chính. Điều này xác định collagen 

tách chiết từ sứa R. hispidum theo quy trình nghiên cứu đa phần là collagen loại 

I. Thêm vào đó, một số nghiên cứu khác cũng chỉ ra rằng, động vật không 

xương sống biển bao gồm nhím biển _ Paracentrotus lividus [72] Sao biển _ 

Acanthaster planci [73] và mực _ Uroteuthis duvauceli [74] đều cho collagen 

loại I. 

Ở quy trình sử dụng kết hợp CH3COOH và enzyme pepsin, sản phẩm thu 

được có tỷ lệ chuỗi monome (α1+α2) cao hơn ở quy trình chỉ sử dụng axit 

acetic. Kết quả này cũng tương tự trong các nghiên cứu của [75] [45] trong các 

nghiên cứu về tách chiết collagen trên một số loài cá. Kết quả này chỉ ra rằng 

mức độ liên kết ngang trong các phân tử collagen tách chiết chỉ bằng axit cao 
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hơn trong các phân tử collagen tách chiết bằng axit kết hợp enzyme, vì các vùng 

đầu cuối -N và -C trong phân tử đã bị pepsin loại bỏ [76], và do đó chuỗi β và 

chuỗi γ được chuyển đổi dễ dàng thành chuỗi α. 

Mặt khác, theo [23], loại collagen chính tách chiết từ chân sứa Chrysaora 

sp. là collagen type II với ba chuỗi α1 giống hệt nhau. Tuy nhiên, Nagai và 

cộng sự (2000) [15] đã chứng minh rằng collagen từ dịch ngoại bào sứa 

Rhopilema asamushi chứa hai chuỗi α khác nhau, α1 và α2. Ngoài ra, Miura & 

Kimura (1985) [77] đã tìm thấy chuỗi α1, α2 và α3 trong collagen từ trung bì 

của loài Stomolophus nomurai. Collagen từ Stomolophus meleagris cũng chứa 

α1, α2 và α3 [22]. Những khác biệt này là do sự biến đổi thành phần collagen 

cụ thể theo loài và bộ phận của sứa dùng để tách chiết. 

Ngoài ra, kết quả SDS-PAGE còn cho thấy, mặc dù vẫn còn vạch mầu mờ 

chạy dọc theo các giếng do mẫu chưa được xử lý qua bước tinh sạch nhưng 

không có hoặc có ít các band có trọng lượng dưới 100 kDa, điều này chỉ ra độ 

tinh khiết của mẫu collagen nghiên cứu tương đối tốt. 

3.2.2. Đặc điểm của collagen dưới kính hiển vi quét (SEM) 

Bột collagen từ sứa đã tách chiết thông qua các phương thức thử nghiệm 

enzyme pepsin đã được tinh sạch và quan sát, chụp ảnh ở mức độ phóng đại 

dưới kính hiển vi quét – SEM (Hitachi S-4800). Kết quả quan sát được thể hiện 

trên Hình 3.5.  
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Hình ảnh SEM 

 

- Độ phóng đại: thước 500µm 

- Bột collagen có cấu tạo xốp, tạo lỗ hình lục giác tương đối đều 

 

- Độ phóng đại: thước 200µm  

- Bột collagen có cấu tạo xốp, tạo lỗ hình lục giác tương đối 

đều, các thành lỗ tương đối phẳng 
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- Độ phóng đại: thước 100µm 

- Các lỗ hình lục giác đan xen chéo xen kẽ nhau 

 

- Độ phóng đại: thước 50µm 

- Cấu trúc mặt thành và cạnh lỗ hình lục giác được quan sát rõ 

hơn với các cấu tạo dạng tấm 
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- Độ phóng đại: thước 1µm 

- Cấu trúc phân tử được quan sát rõ hơn nữa với hình ảnh các 

đường gân sợi đan xen lẫn nhau 

 

- Độ phóng đại: thước 500 nm 

- Cẫu trúc các bó sợi collagen đan xen lẫn nhau  

Hình 3.5. Ảnh chụp SEM cấu trúc bột collagen tách chiết từ  

sứa R. hispidum 
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Trên Hình 3.5. cho thấy, bột collagen dưới kính hiển vi quét - SEM có các 

đặc trưng ở các độ phóng đại khác nhau. Ở thước đo 500µm (Hình 3.5.A), bột 

collagen có cấu tạo xốp, tạo lỗ hình lục giác tương đối đều. Thước 200µm (Hình 

3.5.B), 100µm (Hình 3.5.C) cho thấy các lỗ được cấu tạo từ các tấm tương đối 

phẳng, thành lỗ có thể quan sát rõ. Ở thước đo 50µm (Hình 3.5.D), các tấm 

được quan sát rõ ràng hơn. Đặc biệt ở thước 1µm (Hình 3.5.E) và 500nm (Hình 

3.5.F), nếu quan sát kỹ có thể thấy cả các cấu trúc dạng sợi to nhỏ khác nhau 

tương ứng các dạng sợi collagen mạch peptide đơn, cấu trúc dipeptide và cấu 

trúc tripeptide. 

Có thể thấy bột collagen thu được gồm nhiều sợi liên kết với nhau, tạo 

thành mạng lưới sợi và xếp thành các lớp đồng nhất cấu trúc, tập hợp thành các 

tấm liên kết với nhau có trật tự và tạo thành các lỗ hình lục giác xen kẻ lẫn nhau 

tạo nên độ xốp của bột.  

Các đặc điểm hình thái của bột và sợi collagen được tách chiết từ sứa R. 

hispidum cũng có đặc điểm chính tương tự như bột collagen được tách chiết từ 

một số loài sứa khác [15] [5] [23]. Nếu quan sát từ độ phóng đại lớn cho tới độ 

phóng đại nhỏ thì thấy các sợi collagen kết với nhau tạo thành các cấu trúc 

mạng lưới, tạo thành tấm phẳng mịn. 

3.2.3. Đặc điểm phổ phân tử (FTIR) của collagen 

Bột collagen từ sứa R. hispidum đã được tách chiết theo quy trình sử dụng 

enzyme pepsin đã được tinh sạch và đọc phổ phân tử trên máy Carry 630 FTIR. 

Kết quả các phổ được thể hiện trên Hình 3.6.  

Từ kết quả trên Hình 3.6 cho thấy, quang phổ chuyển đổi hồng ngoại 

Fourier (FTIR) đã xác định sự khác biệt về cấu trúc thứ cấp và các nhóm chức 

năng (amide) của mẫu collagen từ nguyên liệu sứa, với phổ của collagen có 5 

đỉnh hấp phụ tương ứng với Amide A, B và amide bậc I, II và III. Trong đó: 

✓ Amide A thể hiện liên kết N-H, giúp ổn định cấu trúc xoắn của 

collagen  

✓ Amide B liên quan đến sự kéo dài không đối xứng của nhóm CH2 và 

NH3+ 

✓ Amide bậc I thể hiện liên kết C=O, nhóm NH với nhóm COO-, tương 

ứng cấu trúc bậc 2 của protein 
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✓ Amide II, III thể hiện liên kết C=N, tương ứng cấu trúc bậc 3 của 

protein 

 

Hình 3.6. Dải phổ hấp thụ các mẫu collagen được đọc trên máy  

Carry 630 FTIR 

Mặt khác, khi so sánh giá trị các phổ hấp phụ của các amide giữa các mẫu 

collagen từ sứa nghiên cứu với các phổ hấp phụ của collagen từ các nguyên 

liệu khác cũng cho thấy, các phổ amide của collagen từ sứa nằm trong ngưỡng 

phổ hấp phụ của protein cũng như nằm trong dải phổ tương tự của các amide 
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cấu trúc phân tử từ collagen được tách chiết của các nguồn nguyên liệu khác. 

Kết quả này được thể hiện rõ trong bảng số liệu Bảng 3.4. 

Bảng 3.4. Dải phổ hấp phụ của amide phân tử collagen từ sứa R. hispidum 

và từ các nguyên liệu biển khác [23] 

Vùng 

Đỉnh sóng hấp phụ (cm−1) collagen từ các nguyên liệu khác nhau 
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Amide A 3322 3294 3314 3266-3296 3400–3440 

Amide B 2927 2925 2924 2920-2924 3100 

Amide I 1655 1635 1653 1634-1638 1600–1700 

Amide II 1551 1541 1551 1542 1510–1580 

Amide III 1240 

 

1239 1234-1236 1200–1300 

3.2.4. Đặc điểm thành phần và số lượng axit amine của collagen 

Thành phần và hàm lượng các axit amin trong mẫu collagen được phân 

tích bằng phương pháp Sắc kí lỏng hiệu năng cao kết nối với detertor huỳnh 

quang (High-performance liquid chromatography with fluorescence 

detection HPLC – FLD), kết quả được trình bày trong Bảng 3.3, đơn vị là số 

lượng axit amin/1000 axit amin. 

Thành phần acid amin trong collagen tinh sạch từ sứa biển R. hispidum đã 

phát hiện được 17 loại axit amin, trong đó hàm lượng glycine chiếm cao nhất 

(217-224g/1000g). Kết quả phân tích trên một số loài sứa khác chỉ ra rằng 

Collagen từ sứa rất giàu glycine, proline, alanine và glutamic axit; chứa hàm 

lượng thấp hoặc không có cysteine và tryptophan (Bảng 3.5). 
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Bảng 3.5. Thành phần axit amin trong collagen từ thí nghiệm và một số 

loài sứa khác (g/1000g) 
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1 Hydroxyproline KPT KPT KPT 70 57 40 

2 Aspartic acid  62 56 57 76 71 79 

3 Serine 17 19 20 44 45 45 

4 Glutamic acid 100 72 133 101 94 98 

5 Glycine 217 224 224 320 344 309 

6 Histidine ND ND ND ND 1 2 

7 Arginine 53 63 66 58 57 52 

8 Threonine  34 32 37 34 28 35 

9 Alanine  67 48 73 87 77 82 

10 Proline 112 74 111 79 79 82 

11 Cysteine ND ND ND ND 1 – 

12 Tyrosine 12 5 13 10 5 6 

13 Valine  30 33 66 22 24 35 

14 Methionine 6 6 6 16 8 4 

15 Lysine 25 29 100 17 24 38 

16 Isoleucine 21 33 40 23 16 22 

17 Leucine 28 29 54 31 27 34 

18 Phenylalanine 9 10 10 14 8 10 

19 Tryptophan KPT KPT KPT 
   

20 Hydrolysine KPT KPT KPT 
   

 

Ghi chú: KPT – không phân tích, ND – không phát hiện 
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Glycine là loại axit amin quan trọng trong quá trình tổng hợp protein, 

purin, peptide, axit nucleic, porphyrin, hemoglobin, creatine, glucose, L- 

serine, ATP và các axit amin khác [78]. Hàm lượng tyrosine và histidine tương 

đối thấp trong collagen chiết xuất từ cá, gà, bò, tuy nhiên trong collagen chiết 

xuất từ sứa thì hàm lượng tyrosine cao hơn 1,5 - 3 lần. 

Axit imino là hàm lượng tổng của proline và hydroxyproline. Hàm lượng 

imino của collagen chiết tách từ sứa biển là 112 g/1000g axit amin, thấp hơn 

so với collagen tách chiết từ da cá hồng mắt to (193 g/1000g axit amin) và 

collagen tách chiết từ da cá đuối (157 g/1000g axit amin) [60] [79]. Hàm lượng 

imino axit thay đổi theo loài và môi trường sống của chúng [80] [44] [60]. 

Collagen từ cá chứa 154-193g axit imino/1000 axit amin) ít hơn so với collagen 

từ động vật có vú (lợn, bò) (215-220g imino/1000 axit amin). Hàm lượng axit 

imino trong cá nước lạnh thấp hơn so với cá nước ấm. Imino axit góp phần vào 

sự ổn định của cấu trúc xoắn của collagen [76] [44]. Vòng pyrolidine của 

proline và hydroxyproline hạn chế việc tạo thành cấu trúc của chuỗi 

polypeptide và giúp tăng cường cấu trúc xoắn ba [81]. Nhóm hydroxyl của 

hydroxyproline đóng vai trò trong việc ổn định chuỗi xoắn bằng liên kết hydro 

giữa các chuỗi thông qua cầu nối là phân tử nước cũng như liên kết hydro trực 

tiếp với một nhóm cacbonyl. Với hàm lượng axit imino trong thành phần thấp 

hơn so với các nguồn khác, collagen từ sứa dễ có khả năng bẻ gãy liên kết để 

tạo thành các phân tử có trọng lượng thấp hơn, từ đó có khả năng tạo sự đa 

dạng về thành phần phân tử collagen và nâng cao các hoạt tính của chúng. 

Như vậy, chất lượng collagen tách chiết từ sứa có chất lượng về thành 

phần, số lượng axit amine tốt hơn so với nhiều loại collagen được tách chiết từ 

các nguồn nguyên liệu khác, và chính sự khác biệt về chất lượng này cũng góp 

phần tạo nên tính bền vững trong cấu trúc không gian của collagen, giúp làm 

tăng chất lượng và khả năng ứng dụng cho nhiều mục đích. 

3.2.5. Một số đặc điểm khác của collagen 

Một số đặc điểm về thành phần dinh dưỡng của collagen được tách chiết 

từ sứa R. hispidum trong nghiên cứu cũng được xác định, kết quả được thể hiện 

trên Bảng 3.6. 
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Từ kết quả trên Bảng 3.6 cho thấy, thành phần collagen tách chiết chủ yếu 

là protein, chiếm tới 89,01%, tiếp đến là hàm lượng carbohydrate (5,09%) và 

tro (1,84%). Đặc biệt là trong thành phần của collagen từ sứa không có lipit, 

trong khi collagen từ một số nguồn khác vẫn phát hiện thành phần lipit. Đây là 

một thông số có tính chất ưu việt trong quy trình tách chiết collagen từ sứa R. 

hispidum. Mặt khác, khi so sánh với collagen từ các nguyên liệu khác (gà, cá), 

collagen thu được có chất lượng khá tốt, độ ẩm đạt thấp nhất chỉ 4,06%, hàm 

lượng protein tương đối cao, lượng carbohydrate cũng thấp hơn so với collagen 

được tách chiết từ gà.  

Bảng 3.6. Một số đặc điểm dinh dưỡng của collagen 

Thông số Đơn vị Collagen 

trong 

nghiên cứu 

Collagen từ 

gà [82] 

Collagen 

từ da Cá 

Hồi [83] 

Collagen 

từ đầu Cá 

Thu [84] 

Độ ẩm g/100g 4,06 ± 0,01 5,10 ± 0,06 74,2±0,2 7,7±1,4 

Protein g/100g 89,01 ± 2,14 70,84 ± 0,73 22,4±0,1 89,4±1,8 

Lipit g/100g ND 1,02 ± 0,05 03,3±0,3 0,8±0,1 

Tro (ash) g/100g 1,84 ± 0,25 13,03 ± 0,16 00,3±0,1 1,6±0,5 

Carbohydrate g/100g 5,09 9,97   

3.3. Nghiên cứu thử nghiệm phân cắt collagen bằng enzyme tạo sản phẩm 

collagen peptide 

3.3.1. Kết quả thử nghiệm phân cắt collagen tạo sản phẩm collagen peptide 

bằng enzyme alkaline protease 

 Dựa trên các kết quả nghiên cứu đã được công bố trong và ngoài nước về 

hướng nghiên cứu phân cắt collagen, luận văn đã thử nghiệm tạo sản phẩm 

collagen peptide dựa trên việc ứng dụng enzyme alkaline protease trong việc 

phân cắt mạch collagen. Dữ liệu về khối lượng collagen khô qua đông khô được 

so sánh với khối lượng sứa nguyên liệu, hàm lượng collagen có trong nguyên 

liệu để tính hiệu suất và thể hiện kết quả trên Bảng 3.7.  
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Bảng 3.7. Kết quả thử nghiệm phân cắt collagen thành collagen peptide 

 Quy trình 

thử nghiệm 

Quy trình 

đối chứng 

Khối lượng nguyên liệu sứa (gam) 30 30 

Collagen có trong nguyên liệu sứa 

theo lý thuyết (gam) 
0,54 0,54 

Bột collagen khô (gam) 0,39 0,50 

Hiệu suất so với nguyên liệu sứa (%) 1,31 1,66 

Hiệu suất so với collagen trong 

nguyên liệu (%) 
72,46 91,95 

Kết quả trên Bảng 3.7. cho thấy khi bổ sung thêm bước phân cắt tạo 

collagen peptide ảnh hưởng đáng kể đến hiệu suất thu collagen. Cụ thể, hiệu 

suất thu hồi lượng bột collagen qua phân cắt bằng enzyme alkaline protease đạt 

~ 1,31% so với khối lượng nguyên liệu và đạt được 72,46% so với lượng 

collagen có trong nguyên liệu sứa theo tính toán lý thuyết. Trong khi đó, thử 

nghiệm 2 khi không có sử dụng thêm enzyme alkaline thì hiệu suất thu hồi 

collagen cao hơn đạt 1,66% so với khối lượng nguyên liệu và đạt được 91,95% 

so với lượng collagen có trong nguyên liệu sứa. 

Collagen peptide được coi là nguyên liệu lý tưởng trong lĩnh vực thực 

phẩm chức năng do giá trị dinh dưỡng cao, hoạt tính hạ huyết áp cao và tính 

kháng nguyên thấp. Việc ứng dụng collagen peptide đã được quan tâm trong 

suốt hai thập kỷ qua trong ngành công nghiệp thực phẩm, dược phẩm và mỹ 

phẩm. Mặc dù các nghiên cứu đã đạt được nhiều tiến bộ trong thủy phân 

collagen từ da cá, nhưng các nghiên cứu thủy phân collagen từ sứa là vô cùng 

ít ỏi. Mặt khác, chức năng của các sản phẩm thủy phân collagen tạo collagen 

peptide khác nhau vẫn chưa hoàn toàn rõ ràng và mối quan hệ giữa sự phân bố 

trọng lượng phân tử của sản phẩm thủy phân collagen và chức năng của chúng 

chưa được nghiên cứu nhiều. 



44 

 

Việc sử dụng enzyme alkaline protease tạo ra sản phẩm collagen có kích 

thước nhỏ hơn đã được chứng minh là có hiệu quả ở nhiều nghiên cứu trước 

đây. Theo [85], chủng Aspergillus niger LCF 9 có khả năng tổng hợp một loại 

alkaline proteinase mới có hoạt tính collagenase cao. Các thử nghiệm được thực 

hiện trên 9 loại collagen thương mại đã cho thấy enzyme này có thể thủy phân 

chuỗi collagen mà không giải phóng axit amin và giải phóng các peptide trọng 

lượng phân tử rất thấp, do đó rất tiềm năng được sử dụng trong thủy phân 

collagen tạo collagen peptide ứng dụng trong điều trị bệnh. 

Nghiên cứu [86] đã thử nghiệm so sánh hiệu quả thủy phân collagen ở cá 

vảy nước ngọt của một số loại enzyme protease bao gồm: trypsin, protease 

trung tính, papain và alkaline protease. Kết quả cho thấy, trong số các loại 

protease được lựa chọn, alkaline protease là enzyme hiệu quả nhất để chiết xuất 

gelatin bằng cách thủy phân collagen vảy cá. Các điều kiện thủy phân tối ưu 

như sau: thời gian chiết 6h; nhiệt độ, 50°C; độ pH 9 và hàm lượng enzyme, 3% 

(w/w). Dưới những điều kiện thủy phân tối ưu này, sản lượng gelatin đạt được 

là 48,1 % (w/w). Gelatin được điều chế bằng thủy phân protease kiềm cho thấy 

hoạt tính nhũ tương cao hơn và chỉ số ổn định nhũ tương thấp hơn so với gelatin 

được điều chế bằng phương pháp chiết xuất khác. 

Theo [64], collagen peptide có khả năng làm giảm đáng kể huyết áp. Tuy 

nhiên, thành phần dinh dưỡng tổng thể đã bị thay đổi. Do đó, hàm lượng của 

các peptide thu được sau quá trình thủy phân là rất quan trọng. Peptide mạch 

dài thể hiện hoạt tính hạ huyết áp yếu hơn so với peptide mạch ngắn. Khối 

lượng phân tử collagen tối thiểu để có tác động đến huyết áp dường như nằm 

trong khoảng từ 900 đến 1.900 Da. Đặc biệt, sự phân bố trọng lượng phân tử 

dưới 1.000 Da đã được chứng minh là yếu tố quyết định. Trên đối tượng là da 

cá tuyết Đại Tây Dương (Gadus morrhua), Huo và cộng sự (2009) đã xây dựng 

được quy trình tối ưu để thủy phân collagen và xác định được sự phân bố trọng 

lượng phân tử của các sản phẩm thủy phân. Theo đó, alkaline protease được bổ 

sung sau khi thu được dịch chiết collagen và trong 3 giờ ở nhiệt độ (50°C), pH 

(10,0), nồng độ cơ chất (75 g/L) và hàm lượng enzyme: cơ chất (3%). Các sản 

phẩm thu được có thể có trọng lượng phân tử chỉ từ 300-1500Da, phần lớn dưới 

1200Da. 

Cụ thể là enzyme alkaline protease phân cắt các vùng liên kết chéo 

telopeptide do đó giúp tạo ra sản phẩm protein ít hoặc không liên kết và tăng 
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độ tinh khiết của sản phẩm collagen [59]. Do collagen bị phân cắt tạo sản phẩm 

có kích thước nhỏ hơn nên qua quá trình thu hồi bị hao hụt nhiều hơn dẫn đến 

hiệu suất thu giảm đáng kể. Trong nghiên cứu này, tuy hiệu suất tách chiết 

không tăng (Bảng 3.7.) nhưng sản phẩm collagen (peptide hoặc phân tử) có khả 

năng tinh khiết hơn hay giảm tạp chất cũng như giảm tính kháng nguyên do 

telopeptide gây ra, điều này cũng đã được nhận định và đã được chứng minh 

[29] [25] [63]. Giá trị sinh học của các peptide khác nhau tùy thuộc vào quá 

trình chế biến, xử lý nhiệt, enzyme được sử dụng và điều kiện thủy phân bằng 

enzyme. Có thể thu được nhiều loại sản phẩm thủy phân collagen trong các 

điều kiện của quá trình thủy phân khác nhau, nhưng tính khả dụng sinh học của 

các sản phẩm thủy phân này không rõ ràng. Do đó, việc xác định sự phân bố 

trọng lượng phân tử của collagen peptide là hết sức cần thiết, nhằm đánh giá cả 

về hiệu quả kinh tế và khả năng ứng dụng của các sản phẩm, từ đó lựa chọn 

quy trình công nghệ phù hợp để định hướng các nghiên cứu ứng dụng tiếp theo. 

3.3.2. Đặc điểm sản phẩm collagen peptide dưới kính hiển vi quét (SEM) 

Hai mẫu bột collagen sứa thu được từ quy trình có bổ sung bước phân cắt 

tạo collagen phân tử được tinh sạch và quan sát, chụp ảnh ở mức độ phóng đại 

dưới kính hiển vi quét – SEM (Hitachi S-4800). Kết quả quan sát được thể hiện 

trên Hình 3.7 và Hình 3.8.  

Hình 3.7. và 3.8. cho thấy hình ảnh bột collagen phân tử dưới kính hiển vi 

điện tử quét. Ở thước 200µm (Hình 3.8.B) và thước 100µm (Hình 3.8.A) có thể 

thấy sản phẩm thu được phần lớn có dạng hình cầu kích thước 20-30µm. Tuy 

nhiên, quan sát chi tiết hơn ở thước 50µm (Hình 3.7.A, 3.7.B) quan sát được 

hình dạng của các tiểu phần chưa có sự đặc thù rõ ràng và thiếu sự đồng đều. 

Các tiểu phần có xu hướng bị kết tập thành các đám tiểu phần lớn hơn. 

So sánh hai quy trình có thể thấy, với sản phẩm collagen từ quy trình chỉ 

sử dụng enzyme pepsin thông thường bột collagen có kết cấu lớn dạng lỗ xốp, 

độ phóng đại lớn hơn vẫn thấy các kết cấu dạng mảng nhưng liên kết chặt chẽ 

với nhau tạo thành cấu trúc tương đối đồng đều. Nhưng với quy trình bổ sung 

thêm một bước thủy phân nữa với enzyme alkaline protease, phân tử collagen 

đã bị phân cắt nhỏ hơn tạo sản phẩm hình cầu và kết cấu rời rạc và ít đồng nhất 

hơn.  
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Hình ảnh SEM 

 
 

 

- Độ phóng đại: thước 50µm 

- Các tiểu phân trong hệ collagen 1 có dạng hình cầu 

- Phần lớn các tiểu phần bị kết tập vào nhau (aggregation) 

tạo thành các đám tiểu phân có kích thước lớn. 

 

Hình 3.7. Ảnh chụp SEM của mẫu collagen 1 
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Hình ảnh SEM 

 

- Độ phóng đại: thước 100µm  

 

- Độ phóng đại: thước 200µm 

- Các tiểu phân trong mẫu collagen 2 có dạng hình cầu 

-  Kích thước tiểu phân trong khoảng 20-30 µm 

 

Hình 3.8. Ảnh chụp SEM của mẫu collagen 2 
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3.3.3. Đặc điểm phân bố kích thước hạt collagen peptide 

Khi sử dụng cùng loại enzyme nhưng ở các điều kiện khác nhau có thể thu 

các sản phẩm thủy phân collagen khác nhau và hoạt động sinh lý của các sản 

phẩm thủy phân này cũng khác biệt. Vì vậy, điều quan trọng là phải tìm hiểu 

sự phân bố trọng lượng phân tử của các collagen thủy phân để nghiên cứu tính 

khả dụng sinh học của chúng [64] 

 

Hình 3.9. Phân bố kích thước của hệ collagen 1 

 

Hình 3.10. Phân bố kích thước của hệ collagen 2 
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Phương pháp DLS được sử dụng để kiểm tra đặc điểm phân bố kích thước 

hạt collagen phân tử. Hai mẫu bột collagen phân tử được thực hiện độc lập thu 

được kết quả như Hình 3.9. và 3.10. 

Kết quả kiểm tra đặc điểm phân bố kích thước của hạt collagen phân tử 

thu được cho thấy cả 2 mẫu collagen phân tán rất tốt trong nước. Hình 3.9. và 

3.10. cho thấy dựa trên cường độ tán xạ, kích thước hạt trung bình của mẫu 

collagen 1 là 1288nm trong khi dựa trên sự phân bố theo số lượng kích thước 

trung bình mẫu collagen 2 nhỏ hơn một chút là 1188nm. Điều này hoàn toàn dễ 

hiểu bởi phân bố kích thước theo độ tán xạ làm nổi bật các hạt có kích thước 

lớn hơn trong hệ trong khi phân bố theo số lượng làm nổi bật các hạt có kích 

thước nhỏ hơn. Tuy nhiên, độ phân bố kích thước mẫu vẫn còn tương đối rộng 

thể hiện hỗn hợp các collagen peptide thu được có nhiều kích thước khác nhau. 

Mặt khác, kích thước trung bình các hạt thu được bằng phương pháp DLS 

nhỏ hơn rất nhiều kích thước quan sát được trên ảnh hiển vi điện tử quét (15 - 

35 µm). Điều này được giải thích là do sự khác nhau về trạng thái tồn tại của 

hạt nano trong hai phương pháp phân tích. Đối với phương pháp FESEM, mẫu 

được chụp ở trạng thái khô, khi đó, các phân tử collagen sẽ tồn tại ở trạng thái 

chặt chẽ hơn, có khả năng kết dính giữa các hạt tạo thành các cụm hạt và dưới 

kính hiển vi sẽ quan sát thành các cụm hạt với kích thước lớn hơn. Trong khi 

đó, đối với phương pháp DLS, các tiểu phân tồn tại trong môi trường nước, các 

phân tử được phân tán tách rời, làm cho bán kính động học của hạt sẽ nhỏ hơn 

rất nhiều. 
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KẾT LUẬN 

- Enzyme pepsin bổ sung vào quy trình tách collagen từ sứa R. hispidum 

đạt hiệu quả cao ở nồng độ pepsin 0,1%; tỷ lệ khối lượng sứa: dung môi enzyme 

là 1:3 và thời gian thủy phân là 24h.  

- Đặc điểm thành phần axit amin, cấu trúc hình thái phân tử (SEM), phổ 

FTIR, thành phần dinh dưỡng của sản phẩm collagen có chất lượng tương 

đương và tốt hơn so với collagen tách chiết từ một số nguồn nguyên liệu khác. 

- Enzyme alkaline protease phân cắt collagen tạo ra sản phẩm collagen 

peptide có kích thước nhỏ hơn (trung bình 1188-1288nm), có khả năng tan tốt 

trong nước và có tiềm năng cho phát triển ứng dụng vào đời sống. 

 

KIẾN NGHỊ 

Cần tiếp tục thử nghiệm thêm các điều kiện dùng enzyme ankaline 

protease phân cắt collagen để xây dựng hoàn thiện quy trình tạo collagen 

peptide có chất lượng và hiệu suất cao. 
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