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LOI CAM DOAN

To1 xin cam doan luan an: “Nghién ctru st dung mot ) k¥ thuat tién tién va

cong nghé tich hop dé ché bién toan dién rong niu thanh cac san pham hitu ich” 1a
cong trinh nghién ctru ctia chinh minh dudi sy hudng dan khoa hoc cua tap thé hudng
dan. Luén an str dung thong tin trich dan tir nhiéu ngudn tham khao khac nhau va cac
thong tin trich ddn duoc ghi rd ngudn gbc. Cac két qua nghién ctru cua toi duoc cong
bb chung véi cac tac gia khac da duoc sy nhét tri ciia dong tac gia khi dwa vao luan
an. Cac s6 liéu, két qua duoc trinh bay trong luan 4n 13 hoan toan trung thyc va chua
ting duoc cong bd trong bat ky mot cong trinh ndo khac ngoai cac cong trinh cong
b cua tac gia. Luan 4n dugc hoan thanh trong thoi gian toi lam nghién ciru sinh tai
Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét Nam.

Ha Noi, ngay thang  nam 2023
Tac gia luan an
(Ky va a@gthén)r o

Tran Duy Phong
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Luéan an nay dugc hoan thanh tai Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé - Vién Han
lam Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam. Trong thoi gian thyc hién nghién ctru t61 da
nhan duogc nhiéu sy giup d&, dong gop ¥ kién va chi bao tin tinh cta cac thiy ¢, anh,
chi, em, ban déng nghiép.

Trude hét toi xin bay t6 161 cam on chan thanh, siu sdc nhat téi GS. TS Pham
Quéc Long va PSG. TS. Tran Quéc Toan, Vién Hoéa hoc céac hop chét thién nhién da
tan tinh hudng dan va dinh hudéng cho t6i trong sudt qué trinh nghién ctru dé hoan
thanh luan an.

To1 xin tran trong cam on sy quan tdm giap d& cia Ban lanh dao Hoc vién
Khoa hoc va Cong ngh¢, Vién Hoa hoc cac Hop chat Thién nhién d3 tao diéu kién va
gitp do t61 hoan thanh luan an.

T6i xin cam on tap thé phong hoa sinh hitu co, phong phan tich héa hoc, trung
tam phat trién cong nghé sach va vat liéu, trung tdm nghién ctiru va phat trién san
phém thién nhién, trung tdim Hoa thuc vat va Cong ngh¢é Nano Y Sinh - Vién hoa hoc
céc hop chét thién nhién da tao didu kién co s¢ vat chat giup t6i hoan thanh nghién
cuu.

Téi xin cam on t&i PGS. TS. Nguyén Manh Cudng, PGS. TS Poan Lan
Phuong, PGS. TS bd Hitu Nghi, PGS. TS. Pham Minh Quan, TS. Pang Thi Phuong
Ly, TS. Hoang Thi Bich, TS. Pinh Thi Thu Thuy, Ths Lai Phuong Phuong Thao da
hudng dan, gop ¥ va gitp d& cho toi rat nhidu trong qua trinh hoc tap va nghién ciru.

T6i xin cam on dé tai nghién ctru ma s6 KC.09.23/16-20 d3 tao diéu kién
nguyén liéu, hoa chét va trang thiét bj gitip t61 hoan thanh nghién ctu.

Cudi cung, toi xin bay to 1ong kinh trong va biét on sdu sic dén gia dinh toi,
nhirng ngudi ludn tao diéu kién, dong vién tinh than cho t6i thuc hién luan an.

T61 xin tran trong cam on!

Ha Noi, ngay thdang nam 2023

Tac gia

Tran Duy Phong
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MO DAU

Tai cac viing bién ¢ Viét Nam da phat hién khoang 1000 loai rong bién, trong
d6 c6 hon 120 loai rong niu c6 gia tri kinh té cao, trit lvong 16n. Rong nau phan bd
tir bién Bic dén Nam, tip trung nhiéu nhit 13 ¢ bién mién Trung, trit luong cua ho
rong mo (Sargassaceae) 13 16n nhat, co thé khai thac lam nguyén liéu san xuat cho
cac san pham cho cong nghiép, thyc phim chirc ning, dugce phim. ..

Rong nau duoc xic dinh c¢6 nhiéu thanh phan c6 gia tri nhu axit alginic,
fucoidan, fucoxanthin va phlorotanin... Alginate duoc tng dung rong rai trong nhiéu
[inh vue nhu cong nghiép dét (ning cao d6 bén cho soi), cong nghiép gidy (chat tao
d6 dinh cho thudc nhudém), myc in (lam chat két dinh), cong nghiép thuc pham (st
dung 1am phu gia dé tang d6 nhét, kha niang tao gel va lam 6n dinh hdn hop vai nudc,
chéng dong va nhii hoa), bao ché thude, cong nghé my pham (gitt mui huong, tao do
6n dinh)... Fucoidan trong rong nau c6 hoat tinh sinh hoc cao, c¢6 tac dung chong ung
thu, khang khuén, virut manh, dugc tmg dung nhiéu trong san xuét thudc diéu tri ung
thu va trong nudi trong thuy san.

Tuy nhién, viéc khai thac va ché bién rong nau cua Viét Nam hién con han
ché, rong nau chu yéu dugc ché bién thanh thuc pham & quy mo ho gia dinh. Viéc
chiét xuat cac san pham co gia tri tir rong nau chu yéu duoc thuc hién & quy mé phong
thi nghiém hoic pilot. Mot s6 nghién ctru di tmg dung va tich hop céac k¥ thuat tién
tién (chiét siéu am, chiét enzyme, chiét sir dung vi song, chiét enzyme — siéu am, chiét
enzyme — vi song, ...) nhung chi méi dimng & viéc chiét xuat cac thanh phan cuy thé,
chua dua ra dugc quy trinh ché bién toan dién va sau dbi voi ddi tugng rong nau. Do
d6, yéu cau nghién ctru Gng dung cac k¥ thuit tién tién dé ché bién toan dién va hiéu
qua rong nau trong diéu kién & Viét Nam; déng thoi, dinh hudng tao Alginate va mot
sO san pham hitu ich trong thyc tién tré nén cap béach.

Bén canh do, nghién ctru st dung cong cu hd tro may tinh da va dang dong
g6p quan trong trong linh vuc nghién ciru phat trién thudc. Dua trén su tién bo cia
cong nghé thong tin, cic cong cu md phong hoa sinh hién dai da co thé duoc sir dung
dé sang loc do (in silico), nghién cuu co ché hoat dong va du doan cac hop chit cau
truc mai ¢6 hoat tinh manh. Luan an dinh hudng st dung ki thuat in silico nham dy

doan cac hgp chat c6 tiém nang ve hoat tinh lam trang da tr cac loai rong nau, dong



thoi tim hiéu co ché hoat dong, mbi twong quan hoat tinh — cAu tric cua cac hop chat
c6 hoat tinh theo trc ché tyrosinase.

Chinh vi vay chiing t6i thuc hién dé tai “Nghién ciru sit dung mdt s6 ky thuat
tién tién va cong nghé tich hop dé ché bién toan dién rong niu thanh cac san
phlem hiru ich” nhim thuc hién cac muc tiéu chinh sau:

- Xay dung quy trinh cong nghé ché bién toan dién rong mo Sargasum. sp.
thanh cac san phim c6 gia tri cao (fucoxanthin, phlorotanin, fucoidan va alginate) sir
dung tich hop cac k¥ thuat tién tién.

- Xay dung quy trinh c6éng nghé chiét xuit phenolic tir rong nau theo phuong
phap tich hop vi song va enzyme; Nghién ctru du doan kha nang lam trang da cia
mot s& hop chat phéan 1ap tir chi rong.

- Xay dung quy trinh cong nghé chiét xuat alginate tir rong mo theo phuong
phap tich hop siéu 4m va enzyme, danh gia tac dung sinh hoc, xdy dung tiéu chuin
co so ché pham.

Piém méi ciia ludn an:

- Lan dau tién sir dung tich hop cac k¥ thuat tién tién (chiét siéu am, chiét vi
song, chiét enzyme, loc mang va ly tam 3 pha) va cong nghé tich hop k¥ thuat (siéu
am — enzyme, loc mang, ly tdm 3 pha) tao dong thoi cac sam pham c6 gia tri tir mot
d6i twong rong nghién ciru.

- Lan dau tién d3 xay dung quy trinh cong nghé sau chiét xuét phenolic tir rong
nau theo phuong phép tich hop vi song va enzyme; toi uu hoa diéu kién chiét xuat
phenolic tir rong nau bang phuong phap dap tng bé mit;

- Lan dau tién da xay trinh cong nghé sau chiét xuat alginate tir rong mo theo
phuong phéap tich hgp si€u am va enzyme; nghién ctru qua trinh thu nhan alginate; va
xay dung tiéu chuan co s¢ san pham canxi alginate.

- Lan dAu tién da danh gia hoat tinh chéng loang xuwong, dd an toan va hi¢u luc
ctia ché pham gel canxi alginate va tic dung dao thai cac kim loai ning & chudt cho
két qua tot.

- Pi sang loc duogc cac hop chit phenolic tir rong c6 tac dung tot 1am tring da

thong qua docking phan tir, dinh huéng cho nghién ciru tiép theo vé thuc nghiém.



CHUONG 1. TONG QUAN

1.1. Giéi thiéu rong nau

1.1.1.bacdén, pldan b

Nganh rong niu bao gdbm 16 bo véi khoang 285 chi va khoang 2040 loai, trong
d6 khoang 1500 loai duoc xac dinh trén toan thé gidi [8]. Cac chi nhu Cystoseira,
Dictyota, Ectocarpus, Sargassum, va Sphacelaria bao gdbm mét s luong 16n céc loai
[1,2]. Ngoai trir mot s6 chi séng & ving nudc ngot (it hon 1%), hau hét cac loai rong
nau déu séng ¢ bién va phan 16n phat trién ¢ cac khu vuc can triéu [3]. Khoang 95%

cac loai rong nau phan bod ¢ vung nude lanh dén 6n déi.
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Hinh 1.1. Biéu do sw xudt hién ciia rong Néu trén thé gidi [8]

Két qua nghién ctru ciia Dam Puec Tién (2019) cho thdy da xac dinh duoc 73 loai
rong bién thudc 4 nganh rong tai ving bién ven dao huyén C6 T6 va Thanh Lan, trong d6
4 loai rong Lam (5,5%), 34 loai rong Do (46,6%), 20 loai rong Nau (27,3%) va 15 loai
rong Luc (20,6%). Cac B0 rong nau chu yéu ¢ Vigt Nam 1a bo Dictyotales (ho
Dictyotaceae: 9 loai). Rong nau phan b chii yéu ¢ ving bién Bac Bo vai 73 loai, ving
bién Bac Trung Bo c6 49 loai chiém 24%, ving bién Nam Trung B ¢6 31 loai, ving bién
Nam B6 ¢6 1 loai [4]. Tong trir luong tuoi tire thoi wde tinh cho cac nhom rong bién uu
thé nay (thang 11/2010) vao khoang 300 tin. Riéng nhém rong mo, ching phan bd chu
yéu ¢ khu vuc ven ddo, c6 do sau nudc khong 16n, tap trung & cac bai khu vuc cang Bic
Van va mot s khu vuc ven bién xa Déng Tién trén dién tich khoang 20 ha, voi trit lugng

wée tinh khoang 160 tin tuoi (B Van Khuong va cs., 2016).



1.1.2.M6t 6 ng dung dia rongn a u

Rong niu dugc dung dé san xuét ra cac loai keo rong bién nhu alginate, agar
hozc ché bién 1am thirc dn cho vét nudi, 1am phan bon [4]. Nhiéu loai rong nau ciing
1a ngudn thyc pham quan trong ciia con ngudi va cac nganh cong nghiép, chang han
nhu hoat dong nudi trong thiy san cac loai tao be (kelp) rat phd bién & Han Quéc va
Nhat Ban [2].

Str dung 1am thyc phim: Rong nau 1am thie pham nhiéu nhét 13 cac loai thude
chi Laminaria (nhu L. japonica, L. ochotensis, L. angustata, L. coriacea va Laminaria
longissima) phan bd ty nhién & Han Qudc, Nhat Ban va duoc nudi trong thanh cong &
Trung Qudc [3,4].

Lam phan boén: Cac loai rong thudc chi Ascophyllum, Ecklonia va Fucus
thuong duge dung nhu chat phy gia diéu hoa dat va phan bon vi trong rong ¢ chia
nhiéu hop chit nito, kali va phot pho. Tai Viét Nam, nhan dan thudng lay rong mo
bén cho laa, khoai sin, dau, cai cu, mia, ca phé, ca chua, dua hau rét tt.

Ché bién keo rong: Loai keo rong dugc ché bién chii yéu nhat tir rong nau la
alginate. Cac loai thudc chi Sargassum duoc st dung nhiu dé san xuat alginate.
Ngoai ra, alginate dugc san xuat & My, Chau Au va Trung Qudc con tir cac loai thudce
chi Laminaria, Macrocystis, Ecklonia, Durvillea, Ascophyllum [3]

Ung dung san xuét nhién liéu sinh hoc: Rong Sargassum horneri dugc nghién
ctru dé san xuét ethanol sinh hoc, két qua thu dugc 29,6 kg ethanol hodc 38 lit ethanol
tir 1 tAn rong tuoi c6 d6 am 90 % [5].

Diéu ché cac chat c6 hoat tinh sinh hoc: Rong bién chira cic polysaccharid c6
¥y nghia trong nganh y dugc. Pic biét trong rong nau chira nhiéu alginate, dugc st
dung trong diéu tri bénh tim mach, chong déng méau, chdng oxy hoa va ha huyét ap,...
Mot s6 loai rong Nau thuong duge sit dung 13 Saccharina japonica - tén thuong
phém: Laminaria hodc haidai; Ecklonia kurome; mot sb loai thudc chi Sargassum, cé
tac dung dé diéu tri ung; Saccharina khod dung dé lam gidn cb t cung [4].

Lam thtc an chan nudi: Tu lau, rong bién di duoc st dung 1am thurc an cho
gia stc (clru, b, ngwa) & cac ving ven bién. Ngay nay, rong bién lam thirc an gia stic

duogc san xuat & quy mo cong nghiép (dang bot) [6].



1.13. Thaanh hwmd RNoat tsinmhbc

Gidng nhu cac nganh rong bién khac, rong nau chtra cic chit co ban nhu
cacbonhydrate (4-70%CK), protein (3-24%CK), tro (14-45%CK), lipid (0,3-4,8%CK)
[7]. Rong bién ndi chung va rong Nau néi riéng c6 chira cac hop chit c6 hoat tinh sinh
hoc cao nhu cac sic t6 (carotenoid), polysaccharid (alginate, fucoidan), lipit du tri,
vitamin,... c6 tiém ning tmg dung cao trong linh vuc y duoc.

1.1.3.1. Carbonhydrate

Trong thanh phan ciia rong bién, polysaccharid 1a thanh phan quan trong nhat
xét vé mit ham luong hoa hoc va gia tri thuong mai. Cac polysacarit chu yéu dugc
chia thanh ba nhom: polysacarit cau triic, chat nhay giita cac té bao va polysacarit luu
trit. Tinh chat hoa hoc ctia cac polysacarit nay khong chi khac véi cac tinh chat duoc
tim thdy trong thuc vat trén can ma con giita cac 16p rong bién [9]. Cac polysacarit
chinh cua rong nau la axit alginic (alginate), fucoidan va laminaran.

x Alginate

Alginate chiét xudt tir rong niu & ca dang axit va mudi. Dang axit 1a mot axit
polyuronic mach thang, dugc goi 1a axit alginic; dang mubi 14 thanh phan quan trong
ctia thanh té bao trong tat ca rong nau, chiém tdi 40—-47% trong lugng kho cua sinh
khéi rong bién. Hau hét cac loai rong nau 13 ngudn alginate tiém niang. Ham luong
axit alginic khac nhau gitta cac loai va mua thu hoach va thuong chiém tir 10% dén
30% trong lwong rong kho. Pic tinh cia alginate phu thudc vao loai rong bién va loai

alginate c6 trong chung [7].
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Hinh 1.2. Cac monomer co trong axit Alginic. (a) axit f-D-mannuronic;
(b) axit a-L-guluronic
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Hinh 1.3. Trinh tw chudi alginate

Axit alginic bao gdm cac don vi axit f-D-mannuronic (M) va gdc axit a-L-
guluronic (G) ndi véi nhau bang lién két B-1,4. Cac don vi ndy duoc phan phdi ngiu
nhién trong mot chudi mach thang. Ching ciing c6 thé duoc sap xép thanh cac khoi
d6ng nhat MM hodc GG va khong dong nhat hoidc xen k& nhu MG. Pic tinh vat 1y
khac nhau cua alginate giita cac loai 1a do ty 1& khic nhau ctia cac gdc axit mannuronic
va axit guluronic. Trong lugng phan tir cta cac ché phdm thuong mai nim trong
khoang tir 32.000 dén 200.000, véi muc do trung hop tir 180-930 [9].

Alginate 1a mudi ctia axit alginic chudi dai, trong rong nau xuét hién chu yéu dudi
dang mudi canxi cia axit alginic, mic di mubi magié, kali va natri ciing c6 mit. Natri
alginate 1a polyme tan trong nudce tao ra dung dich c6 d§ nhét cao, c6 kha nang tao gel
vO1 su ¢6 mat cua cac cation da hoa tri, chﬁng han nhu canxi, natri alginate [64].

Alginate duoc (mg dung & nhiéu linh vuc do tinh chat luu bién, kha ning tuong
thich sinh hoc, kha nang phan huy sinh hoc va it doc tinh. Ty I¢ cua ba loai khéi —
MM, GG va MG xéc dinh tinh chat vat Iy ciia alginate — alginate c6 G cao c6 dic tinh
tao gel cao hon, trong khi nhitng loai c6 M cao c¢6 d§ nhét cao hon. Viéc danh gia ty
16 M/G ciing rat co ban — ddi véi alginate co ty 16 M/G cao, alginate tao ra gel dan
hdi, trong khi dbi véi alginate co ty 16 M/G thap tao ra gel gion [64].

Nhiéu nganh céng nghiép lién quan dén ché bién thuc pham, dugc pham, thirc dn
chian nudi va my pham st dung axit alginic chiét xuat tir Saccharina va Undaria. Axit
alginic thé dugc tinh ché dé st dung 1am phu gia thuc phdm. Trong thyc pham, ching
chu yéu duoc sir dung 1am chit 6n dinh trong kem, phomai, siro va topping [9].

Axit alginic c6 tac dung: Chdng ting huyét ap, giam ndng do cholesterol, c6

thé ngan chan sy hép thu cac chat héa hoc doc hai va dong vai tro chinh la chét xo



tiéu hoa dé duy tri sirc khoe; Chéng lai chat gy ung thu tiém an, lam sach hé théng
ti€u hda va bado v€ mang bé mat cta da day va ruot; Hép thu cac chét nhu cholesterol,
sau d6 dugc loai bo khoi hé thong tiéu hoa va dan dén cac phan ing ha duong huyét.
Alginate voi trong lugng phan tir >50 kDa c6 thé ngin nglra bénh béo phi, ha
cholesterol mau va tiéu duong. Cac quan sat 1am sang ciia nhitng ngudi tinh nguyén
thira can tir 25-30% cho thay alginate, mot loai thudc c6 chira axit alginic, 1am giam
trong luong co thé mot cach dang ké [11,12]. Trong diéu tri bénh tiéu duong loai II,
ubng 5g natri alginate mdi sang gitip ngan chin su gia ting ndong do glucose, insulin
va C-peptide sau bita dn va 1am chim qu4 trinh van chuyén xubng da day. Bira an b
sung 5% alginate tao be 1am giam can bang hap thu glucose trong 8 gid & lgn. Cac
nghién ctru tuong tuy da dugc thyc hién trén chudt va nguoi [13].

Mot tac dung ddi véi stre khoe khac 1a dic tinh lién két cua axit alginic vdi cac
1on kim loai hoa tri hai, vo1 mirc do tao gel hoac két tha véi cac kim loai trong khoang
Ba<Pb<Cu<Sr<Cd<Ca<Zn<Ni<Co<Mn<Fe < Mg. Khong c6 enzym dudng rudt nao
c6 thé tiéu hoa axit alginic. Piéu ndy c6 nghia 13 cac kim loai ning duoc dua vao co
thé con ngudi sé bi axit alginic trong rudt tao thanh gel hoic dang két tia va khong
thé hap thu vao mé co thé [7].

Tac dung cAm mau cia alginate ciing duoc khai thac trong phau thuat. Bang
gac, bong, gac va cac vat liéu dic biét duoc tim dung dich natri alginate duogc san
xuat va sir dung bén ngoai va boi 1én cac diém chay méu trong qué trinh phiu thuat
trén cac co quan nhu mo. Nghién ciru vé tac dung cua alginate ddi v6i qua trinh dong
mau tién huyét khéi va kich hoat tiéu cdu da chi ra mic d cta nhitng tac dung nay
phu thudc vao ty 18 gitra chudi mannuronic va guluronic trong phan tir, ciing nhu nong
d6 canxi. Tuy nhién, ion kém chira alginate dd duoc ching minh c¢6 tic dung cam
mau nhiéu nhat [14].

x Fucoidan

Rong bién chira fucoidan polysacarit sunfat, mot loai axit polyuronic, 1a chat
x0 hoa tan trong nudc. Fucoidan, dugc dat tén boi Kylin vao nam 1915, 1a mdt polyme
cua fucan sulfat gém cac don vi L-fucose-4-sulfate duoc lién két voi nhau br?mg lién
két 1,2 va trong mot sd trudng hop, nd con chira thém fucan sulfat véi lién két 1,3
hodc 1,4, mang chudi mach bén cua cac géc galactose, xyloza hodc uronic. Ham

luong fucoidan thay d6i tir it nhat 1 2% trong ho Laminariaceae dén hon 20% (trong



lugng kho) trong ho Fucaceae, c6 mbi lién hé gitta ham lugng fucoidan va o sau ma
rong phat trién (ham lwong nay giam khi d6 sdu cta rong ting) [9].
R
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Hinh 1.4. Céng thirc cdu tao ciia fucoidan

Fucoidan duoc tim thiy chu yéu trong thanh té bao cta rong niu, nhung khong
c0O & cac loai tdao hoac thuc vat bac cao khac. Fucoidan duoc coi 1a mdt phan tir cliing
¢6 thanh té bao va dudng nhu c6 lién quan dén viéc bao vé chdng lai tic dong cia
viéc bi hiit am khi rong bién 16 ra khi thuy triéu xudéng. Fucanoids c¢6 thé chiém hon
40% trong luong kho cua chiét xuat thanh té bao tao rong va c6 thé dé dang chiét
bang nudc nong hodc dung dich axit. Fucoidan nhét & nong do rat thap, dé bi phan
huy boi axit hodc bazo pha loang [15].

Fucoidan dugc biét 1a ¢4 nhiéu dic tinh sinh hoc véi cac ung dung tiém nang
cho strc khoe con ngudi. Fucoidan dugc tim thdy trong rong bién nhu Undaria va
Laminaria cho thiy cac dic tinh chéng dong méu, chéng ung thu va khang vi-rat.
Céc ché pham Fucoidan di dugc dé xudt nhu mot giai phap thay thé cho heparin
chéng dong mau dang tiém [16].

Fucoidan da dugc tim thay c6 kha ning phuc hoi cac chirc nang mién dich cua
chudt bi trc ché mién dich, hoat dong nhu mot chit diéu hoa mién dich truc tiép trén
dai thuc bao, té bao lympho T, té bao B, té bao giét tu nhién (NK), thiic day sy phuc
hoi chire nang mién dich trong co thé chudt bi chiéu xa, kich thich san xuit interleukin
1 (IL-1) va interferon-y (IFN-y) trong dng nghiém va thiic ddy phan tmg khang thé so
cap trong té bao hong cau ciru in vivo [7,17].

Dic tinh khang virus ctia fucan sunfat hoa ciing d3 duoc mo ta nhu tc ché 1lay
nhiém HIV, HSV, virus bai liét III, adenovirus III, virus ECHO06, coxsackie B3,
coxsackie A16, cytomegalovirus va virus ti€u chay bo [18-20].

Fucoidan duoc biét 1a c6 tic dung chong khéi u. Cac polysacarit da anion nay
c6 tac dung chong hinh thanh mach, chéng ting sinh té bao khéi u, ching @rc ché sy

phat trién cta khoi u va giam kich thude khoi u, tre ché su két dinh cua té bao khoi u



v6i cac chat nén khac nhau, va ¢ tac dung chéng ung thu truc tiép trén cac té bao
HS-Sultan cua con nguoi thong qua con duong caspase va ERK [16,21].

Ngoai ra, fucoidan 1a mot chat chéng oxy hoa tu nhién tuyét voi va thé hién
hoat tinh chdng oxy hoa déng ké trong cic thi nghiém in vitro. Cac polysacarit sunfat
hoa tir rong bién Laminaria japonica va Ecklonia kurome di dugc chimg minh 13 ¢
hoat tinh chdng oxy hoa nay [22,23].

X Laminaran

Laminaran 13 polysacarit du trir dwgc tim thdy phd bién trong rong bién nau
va bao gém khoang 20 gbc glucose ndi v6i nhau bang lién két B-1,3. Ham luong
laminaran thay d6i theo mua va theo méi truong song va cé thé dat tdi 32% trong
luong khé [7]. Laminaran d3 duoc nghién ctru lam chét nén cho vi khuan [24]. N6 da
duoc chirng minh 1a mot loai bot bui phau thuat an toan va co thé c6 gia tri nhu mat
chat trc ché khéi u va & dang este sulphate, né nhu mét chat chdng dong mau [25].
Laminaran c6 kha niang bao vé chong nhiém tring do vi khuan va bao vé chong lai
su chiéu xa nghiém trong, tang cuong mién dich, giam cholesterol trong mau [7,25].

1.1.3.2. Lipid

Lipid 1a mot nhoém rong 16n cac phan tir tw nhién bao gom chat béo, sap, sterol,
vitamin tan trong chit béo (chfmg han nhu vitamin A, D, E va K), mono-, di- va
triacylglycerol, diglyceride, phospholipid va cac loai khac. Ham luong lipid trong
rong bién trung binh chi 1-3% trong luong kho, thip hon so véi cac sinh vat bién
khac. Do d6, dong goép ciia chiing nhu mot ngudn nang luong thuc pham 1a khong
dang ké. Cac loai rong bién nhiét d6i chua it lipid (<1%) hon cac loai nudc lanh
(1,6%). Glycolipid 1a 16p lipid chinh trong tat ca cac loai rong bién, tiép theo 14 trung
tinh va phospholipid.

Céc axit béo cta rong bién thudng c6 mach thang, sb nguyén tir carbon chin
va c6 mdt hodc nhiéu lién két doi. Dic biét, rong bién co thé 1a mot nguén axit béo
thiét yéu nhu axit eicosapentanoic (EPA, C20:5n-3). Rong nau giau axit béo voi 20
nguyén tur carbon la EPA va axit arachidonic (AA, C20:4n-6). Ty 1€ axit béo n6 / n3
1a rat quan trong ddi vé6i luong dn vao cta con ngudi vi ca hai loai ndy canh tranh
cing mot loai enzyme dé tong hop cac tuyén tién liét c6 ngudn gdc tir ca hai ho n3 va
n6. Sargassum cé ty 18 n-6/n-3 tt (0,3) va ciing c6 ham luong lipid tong cao (3,9%)

[7,9,10]. Trong ca 3 loai Sargassam, axit palmitic (C16:0) 13 axit béo chiém wu thé,
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tiép theo 1a axit arachidonic va axit linoleic. Di-homo gamma linolenic acid, 14 tién
chét cua prostaglandin PGE1 va mdt s6 hoat chét sinh hoc ¢6 lién quan khac, hién
dién voi s6 luong twong ddi cao (khodng 2,4% trong tong sd lipid, 5,7% trong lipid
trung tinh va 2,9% trong phospholipid) trong S. confusum, so voi S. margimatum va
S. thunbergii [37].

Céac phospholipid chinh trong F. vesiculosus va A. nodosum la
phosphatidylethanolamine, nhung ching chiém <10% tong s6 acyl lipid [38]. Kiém
tra thanh phan glycolipid trong mot sd loai rong nau cho thdy ham lugng
monoglycosyldiacylglycerol (MGDG) thay ddi tr 26% dén 47%, ham lugng
diglycosyldiacylglycerol (DGDG) tir 20% dén 44% va ham luong
sulphaquinovosylglycerol tir 18% dén 52% tong sb glycolipid. Ham luong glycolipid
trong hai loai Fucus chiém 14% chat béo hoa tan trong este [39].

1.1.3.3. Sdc t6 mau

Chlorophyll va carotenoid 14 cac sic té mau dugc tim thdy trong tat ca cac loai
rong bién. Chlorophyll a ¢c6 mit trong tat ca cic loai rong bién; nhung chlorophyll ¢
chi ¢6 trong rong nau. Ham luong chlorophyll a 1a 565-2.000 mg/kg chat kho & cac
loai rong nau [7].

Carotenoid 14 sic t6 pho bién nhét trong tu nhién va ching c6 mit trong tat ca cac
loai rong, thuc vat bac cao va nhiéu vi khuan quang hop. Cac sdc td chinh cua rong nau
14 B-caroten, violaxanthin va fucoxanthin, trong d6 fucoxanthin chiém wu thé [9].

Mau nau cua rong nau la két qua cta sy chiém uu thé cua sic t6 fucoxanthin,
sdc t6 ndy che 14p cac sic t6 khac nhu chlorophyll a va chlorophyll ¢, B-carotene va
cac xanthophyll khac. Fucoxanthin 1a mot xanthophyll va ¢ cau triic doc dao, bao
gom mot lién két allenic bat thudng va 5,6-monoepoxide trong phan tir ctia nd [41].
Fucoxanthin 14 mdt trong nhitng carotenoid phong pht nhat trong tu nhién. Ham
lugng trong rong bién thay doi theo muia va vong doi. O dang tinh khiét, fucoxanthin
dé bi oxy hoa. Toéng ham luong carotenoid cua F. serratus duge tim thay 1a khoang
0,08% chat kho va fucoxanthin bao gdm khoang 70% tong s6 carotenoid. Ham lugng
fucoxanthin nam trong khoang tir 172-720 mg/kg trong luong kho & cac loai rong

nau, voi ndng do t6i da & F. serratus [7, 42].
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Hinh 1.5. Céng thirc cdu tao cia fucoxanthin

Fucoxanthin tir Undaria twoi chi yéu duoc tim thdy dudi dang dong phan hinh
hoc all-trans (D88%). Céc dang trans 6n dinh hon; nhung dang cis cta fucoxanthin
dugc phat hién co tac dung trc ché cao hon véi té bao ung thu bach cau (HL-60) va
té bao ung thu rudt két (Caco-2). Su hip thu va két hop dang trans cta fucoxanthin
vao lipid té bao nhanh hon so véi dang cis [43]. Fucoxanthin dé dang chuyén doi
thanh fucoxanthinol trong té bao rudt ngudi va chudt [7].

Céc thi nghiém da chi ra rang fucoxanthin tir rong bién nau Undaria 1am giam
dang ké kha ning séng sot ciia cac té bao ung thu tuyén tién liét & ngudi va giam dang
ké ty 1€ chudt mang khdiu va sb luong khdiu trung binh trén mdi con chudt khi dugc
cho vao nudc ubng [44,45]. Nhiéu nghién ciru da chimg minh tac dung chdng ung
thu, bao gdm trc ché sy ting sinh cta dong té bao ung thu bach cau ¢ ngudi (HL-60)
va giy ra qué trinh chét theo chwong trinh ctia chung [46, 47, 48].

Fucoxanthin tinh khiét (rc ché su tich tu lipid té bao chat trong 3T3-L1 c6 thé
dugc gay ra bai insulin, va theo cach phu thudc vao liéu lugng 1am giam dang ké sy
biéu hién ctia cac gen chuyén hoa lipid trong cac té bao m& 3T3-L1. Co thé nhan thiy
fucoxanthin c6 tac dung ngan ngtra béo phi mot cach hiéu qua [46].

1.1.3.4. Phenolic

Phenolic ¢6 cau tao gdm nhém hydroxyl (~OH) lién két truc tiép v6i nhom
hydrocacbon thom. Phenolics dong vai tro quan trong ddi véi chirc ning chong oxy
hoa cuia rong bién. Ham lugng va thanh phan cuia phenolic trong rong bién thay doi
theo loai, theo mua. Vi dy, phenolic trong Ascophyllum & muc tdi thiéu (D9—10%
trong lwong kho) trong thoi ky qua rung nhiéu nhét (thang 5) va dat mirc t6i da (D12—
14%) trong “mua dong” [7].

Trong rong bién nau, phlorotannin 1a nhém cac hop chét phenolic chinh.

Phlorotannin 1a nhiing thanh phan cuc ky wa nuéc véi nhiéu kich thudc phan tir tir 126
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kDa dén 650 kDa [8]. Rong ndu chtra nhiéu loai phlorotannin khac nhau nhu fucoll,
phlorethol, fucophlorethol, fuhalol, phlorotannin halogen héa va sulfit héa [50,52].

Phlorotannin s& hitu mot sd dic tinh hoat dong sinh hoc, bao gém {rc ché
antiplasmin, giai doc kim loai ndng, tic dung khang khuén, chéng tia cuc tim va hda
tri ngdn ngira cac yéu td nguy co mach mau. Ciing c6 bao céo rang phlorotannin da
kéo dai thot gian cdm Ung trong qua trinh oxy hoa methyl a-linolenate [53-59]. Co
thé nhan thiy phlorotannins 1a hop chit chéng oxy héa tu nhién trong rong nau, cd
kha ning chong lai su thoai hoa do oxy héa ciing nhu ngin ngira va/hodc diéu tri cac
bénh lién quan dén gbc tur do.

Phlorotannin ¢6 c¢6 nhiéu tic dung nhu chéng tiéu duong, chdng oxy hoa,
chdng tang sinh, chéng HIV va bao vé da, chdng phong xa va chdng di tmg. Céc loai
Ecklonia khac nhau cho théy cac dac tinh néu trén do sy hién dién cua cac hop chat
phlorotannin khac nhau nhu fucodiphlorethol G, phloroglucinol, eckol, dieckol va
phlorofucofuroeckol A. Rong nau an dugc Eisenia arborea da dugc sir dung trong y
hoc dan gian va cho thay tic dung chéng di tmg nhd hop chét phlorofucofuroeckol
B. Himanthalia elongate cho thay tac dung chéng vi khuan va chong oxy héa cao, do

su hién dién cua phloroglucinol [8].
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Hinh 1.6. Céu triic héa hoc ciia mét sé loai phlorotannin

1.1.3.4. M{t s6 thanh phan khdc

Mannitol 13 mét loai ruou dudng quan trong hién dién trong nhiéu loai rong
nau, dic biét 1a & Laminaria va Ecklonia. Him luong mannitol chiém 5-30% trong
rong nau va c6 thé dao dong theo mua rong, thay d6i theo méi trudng. Mannitol duoc
mg dung da dang trong dugc pham, san xuat keo cao su, trong cong nghiép son va
vecni, san xuat da va gidy, trong cong nghiép chat déo va san xuét chit nd [26].

Thanh phan va ham lugng protein ciia rong bién thay doi theo loai, nhung nhin

chung ham luong cta rong ndu 1a thap (trung binh 5-15% trong lugng kho) [7]. Hau
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hét rong bién chira tat ca cac axit amin thiét yéu va 1a ngudn giau axit amin c6 tinh
axit, axit aspartic va axit glutamic [27]. Protein rong niu ciing 1a mot ngudn giau
threonine, valine, leucine, lysine, glycine va alanine, vdi cac axit amin nhu cysteine,
methionine, histidine, tryptophan va tyrosine duoc ghi nhan ¢ mirc thap hon [29, 30].
1.2. Céc cong nghé ché bién mdt sé san pham tir rong

1. 2. 1. é&@rdgyéenghdng g h

Alginate dugc chiét xuit theo nhiéu cach khac nhau tiy thudc vao tng dung,
nhung quy trinh dugc str dung pho bién nhét 1 quy trinh dugc mé ta bai Calumpong
et al. (1999), dua trén viéc chiét xuat alginate dudi dang natri alginate. Phuong phap
nay dya trén viéc chuyén doi cac alginate canxi va magie khong hoa tan c6 trong
thanh té bao rong niu thanh cac alginate natri hoa tan va sau d6 duoc thu hoi dudi
dang axit alginic hodc canxi alginate. Qua trinh nay duoc thuc hién bang cach bo sung
tudn tu axit, ruou va natri cacbonat sau dé tach rén/l(")ng, két taa va lam kho [63, 64].

Chiét xuét alginate tir rong bién gdm nhiéu giai doan. Rong bién twoi duoc ria
sach, phoi khé va xay thanh bot. Sau d6, sinh khdi rong bién duoc ngadm trong nudc
dé bu nudc, trong d6 cac hoa chat khac nhau dugc thém vao dé loai bo cac hop chat
khong mong mudn trong rong bién. Sau do, tién xur Iy bang axit hoic kiém duoc ap
dung dé pha v& thanh té bao thuc vat, tiép theo 1a qua trinh chiét xuat natri cacbonat
dé thu dugc alginate hoa tan trong nude tir nén sinh khdi rong bién. C6 ba con dudng
két tha dé thu hoi alginate tir dung dich, d6 1a con dudng natri alginate, con dudng
canxi alginate va con duong axit alginic, v&i san pham cudi cing thudng duge phan
1ap & dang natri alginate [65].

Theo Pham Qudc Long va cs (2009), c¢6 hai cach thu hoi alginate: Cach thir
nhat 12 thém axit dé tao thanh gel axit alginic khong tan trong nudc va tach né dudi
dang ran ra khoi nudc. Sau d6 bo sung con vao axit alginic, tiép theo 13 cacbonate
natri dé chuyén hoéa axit alginic vé alginate natri. Cach thir 2 14 thém vao dung dich
chiét ban ddu mot mudi canxi, tao thanh gel alginate canxi vo1 mot két cau dang soi,
khong hoa tan trong nudc va c6 thé tach ra khéi chung. Sau d6 thém axit vao dé
chuyén hoa thanh alginic axit. Axit alginic dang soi nay dugc tach ra rat dé va dat
vao trong mot may tron hinh cau véi con va natri cacbonat duoc dua tir tir vao bot
nhio cho dén khi tat ca axit alginic dugc chuyén hoa vé alginate natri, bot alginate

natri d6i khi con duoc ép thanh nhimg vién nho sau do sdy va nghién min [66].
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Bang 1.1. Mgt s6 quy trinh chiét alginate théng thwong [64,65]

Loai rong Quy trinh chiét Hiéu suat
Sargassum - Ngam rong qua dém trong | T 16+0,7% dw doi
natans, formaldehyde 2% (w/w) v6i P. ggmnospora d&én
Sargassum - Rira rong bang nudc va thém HCI | 29+4,2% dw ddi voi L.
Vulgare, Padina | 0,2M (dé qua dém) digitata
gymnospora, - Rira va thém NaxCOs 2% ¢ 99°C trong
Padina 3 gio
antillarum - Loc va két tia natri alginate trong

isopropanol 80%
Ecklonia - Kich thuéce rong 0,25—-1,4 mm Hiéu suat 32,2-45,4%,
radiata - Ngam trong Ethanol, 3 h, (ti I¢ | trong luong phan to¢ =

rong/con = 1:10 w/v) 373-986 kDa

- B6 sung HCI dé pH=1-6,5, nhiét do

25-55°C, trong thoi gian 1-120 phut

- Rira chét rén, chiét bﬁng NaxCOs3 0,2

M, 45-C, 2 gio (ti 1€ 1:20 w/v)

- Két tiia bang etanol, ti 18 2/1

- Say két tna & 60°C
Sargassum - Ngam rong kho trong formaldehyde | 10% dw
turbinarioides | 2% (24 gid, nhiét dd phong)

- Rira chit rin bang nudc va thém HCI

0,2 M (24 gio)

- Rura chét ran va chiét bang Na,COs

2% (3 gio, 100°C)

- Thu thap phan hoa tan bang cach ly

tam

- Két tia alginate bang etanol 95% (ti

1¢ 1:3) va rira bang axeton
Ascophyllum - Ngam bot rong (kich thudc 0.25 mm) | Hiéu suat = 18.3—
nodosum trong CaCl 1%, 18 gio (ti 1€ 1:15 w/v) | 23.7%, ti 1€ M/G=

- Sau d6, b6 sung vao phan chat ran | 0.91-1.33

HCI1 5%, 1 gio (ti l¢ 1:15 w/v)

- Chiét phan chét rin thu dugc bing
NaxCO3 3% (w/v) trong 1 gio (ti 1€ 1:15
W/V)

- Thu phan hoa tan, két tia bang
Ethanol (ti [¢ 1:1 v/v)

- Sdy ¢ 50°C
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Sargassum
duplicatum,
Sargassum
crassifolium

- Rura sach va ngadm cac manh 1a rong
trong nudc cho dén khi chiing né ra roi
ngam trong HC1 0,3% trong 1 gio

- Chiét xuit: cic manh rong dugc rira
sach bang nudc cit va ngadm trong
NaxCOs 4% (w/w) c6 khudy it nhat 2
gio

- Téach phan ndi phia trén khoi dung
dich bang cach axit hoa dung HCI 10%
va rira axit alginic bang nudc va lam
kho

- Thém NaOH 10% dé san xuat natri
alginate

Nizimuddinia
zanardini

- Bot rong khé dugc ngadm trong)
formaldehyde 2% (v/v), 24 gio (ti 1€ 1:32
w/V)

- Thém HCI 0.2 M vao chét ran (ti 1&
1:32 w/v), 60°C, 3 gio.

- Thu phan chat rin, chiét bing
Na;COs3 3% (w/w), 60-C, 2.5 gio (ti 1€
1:32 w/v)

- Két tiia bang cén 96% (V=3 lan)

- Pong kho két tiia thu duoc

Hiéu  suat 27%,
Mw=103-119 kDa, ti
16 M/G=1.22

Sargassum sp.
Turbinaria sp.
Hormophysa sp.

- Hoa bot rong bién vao nudc cat va
thém HCI 0,IN, khudy manh dé co
dugc pH=3 (24 gi0, & nhiét dd phong)
- Rura sinh khéi bang nudc cat.

- Thém Na,COs3 1M va EDTA, pH la
11 (80°C, 2 gid)

- Axit hoa bang HCI 6N (pH =3), thu két
tiia bang ly tim va huyén phu trong nudc
cat

- B6 sung NaOH 1M (pH 10) — két tua
natri alginate vdi etanol khi c6 mat
NaCl va rira bang hdn hop etanol/nuéc

31%dw — Sargassum
sp.

31% dw— Turbinaria
sp.

30% dw— Hormophysa
Sp

Khi khong c6 EDTA,
nang suit alginate thap
hon (10-13%)
quan dén su hién dién

lién

cua phuc hop canxi
trong véch té bao

Sargassum
latifolium

- Rong bién kich thudc 1-5 mm, hoa
vao CaCly 0.54%, 30 phut, réi ngam
NaCl 0.5%, 1 gio, 100-C (ti 1& 1:15
w/V)

- Chiét bang Na>CO3 5% trong 30 phiit
& 100°C (1:5 w/v)

Hiéu suat 17.54%
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- Két tiia bang 80% Ethanol
- Sdy ¢ 50°C

Laminiaria - Rong bién c6 kich thude 5 mm?—5 cm?, | - Hiéu suat 33-39%,
digitata ngam trong formaldehyde 2% (w/v), 4 | Mw = 105 kDa

thang

- B6 sung H>S04 0.5 Mm qua dém &
4°C

- Chiét bang NaxCO3 4% (w/w) & 20°C
- Két tiia bang HoSO4 pH=2

- Sdy ¢ 30°C

Chiét dung méi ran-1ong 12 phuong phap truyén thdng duge sir dung nhiéu
nhat dé chiét cac hop chét phenolic. Qua trinh ndy gdm 5 giai doan lién tuc: (1) dung
moi dugce ngdm vao gian bao mau; (2) dung moi hoa tan chat muc tiéu; (3) chat tan
duoc chiét tir san phém muc tiéu 1én bé mait cua gian bao; (4) chit tan duoc chuyén
tir bé mit ngoai ciia gian bao sang moi trudng dung méi; (5) gian bao mau (phan ran)
duogc tach ra va dung dich voi cac hop chit mong mudn duoc thu thap. Hiéu qua chiét
phu thudc vao kha niang hoa tan cua cic chat muc tiéu trong dung méi sir dung. Céc
loai dung moi1 thuong dugce st dung dé chiét tir rong nau la etanol, axeton, metanol
hodc dung dich nudc ctia ching.

Chew va cong sy [107] di bao cdo ham lugng cac hop chat phenolic trong
chiét xuit metanol (MeOH) va trong hdn hop metanol-nuée (20% va 50%) cia
Padina antillarum. Ham lugng cao nhat thu dugc trong MeOH 50% trong khi ham
luong thap hon 2 1an thu duogc trong chiét xuit metanol nguyén chat (100%). Lopez
va cong su [108] dd bao cao két qua hoan toan trai ngugc dbi voi chiét xuat tir
Halopteris scoparia, trong d6 san lugng phenolics cao nhit duoc phat hién trong chiét
xudt MeOH va thap nhat trong hdn hgp MeOH-nudc 50%. Otero et al [109] ciing béo
c40 ham lugng phenolic cao hon (hon 2 1an) trong hdn hop etanol-nude (50%) so voi
chi trong etanol, gidng nhu Machu et al. [110] trong chiét xudt MeOH 80% cua
Undaria pinnatifida, trong d6 ham luong tham chi cao gp 4,5 1an so voi chiét xuat
MeOH nguyén chat. Mit khac, Del Pilar Sanchez-Camargo et al. [111] d4 nghién ciru
dich chiét Sargassum muticum trong nudc, etanol (EtOH) va EtOH 50% theo cting
mot quy trinh & nhié¢t 0 khac nhau, ham luong phenolic cao nhat duoc véi dich chiét

EtOH, thap nhat trong dich chiét nudc.
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V61 nghién ctru thuc hién boi Airanthi et al. [112], ham lugng phenolic cia
Eisenia bicyclis, Kjellmaniella crassifolia va Alaria crassifolia thu dugc bang cach
st dung dung mdi khac nhau trén 100 g rong bién khé cho thiy ham luong phenolics

cao nhat v6i dung moi metanol (tir 72 dén 87 mg PCE/100 g). Két qua nay cho thay

mdi twong quan véi dic tinh chdng oxy hoa da thir nghiém.

Bdng 1.2. Chiét phenolic tir rong ndu theo phwong phdp théng thwong [106, 113]

Loai rong Picu kién chiét Ham ltrq’}r:g phenolic
tong
Alaria crassifolia | Rong/methanol = 1:10; 24 gio, | 86.82 mg PCE/100 g DW
nhi¢t do phong
Eisenia bicyclis Piéu kién 1: rong/nudc=1:100; lic | Piéu kién 1: 19,260 mg
10 min & 80 C GAE/100 g DW
Piéu kién 2: rong/hdn hop 30% | Piéu kién 2: 19,280 mg
methanol-1% acetic acid 1a 1:100; | GAE/100 g DW
lac 50 phut & 70°C Picu kién 3: 14,320 mg
Piéu kién 3: : rong/ methanol 80% | GAE/100 g DW
1a 1:100; lac 1 h & 70°C) Pidu kién 4: 8410 mg
Diéu kién 4: rong/acetone 70% la | GAE/100 g DW
1:100; lac 30 phut & 30°C Pidu kién 5: 950 mg
Piéu kién 5: rong/ methanol 1a 1: | GAE/100 g DW
100; lac 24 gio 6 23°C)
Cystoseira Rong/ethanol 50% 1a 1:5; 30 phut | 2645 mg PGE/100 g DW
sedoides 6 50°C
Fucus vesiculosus | Rong/ axeton 70% la 1:20; 1 gio | 110.28-144.51 mg
v6i 400 vong / phut PGE/100 g DW
Nizimuddinia Rong/Methano 14 1:4 1; 2 gio, nhiét | 675 mg PGE/100 g DW
zanardinii do phong
Saccharina Diéu kién 1: rong: nudc khirion 1a | Piéu kién 1: 470 mg
latissima 1: 20; 24 gi0, nhiét d§ phong GAE/100 g DW
Piéu kién 2: rong: nude khirion 1a | Pidu kién 2: 780 mg
1: 20; 30 phat 6 90°C GAE/100 g DW
Diéu kién 3: rong: ethanol 80% 1a | Piéu kién 3: 190 mg
1: 20; 24 gi0, nhiét d§ phong GAE/100 g DW
Diéu kién 4: rong: aceton 70% 1a | Piéu kién 4: 520 mg
1: 20; 24 gi0, nhiét d§ phong GAE/100 g DW
Padina pavonica | Rong/EtOH 50% 1a 1:5, lac 30 | 7.06 mg PGE/g dw
phut, 50°C
Ascophyllum Piéu kién 1: rong:nudce 1a 1:20, lac | Piéu kién 1: 138 mg
nodosum 24 gid, nhiét d phong PGE/g
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Diéu kién 2: rong:aceton70% la | Biéu kién 2: 159 mg
1:20, lic 24 gid, nhiét d6 phong | PGE/g

Céc k¥ thuat chiét xuét fucoidan truyén thdng (st dung nude nong, dung dich
axit loang hodc dung moi hitu co) dya trén kha ning hoa tan ciia polysacarit thanh té
bao trong cac diéu kién khac nhau. Viéc chiét xuét fucoidan thuong duoc thuc hi¢n
bang cach xir Iy nguyén liéu rong bang nudc néng hodc dung dich axit (HCI) & nhiét
d6 tir 70100 °C, qua nhiéu budc va trong vai gid. CaCla c¢6 thé dugc thém vao hdn
hop dé ngan chan su giai phong alginate. Chiét xuat thu dugc sau d6 dugc phan tach
thong qua qua trinh két tua trong dung méi hitu co nhu etanol [76].

Chiét thuong v6i nude nong (80—100 C) dwoc s dung dé chiét xuat
polysacharide sunfat hoa tan trong nudc tr Sargassum henslowianum va Dictyopteris
divaricate. Tuy nhién, phuong phap nay khong du chon loc vi tat ca cac loai
polysacharide (fucoidan, alginate va laminarin) va cac hop chat hoa tan trong nudc
khac tir mau rong bién ciing c6 thé duoc chiét xuat. Do dé, can c6 nhiéu budc phan
1ap hon dé ting d6 tinh khiét ctia phan doan véi polysacarit dich. Hon nita, dé cai
thién nang suat chiét xudt, viéc st dung dung dich HCI 0,1 M da dugc chirng minh la
c6 hiéu qua vi né cho phép thiry phan thanh té bao va tao diéu kién chiét xuat fucoidan
va laminarin tir nén. Ngoai ra, axit chuyén ddi alginate thanh axit alginic-khong tan
trong nudc va nay dugc loai bo cliing véi cin rong bién rin, tao ra phan fucoidan
tuong d6i tinh khiét [74].

Pé loai bo hiéu qua alginate c6 trong vach té bao rong niu, nguoi ta thuong
sir dung dung dich canxi clorua (CaClz) 2%. Vi chi c6 mubi natri 14 tan trong nuéc,
nén dung dich CaCl, cho phép chiét xuat va hoa tan fucoidan va natri alginate, dong
thoi khudy tron co hoc va nhiét do cao cling gilp ting cudng qué trinh chiét xuat.
Tuy nhién, khi natri alginate tiép xtic v&i cac ion canxi, chiing s& thay thé cac ion
natri trong polymer va canxi alginate ran dugc hinh thanh. N6 khong hoa tan trong
nude, co thé d& dang tach ra va dé lai fucoidan twong déi tinh khiét trong chiét xuét.

January et al. d4 sir dung ca ba dung méi (mubi - CaCly, axit va nuéc) dé chiét
xut fucoidan tir Ecklonia maxima, Laminaria pallida va Splachnidium rugosum. Két
qua ctia ho cho thiy rang chiét bang nudc nong thong thuong (HWE) dan dén nong

d6 L-fucose cao nhat trong khi chiét bang axit dan dén ham luong sunfat va axit
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uronic cao nhéat [77]. Nguoc lai, trong khi nghién ctru chiét xuat fucoidan tir
Sargassum fusiforme, Liu et al. [78] dd dat duoc ham luong sunfat va axit uronic thap
nhét béng cach sur dung axit lam dung moi. Hon nita, ho da dat duoc hi¢u suit
fucoidan cao nhat v6i dung méi 13 axit (11,24%) va thap nhét v6i phuong phap CaCla
(3,94%). Khéi luong phan tir (MW) ctia fucoidan duoc chiét bang axit thdp hon dang
ké, trong khi chiét bang axit va mudi di loai bo gin nhu tit ca protein cho thay do
tinh khiét cao hon cta chiét xuét thu duoc. Cac hoat dong thu don géc tw do va DPPH
cao hon nhiéu ddi véi fucoidan chiét xuat bang nudc va mudi so véi fucoidan chiét
bang axit, diéu nay c6 sy twong quan thuan véi ham luong axit uronic, MW va thanh
phan monosacarit (glucose + galactose).

Bdng 1.3. Mot s6 quy trinh chiét fucoidan truyén thong [74]

Loai rong Quy trinh, thong s Hiéu suat
S. - Tién xtr Iy: EtOH 95%; 2 x 12 gid 5.1%
henslowianum | - Chiét: HO; 3 x 2 gid; gia nhiét hoi luu
- Tinh sach: Két tua béng EtOH; loc mang
(12000 Da)

S. fusiforme - Tién xur 1y: EtOH 95%; 24 h; 30-C 3.94-11.24%
- Chiét theo 3 phuong phap:

+ H20; 3 gio; 80°C

+ 1.0M HCI; 6 gio; 25°C

+ CaCl22%; 3 gio; 50°C

- Tinh sach: Két tia béng EtOH, loc mang (3,5 kDa)

E. maxima Chiét theo 3 cach: -
L. pallida - Cach 1: H20; 24 gid; 70°C
S. rugosum - Cach 2: HCI 0.15M; 2 gi6; 65°C. Sau do két
tia bang EtOH
- Cach 3:

+ Tién xir Iy bang methanol-chloroform-H,O
(4:2:1); qua dém; nhiét do phong

+ Chiét bang CaCl 2%; 5 gio; 85°C

+ Tinh sach baing CTAB 10%

Fucus - Tién xtt ly: EtOH 85%; qua dém, nhiét d0 phong | F. serratus: 4.2—
serratus - Chiét: 7.5%
F. vesiculosus | + HC1 0.1M; 4 gio; 80°C F. wvesiculosus:
A. nodosum + CaClz 1%; qua dém; 4°C 8.1-12.2%

- Két tha bang con A.  nodosum:

6.5-8.9%
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Cystoseira - Tién xur 1y: methanol-dichloromethane (1:1); | 2.8-3.7%

crinite 3 x 48 gi0; nhi¢t d§ phong

C. compressa | - Chiét: CaCly 2%; 3 x 3 gid

C. sedoides - Tinh sach bang loc mang (30 kDa)
Rong bién tuoi dugc vu tién str dung dé chiét xuat fucoxanthin thay vi sir dung

rong kho. Cac budc tién xu 1y duoc st dung dé cai thién hiéu qua chiét xuat
fucoxanthin tir rong bién. Cac phuong phap xt 1y nhiét c6 chirc ning hd tro giai phong
fucoxanthin khoi céac lién két protein, vO hi€u hoa cac enzyme oxidase noi sinh (nhu
peroxidase va polyphenol oxidase) lam phan huyy fucoxanthin, thay d6i cau tric cua
thanh té bao rong bién, thuc ddy tinh thim cia n6 va ning cao toc d6 khuéch tan cia
dung méi. Chan 4m (40 °C) va néng (60—100 C) trong 10-20 phut da chting minh
kha niang nang cao hiéu qua chiét xuat fucoxanthin tr Laminaria sp., Sargassum
fusiforme, Sargassum ilicifolium va U. pinnatifida [125-127]. Sau khi xi Iy, rong bién
dugc tién hanh chiét fucoxanthin bang nhiéu phuong phap khac nhau.

Chiét xuit dung méi thong thuong dugc sir dung phd bién dé chiét xuat
fucoxanthin tir rong bién do don gian, khong ton kém. Dung méi hitu co thuong dugc
sir dung 14 acetone, chloroform, ethanol, metanol va ethyl acetate hoic két hop cac
dung méi nay [128]. Dung méi khuéch tan qua thanh va mang té bao, sau d6 hoa tan
cac phan tir fucoxanthin noi bao. Céu trac hoa hoc, hr:ing s6 dién moi va chi sd phan
cuc cia dung moi hitu co 13 nhitng théng s6 chinh anh huong dén kha ning hoa tan
clia cac thanh phan [129].

Céc k¥ thuat chiét dung moi thong thuong bao gdm ngam chiét (ngdm néng
va lanh), chiét nguoc dong va chiét Soxhlet. Ky thuat ngdm chiét 1a chiét xuat
ran/long dugc nghién ciru véi cac thong s khac nhau nhu ty 1 nguyén liéu:dung moi,
phan trim dung méi, thoi gian, nhiét do... Ty 1é nguyén lidu: dung méi dugc nghién
ctru trong pham vi rong tir 1:10 dén 1:500 dé t6i wu hoa quy trinh chiét xuat. Nhiét
do duoc kiém soat da thir nghi¢m cho ngdm chiét nam trong khoang tir 4 -C dén 65
oC hoic trong bé nudc da hodc & nhiét d6 phong, trong khi thdi gian ddnh gia nam
trong khoang tir 15 phut dén 96 gid. Viéc lya chon dung méi dé chiét fucoxanthin s&
quyét dinh hiéu qua cia qua trinh chiét [130]. Trong nghién ctru chiét xuét
fucoxanthin tir S. siliguosum va S. polycystum, dung maoi tot nhat 1a MeOH. Trong
nghién ctru nay, cac diéu kién tot nhat dat duoc & 30 phut va nhiét d6 45 oC voi ty 18

dung méi/chét ran 1a 5 mL/g. Ham luong fucoxanthin thu duoc ddi véi S. siliguosum
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va S. polycystum 1an lugt 12 491,47 va 449,90 pg/g trong luong khd (DW) khi st dung
EtOH va 706,98 va 521,34 ug/g DW dbi véi MeOH [131]. K¥ thuat chiét Soxhlet voi
tmg dung nhiét cung cip giai phap thay thé cho ngam chiét v6i murc tiéu thu dung
moi thdp hon vi n6 cho phép tai tudn hoan. Nghién ciru gan day cho thay hiéu suat
chiét ddi véi rong Saccharina japonica 13 0,45 mg/g, sir dung n-hexane 1lam dung méi
& 40 °C trong 16 gid [132]. Mot nghién ctru khic voi Undaria pinnatifida cho thay
diéu kién tt nhat chiét soxhlet 1a 12 gid & 78 C v6i EtOH din dén hiéu suét 50 pg/g
[133].

K§ thuat chiét xuit truyén théng st dung lwong 16n dung méi, thoi gian kéo
dai (1én dén 24 gid) ciing nhu nhu cau chiét xuat 1ap lai. Ngoai ra, thoi gian chiét xuat
dai c6 thé anh huong dén chat lugng cia fucoxanthin. Viéc thu hoi, xir Iy dung moi
d3 qua str dung yéu cau chi phi cao.

1.22. C 06 néhiém gdh

1.2.2.1. Chiét xudt cé hé tro siéu am (UAE)

Pay 13 ky thuat chiét xuat véi yéu cau luong dung moi thap, than thién véi moi
truong, xtr Iy dé dang va téc d6 chiét xuat nhanh. N6 ¢6 thé dugc st dung két hop véi
cac k¥ thuat chiét xuat khong thong thudng khac. Hiéu quéa cia phuong phéap nay dua
trén nhiéu yéu t6 khac nhau nhu nhiét do, thoi gian chiét xuét, cong suét siéu am,....
Youssouf va cong su (2017) da nghién ciru chiét xuat alginate tir Sargassum binderi
va Turbinaria ornate voi viéc bd sung xtr 1y siéu 4m ¢ pH, ty 1& nap chat rin va thoi
gian chiét xuat khac nhau [67]. O diéu kién téi vu (pH=12, st dung Na,COs, ty 18
rong/nudc=10g/L, v&i siéu am & 25 kHz, 150 W trong 40 phut), hiéu suat chiét xuat
alginate dat 54,06%. C6 thé thdy, thoi gian chiét xuat alginate da giam dang ké — tir
khoang 2 gior d6i voi phuong phap thong thudng xudng con 15-30 phit v6i sy hd tro
cua si€u am.

UAE duogc sir dung rong rii trong chiét xuat polyphenol do tiéu thy ning luong
va dung moi thép. UAE thuc hién tot viéc chiét xuit polyphenol tir cac loai thuc vat
khac nhau ciing nhu phlorotannins tir rong nau. Thiét bi cia UAE c6 thé 1a bé siéu
am (siéu Am gian tiép) hodc dau do siéu Am (siéu 4m truc tiép). Theo V. Ummat va
cdng su, so voi chiét dung moi truyén théng, cac diéu kién UAE duoc toi uu hoa (35
kHz, 30 phut va 50% ethanol) c6 thé ting ning suat chiét xuat clia tat ca cac loai rong

bién dugc nghién ciru tir 1,5 14n 16n 2,2 1an [116]. Kadam et al. [117] bao cdo san
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lugng phenolic cao hon trong chiét xuat Ascophyllum nodosium va Laminaria
hyperborea thu duge tir UAE so v6i chiét xuit thong thudng.

Tuy nhién, c6 bao céo rang UAE s& 1am cho mdt s6 chit phenolic bi phan huy
trong qua trinh chiét xuat va tao ra cac gdc hydroxyl hoat tinh cao trong bong bong.
Mic du cac goc tu do tao ra trong bong bong tao bot trong qua trinh UAE, nhung
diéu kién van hanh nhe nhang thuong dugc sir dung & UAE s& dam bao khong c6
thay ddi 1ém duoc tao ra ddi véi clu trac, chire nang cua phﬁn 16n hoat chét sinh hoc
duoc chiét xuit. Tai UAE, hién tuong xam thyc, nhiét va co hoc co6 tac dong dang ké
dén qua trinh chiét. Hon nita, viéc st dung UAE vé6i quy mé cong nghiép 1a phu hop
do su tién loi ctia phuong phap chiét xuat nay [113].

UAE c6 thé két hop véi cac cong nghé phi truyén thong khac nhu xir 1y enzym
hoic MAE [74]. Qua trinh chiét xuét fucoidan bang siéu 4m tir nguyén liéu tho duoc
thyc hién dudi anh hudng ctia siéu 4m tan s6 thap voi thoi gian ngan, 6 thé trong moi
truong axit hoa. Ngoai ra, nudc va con ciing c6 thé duge sir dung lam méi trudng xir
1y.Sy xam thyc am thanh & UAE tao ra cac luc vat 1y nhu luc cit, song xung kich, tia
cuc nho va dong am thanh, gdy ra su pha v& thanh té bao, giam kich thudc hat va tiép
xuc tot hon gitta dung méi va hop chat muc tiéu. Hon nita, siéu m gay ra sy hinh thanh
va sup d6 nhanh chéng cta bong bong tao bot trong méi truong chat 1ong duge xtr 1y,
dan dén Gmg suat manh va su phan tach chudi khong thé dao nguoc [74,86].

Wan va cong su (2015) da ap dung thiét ké Box—Behnken (BBD) két hop véi
RSM dé tdi wu hoa chiét xuat siéu 4m cho polysacarit tir L. japonica. Cac diéu kién
tdi wu hoa thu duoc 1a thoi gian chiét & 54 phut, cong suét siéu Am & 1050 W, nhiét
d6 chiét 3 80°C, ty 18 nguyén liéu : dung méi 13 1:50 (g/ ml). So véi chiét truyén thong
str dung nudc nong, chiét siu Am c6 thoi gian ngin hon, hiéu qua hon [87].

Xt Iy Sargassum muticum trong nudc bang song siéu am & tan sb 40 kHz, voi
cong suat 150 W trong 5-30 phit & 25°C dan dén viéc san xuét fucoidan v&i ning suat
cao (147,6 £8.0 g/kg nguyén licu tho ) [88]. V& dic diém cau tric, fucoidan dugc phan
lap bang siéu 4m c6 ham luong fucose thap hon [89]. Fucoidan thu duoc bang cach
chiét siéu am tr Nizamuddinia zanardinii spp. & ty 18 nuéc/nguyén liéu tho 1a 80:1
(cong suat 196 W, nhiét do chiét xuat 70°C trong 58 phit) e ché hiéu qua sy phat trién
clia té bao ung thu HeLa (62,36%) va HepG2 (56,83%) [90].
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Trong nghién ctru cuia Okolie va cong su, chiét siéu 4m & tan sb 20 kHz trong
35 phut v6i moi truong nuéc chira HCI 0,01 M, sau d6 1a xtr 1y dich chiét véi 2%
(w/v) CaCls va 4 lan thé tich ethanol 95% [84]. Fucoidan thu duoc tir Ascophyllum
nodosum spp. cho thdy mot hoat dong prebiotic cao tuong ty nhu inulin prebiotic tiéu
chuén. Viéc bd sung chiét xuit fucoidan vao canh thang MRS (de Man, Rogosa va
Sharpe), néng do cudi cung la 0,1 va 0,5% da cai thién sy phat trién cta Lactobacillus
delbrueckii subsp. Bulgaricus [84]. Khi st dung con 1am dung moéi chiét siéu am,
hiéu suat thu fucoidan ting 16,8% so v6i str dung nudc nong. Bang cach nay, fucoidan
thu dugc tir Sargassum meclurei véi ty 1& dung méi/rong 1a 24:1, thoi gian chiét xuat
12 49 phut & 54°C, voi cong suat siéu am 13 360 W [91].

Tiép xtc véi siéu am ciing duoc biét 1a din dén su gia ting hoat dong cua
enzyme khi dugc két hop ciing nhau. Phuong phap chiét siéu 4m - enzyme cho phép
thu duoc polysacarit c6 trong luong phan tir thap hon, san lugng fucoidan cao hon so
v6i phuong phép siéu am (tir 3,6% dén 7,87%) [92]. Trong lugng phén tir trung binh
ctia fucoidan phén 14p bang phuong phap siéu am 1a 1020,85 kDa va siéu 4m- enzyme
1a 443,70 kDa [92].

Chiét siéu am c6 thé duoc két hop véi cac tac dong co hoc khac ngoai cac tac
nhan héa hoc. Vi dy, két hop giita song siéu am (200 W, 20 kHz, 55°C) va vi song
(700 W, 90°C) din dén sy gia ting ham luong fucoidan sulfat 1én 27,16% [83].

UAE duoc st dung phé bién dé chiét xuét cac loai caroten va cac hoat tinh
sinh hoc c6 gia tri cao (vi du: lutein, astaxanthin, canthaxanthin, b-caroten, axit
docosahexaenoic, axit eicosapentaenoic) tir nguyén li¢u phirc hop [134]. UAE ciing
duoc dung dé chiét xuat fucoxanthin tir Padina tetrastromatica. Diéu kién t6i wu hoa
d6i v6i nong do dung moi, nhiét do va thoi gian 1an luot 1a EtOH 80%, 50 °C va 30
phut. Tai diéu kién nay thu dwoc 750 pg/g DW fucoxanthin, cao hon so véi ham
luong fucoxanthin thu dugc bang phuong phap chiét xut thong thuong [135].

Eom va cic cong st da thyc hién chiét xudt bao tor & quy mé pilot (20 L, tdi
da 60 L), bao gom polysacarit va fucoxanthin tir U. pinnatifida bang cach sir dung
UAE tuin hoan va so sanh hiéu suit v6i chiét xuit axit thong thudng va UAE & quy
mo phong thi nghiém (1 L) [136]. UAE ¢ quy mo pilot dugc thyc hién véi nudce lam
dung méi trong céac diéu kién 960 W, bién d6 80%, 20 kHz, 30 °C va 3 gi0, trong khi
UAE ¢ quy md phong thi nghiém dugc thuc hién vo1 HC1 0,1 M 1am dung moi & céc
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diéu kién 800 W, bién do 80%, xung 20 gidy bat/20 gidy tit, 25 oC va 6 gio. D6i voi
chiét axit thong thuong, trude tién, mau dugc xir 1y trude bang etanol 85% vai ty 18
ran 1ong = 1:100, 70 °C va trong 2 gior dé loai bo lipid va séc 6, sau d6 két tia dugc
chiét xuat bang HC1 0,1 M & nhiét dd phong trong 3 gior . Ca quy trinh chiét axit thong
thudng va quy mé phong thi nghiém ctia UAE déu yéu ciu cac bude trung hoa trude
khi tinh ché tiép theo. UAE quy m pilot dat ning suat cao nhat 1a 53% so voi 24,7%
va 33% ciia quy trinh chiét xuét axit thong thudng va quy moé phong thi nghiém cua
UAE véi cac vu diém bo sung 12 loai bo bude tién xir 1y loai bo lipid va sic t, quy
trinh trung hoa va quy trinh tham tach. DAy 1a mot trong nhitng béo céo dau tién vé
UAE quy md pilot ciia fucoxanthin, tuy nhién, thoi gian chiét (tinh theo gio) dai hon
dang ké so véi cac tai liéu khac (tinh theo phut).

1.2.2.2. Chiét xudt c6 hé tro enzyme (EAE)

Chiét xuat polysacarit bang phuong phap EAE ngay cang dugc cha v do dic
diém than thién v6i moi trudng, khong doc hai va nhanh chéng. Enzyme c6 phan Gng
dic hiéu v6i mot chat nén cu thé hodc mot nhém chit nén va gitp gilr cho cac chat
muc tiéu khong bi anh huong trong gian bao sinh khéi. Cellulase va protease (vi du:
Alcalase) dugc sir dung pho bién dé chiét xuét alginate (cling nhu polysacarit khac)
tir rong nau, twong tng nham vao cellulose va protein. Borazjani va cong sy (2017)
da thyc hién chiét alginate tir Sargassum angustifolium véi su hd tro ciia enzyme [70].
Nguoi ta két luan rang phuong phap tién xir Iy bang enzym alcalase (::5% w/w, pH
8, 50 °C, 24 h) hoic cellulase (5% w/w, pH 4.5, 50 °C, 24 h) 1am giam dang ké ham
luong protein va polyphenol trong san pham alginate so v6i phuong phap tién xu Iy
bang axit lodng (HC1 0,1 M, pH 2, 65 °C, 3h, 3 lan). Tuy nhién, trong luong phan tir
ctia alginate thu dugc tir quy trinh c6 sy hd trg clia enzyme da giam tir 557 kDa xudng
356 kDa. Gan day, Okolie va cong su (2020) di so sanh UAE, MAE va EAE véi quy
trinh chiét xuat alginate thong thuong tir Ascophyllum nodosum. Chiét xuat véi sy hd
trg ctia enzyme cho ning sudt cao nhat, nhung khong c6 khéac biét dang ké vé ty 18
M/G cua san pham [71]. Nhin chung, do chi phi cao cua enzyme, lgi ich ciia EAE
khong hira hen ddi véi viée san xuit alginate, mic du quy trinh EAE c6 thé duoc tbi
uu hoa hon nira.

Enzyme c6 thé duoc sir dung dé thiic diy qué trinh pha v& thanh té bao va qua

trinh chiét xuét st dung enzyme la mét k¥ thuat thuan 1gi do tinh chon loc ddi véi cac
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hop chat muyc tiéu, diéu nay rat quan trong d6i voi cac chat bi phan huy va khong 6n
dinh. So v6i cac phuong phép thong thudng, EAE c6 thé thu duoc cc chat c6 hoat tinh
chéng oxy hoa cao hon [118]. EAE c6 kha ning chiét xuit hiéu qua hoat chit sinh hoc,
day 1a phuong phap “xanh”, khong ddc hai, c6 thé str dung dé san xuét thuc pham quy
mo 16n (str dung enzyme cip thuc phdm) [113]. Chiét xuat tir rong bién nau Ecklonia
cava thu dugc san lugng polyphenol 1a 20% vo61 enzyme Celluclast (Novo Nordisk,
Bagsvaerd, Pan Mach) [119]. Khi so sanh cac enzyme dugc thir nghi¢m trong tai liu
khoa hoc, viscozyme va alcalase 13 hiéu qua nhat dé chiét xuat luong polyphenol cao
tir cac loai rong nau theo cac quy trinh EAE [113, 120, 121]. Ngoai ra, su hiép dong
chiét xuét cua hai enzyme ciing da dugc quan tdm trong mot so nghién ctru va c6 thé
duoc nghién ctiru nhiéu hon trong twong lai [113, 122].

Enzyme hd trg qué trinh phan hily polysacarit ctia thanh té bao duoc st dung
rong rai dé cai thién hiéu qua chiét xuat ddi voi cac hop chat co hoat tinh sinh hoc.
EAE cho nang sudt chiét xuat cao hon, diéu kién ém diu hon, tiéu thu nang luong
thap hon va thu hdi don gian hon véi viée sir dung dung méi giam so vai chiét thong
thuon. Thanh té bao rong bién khong dong nhat vé mat hoa hoc va ciu tric nén viée
str dung hon hop enzyme duogc xac dinh 1o 1a can thiét. Hon nira fucoidan dugc lién
két chat ch& véi cellulose va protein, lam han ché kha nang chiét xuét ctia chung bang
hoa chat, nén qu4 trinh thay phan ctia ching bang cac enzyme thity phan carbohydrate
va protease c6 ban trén thi truong co thé tao diéu kién lam suy yéu phirc hop thanh té
bao va giai phong chat muc tiéu ma khong bi phan huy dang ké. Mot sd enzym co
san trén thi truong va thuong dugc su dung la: Alcalase, Viscozyme, Celluclast,
AMG, Termamyl va Ultraflo. Ngoai loai enzyme, cac thong sé quy trinh khac (nhiét
d0, thoi gian, pH, nong do va ty 1 enzyme trén mau...) déu rat quan trong d6i véi quy
trinh chiét xuit va can duoc tdi wu hoa.

Két qua duoc chimg minh béi Alboofetileh et al. [93] cho thdy Alcalase pha
v& thanh té bao tot hon. Do d6, hiéu qua chiét xuat fucodian cao hon (5,58%) thu
dugc v6i sy hd tro ctia enzym so vai chiét nude nong thong thuong (5,2%). San luong
thu fucoidan bang cach sir dung Celluclast (4,8%) va Viscozyme (4,28%) thap hon
s0 v6i chiét thuong. Nguyén nhan co thé do cac polysacarit bi thiy phan mot phan

sau thoi gian chiét xuat kéo dai (24 gid) voi sy c6 mat ciia cac enzym.
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Nghién ctru ctia Hammed et al. [94] tiét 16 rang thoi gian thuy phan, giai doan
chiét xuat va nong d6 enzyme c6 tac dong tich cuc dang ké dén san luong polysacarit
sunfat. Theo d6, hiéu suat fucoidan cao nhit (25,13%) trong diéu kién t6i wu véi thoi
gian thuy phan 13 19,5 gio, 2 giai doan chiét xuat va nong do enzyme 1a 1,5 pl/mL.

Oh va cong su (2020) da nghién ctru fucoidan thu dugc tor bao tor U.
pinnatifida chiét c6 st dung ezyme Celluclast. Fucoidan thu dugc chira 30,4% sulfat
va 52,3% fucose. Fucoidan giau sulfat thu dugc tur quy trinh than thién véi moi
truong, c6 thé duoc str dung nhu mot tac nhan chdng oxy hoa co loi trong san xuat
thie pham chirc nang [95].

Nguyen Thi Thuan va cong su (2020) di so sanh fucoidan chiét bang axit HCI
0,1M va chiét co su hd tro enzyme cua Fucus evanescens va Saccharina latissima.
Quy trinh EAE nay st dung két hop mot budc ché pham cellulase thuong mai
(CellictiCTec2) va lyase alginate tur Sphingomonas sp. (SALy), phan ting & pH 6.0,
40-C, loai bo céac polysacarit khong phai fucoidan bang két tiia Ca* va két tia etanol
cua fucoidan thd. Fucoidan tho thu dugc tir EAE chura alginate c6 trong luong phan
tir thap voi mot lugng dang ké. Tuy nhién, alginate con lai nay da dugc loai bo hiéu
qua bang sac ky trao d6i ion bo sung dé tao ra fucoidan tinh khiét. San luong fucoidan
thu duoc béng EAE tuong duong hodc cao hon mot chit so voi chiét xuit hoa hoc
d6i voi ca F. evanescens va S. latissima, nhung kich thudc phén tir ciia fucoidan 16n
hon dang ké v6i qua trinh EAE. Su phan bd trong luong phéan tir cia cic phan
fucoidan 1a 400 dén 800 kDa déi véi F. evanescens va 300 dén 800 kDa doi véi S.
latissima, trong khi trong lwong phan tir ciia fucoidan duoc chiét xuat hoa hoc tuwong
ing tir cac loai rong bién nay 1a 10~100 kDa va 50—100 kDa [96].

Day 1a k§y thuat chiét xuat it doc hai, an toan voi méi truong, duge ap dung dé
chiét xuit fucoxanthin tir rong véi cac budc tién xir Iy bang enzyme va chiét xuit c6
su hd trg ctia enzyme (EAE). So voi ky thuat chiét xuit khac, EAE khong phu thudc
vao thiét bi str dung nhiéu ning luong, c6 thé ap dung & quy mé 16n, khong c6 chat
thai doc hai [125, 130, 134].

Mot nghién ctru voi Fucus vesiculosus cho thiy rang bang cach st dung
enzyme Viscozyme, diéu kién t6t nhét 1a ty 1& enzyme/nudc 1a 0,52%, ty 1é rong
bién/nuéc 1a 5,37% va thoi gian G enzyme 13 3 gio. Nhitng diéu kién nay cho phép

thu duoc 0,657 mg fucoxanthin /g DW [137]. Chiét xuit fucoxanthin tir U. pinnatifida
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bang cach sir dung tién xir 1y bang enzym va sau d6 13 dimetyl ete (DME)+EtOH cho
phép hiéu suit 1én dén 96%, cac thong sb tdi wu cho qua trinh tién xu Iy 14 37 «C &
pH 6,2 trong 2 gid, chit ran 5% (w/v), véi 0,05% trong luong enzyme sir dung tron
lién tuc [138].

Tuy nhién, EAE c6 thé khong phu hop vé6i cac tmg dung chiét fucoxanthin quy
mo 16n do nhiing nhuoc diém chinh nhu qua trinh enzyme kéo dai, chi phi enzyme
tuong dbi cao, tinh chon loc thip va ning suit kém.

1.2.2.3. Chiét xudt cé hé tro vi séng (MAE)

Phuong phap nay dugc st dung pho bién dé chiét xut cac hop chét c6 hoat tinh
sinh hoc tir nguyén li€u tu nhién. Burc xa vi song dugc st dung dé tang tdc do chiét béng
cach 1am nong dung méi hiéu qua va nhanh chéng. Co ¥ kién cho rang nhiét do vi séng
tao ra 1am bay hoi nudc trong cac té bao rong bién dan dén ting ap suét 1én thanh té bao
khién thanh té bao bi v& mét cach hiéu qua va sau d6 giai phong cac hop chét giita cac
t¢ bao vao dung méi chiét. Yuan va MacQuarrie (2015) di gidi thiéu phuong phap gia
nhiét vi song thay vi gia nhiét théng thudng trong qué trinh chiét xuat alginate [68]. Chiéu
xa vi song dugc st dung trong ba giai doan, budc dau lam kho rong bién twoi
(Ascophyllum nodosum, 8094 °C trong 24 phut voi chan khong), giai doan tién xtr 1y
bang HCI (90 °C trong 15 phit) va giai doan chiét xuat bang Na;COs (100°C trong 10
phit). Khi chiét xuat alginate ciing véi thu hoi fucoidan, thu dugc hiéu suat 18,24% véi
trong luwong phan tir trung binh 1a 75 kDa. Viéc bo qua budc fucoidan da lam tang hiéu
suat chiét xuat 1én 23,13% vdi su gia ting ddng ké vé trong luong phén tir cia alginate
(195 kDa). Gan day, Torabi va cong su (2022) da danh gia tic dong cua nhiét do, thoi
gian chiét, cong suat vi song va ty 1¢ nap rong dén ning suat chiét xuat bang MAE dé
chiét xudt Nizimuddinia zanardini [69]. Hiéu sut chiét xuat tot nhat 1a 31,39% thu duoc
& nhiét do tién xtr 1y 1a 67°C, cong sudt vi song 14 400 W va ty 1& nap sinh khéi 1a ~1:30
(w/v) trong 19 phut. Trong nghién ctru nay, gia nhiét vi song chi dugc stir dung trong giai
doan tién xtr ly véi HCI ¢ pH=1.

MAE duya trén su gia nhiét vi song gay ra boi su quay ludng cuc cua dung moi
phan cyc va su dan ion ciia cac ion hoa tan. MAE c6 thé 1am té bao phong 1én nhanh
chong gay v va ting 4p suat bén trong té bao dén mot mirc do nhét dinh, diéu nay s&
gdy ra sy giai phong nhanh chéng cac polyphenol vao dung méi. Uu diém chinh cia

MAE d6i voi chiét xuit polyphenol 12 hiéu qua cao va thoi gian chiét xuat ngin can
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thiét dé thu dugc cac hop chit ndy. MAE c6 thé ting san lugng phlorotannins 1én
70% so véi chiét dung moi thong thuong [114]. Viéc st dung MAE dé chuan bi cac
chiét xuit MeOH cua Ascophyllum nodosium, Lessonia nigrecens, Lessonia
trabeculate va Saccharina japonica dan dén ham luong phenolics cao hon so véi
chiét xudt thu dugc bang cach lic ¢ nhiét d6 phong trong 4 gio [115]. Tuy nhién,
MAE ciing c6 thé phan huy cac polyphenol rong nau nhay cam véi nhiét & mot mirc
d6 nhat dinh [113].

MAE la mdt trong nhitng k¥ thuat chiét xuit hiéu qua, co thé khac phuc nhuogc
diém cua cac k¥ thuat chiét théng thuong. Trong qua trinh xir 1y vi séng, nhiét dugc
tao ra truc tiép bén trong vat liéu (gia nhiét phan bo theo thé tich) bang sy din ion
cua céc ion hoa tan va/hodc sy quay ludng cyc cua dung moi phan cuc. Do do, cac
hop chat khong phan cuc khong duge 1am nong khi tiép xtic voi vi song. Su gia nhiét
nhanh bén trong trong qua trinh MAE gy ra su pha v& thanh té bao hiéu qua va giai
phoéng cac hop chat ndi bao vao dung méi chiét.

Rodriguez-Jasso et al. da chi ra rang twong tic gitta ap sudt va thoi gian chiét
MAE rét ¢6 y nghia (p < 0,01) d6i v6i lugng fucoidan tir Fucus vesiculosus va hiéu suat
t6i da (18,22%) dat dugc khi chiét 1 g rong/25 ml nude & ap suat cao nhat (120 psi), thoi
gian chiét thap nhét (1 phut ) da dugc 4p dung. Ham luong fucoidan thu dugc nay tuong
duong véi lugng polysacarit thu dugc bang nhiéu 1an chiét xuat & 70-C [79].

Lorbeer va cong su (2015) da chimg minh dong hoc chiét xuat fucoidan tir
Ecklonia radiata dung HC (pH 2.0) & 60°C bang cach st dung ca gia nhiét d6i luu
va vi song trong cac binh hé trong t6i da 3 gid. Cac két qua chi ra ring viéc tbi da hoa
san lugng fucoidan thuong phai tra gia bang do tinh khiét va tinh toan ven cau tric.
Vi song cung cap mot giai phap thay thé hidu qua cao va co thé kiém soat duoc dbi
v6i hé théng gia nhiét dbi luu [80,81].

Hién tai, phuong phidp MAE di dugc ap dung phd bién dé chiét xuat
polysacarit. Yuan va Macquarrie (2015) da chiét xuat fucoidan véi sy hd tro cia vi
song tir Ascophyllum nodosum. Hiéu suat fucoidan t6i wu 13 16,08% thu duoc & 120°C
trong 15 phut chiét xuat. Ban chit trung gian vi séng ctia phwong phap nay lam cho
n6 hiéu qua vé ca thoi gian va nguyén liéu, dong thoi st dung nude 1am dung méi

[82].
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Polysacarit thu duoc tir MAE ¢6 ndng d6 nhoém sunfat cao hon va MW thap
hon. Alboofetileh va cong su [83] da bao cao ham luong sulfat cao hon va MW cao
hon trong khi Yuan va Macquarrie [82] bdo cdo rang ham luong sulfat thip hon va
MW ctia polysacarit dugc chiét xuat boi MAE thap hon so véi chiét nuc nong
(HWE). MAE khéng c6 anh hudng dang ké dén loai lién két glycosid va thanh phan
monosacarit trong fucoidan tir Sargassum thunbergii [85] trong khi ham lugng fucose
cao hon d3 dugc bao cdo ddi voi fucoidan A. nodosum va N. zanardinii ciing nhu ham
lwong axit uronic thip hon [82-84]. Hon nira, chiét xuét polysacarit thu duoc tir MAE
cho thiy hoat tinh chdng oxy héa va thu hdi gbc hydroxyl cao hon ciing nhu hoat
dong ha duong huyét tiém an do MW thap hon va ham luong nhom sunfat cao hon
so voi chiét thuong [85]. Fucoidan dugc chiét xuat boi MAE & 90-C ¢6 tac dung loai
bo DPPH tuongduong va kha nang khir thdm chi con cao hon so véi fucoidan dugc
chiét thuong [82].

Céc thong s6 MAE ciing c6 anh huéng manh mé dén thanh phan monosacarit
fucoidan, mic do sunfat héa, MW va céac hoat dong sinh hoc. Thanh phén monosacarit
ctia fucoidan tir 4. nodosum chi ra rang fucose 1a thanh phan chinh cta fucoidan duoc
chiét xuat & 90 C trong khi axit glucuronic 1a thanh phan chinh cta fucoidan dugc phan
lap & 150 °C [82]. Tuong tu, bang cach ting ap suat chiét xudt tir 30 psi 1én 120 psi, ham
luong fucose trong fucoidan tir F. vesiculosus giam tir 100% xudng 27% va ham luong
galactose tang ttr 0% lén 57% [79]. Ngoai mirc o sunfat hoa cua fucoidan gidm khi ting
nhiét d6 chiét xuat trong MAE, tac dung nhat rac dbi véi cac géc tu do DPPH va kha
ndng khtr cling giam khi tdng nhiét o va thoi gian [79, 82].

MAE duoc danh gia 1a k¥ thuat chiét xuat nhanh, hiéu qua. Hiéu ung nhiét
dugc tao ra tir song dién tir thuc ddy sy phan hiy nhanh chong ciia mang quang hop
bang cach dét nong cd chon loc phan phan cuc hon cia cellulose. Hiéu tng 1am néng
nay rat hitu ich dé giai phong fucoxanthin tir phirc hop fucoxanthin-chl a/c-protein
[134, 139]. St dung MAE dé chiét xuat fucoxanthin tit L. japonica, U. pinnatifida va
S. fusiforme v&i dung moi EtOH va Aceton thu dugc hiéu suat t6t nhat. Vi Iy do an
toan, EtOH dd duoc chon dé phan tich thém, ty 18 dung méi/mau 1a 10:1 (mL/g) &
50°C trong 10 phat. San luong thu dugc 1an luot 12 5.13, 109.30 va 2.12 mg/100 g
d6i v6i mdi loai rong [140]. Hon nita, MAE véi cac diéu kién 300 W, 2,45 GHz va

30 gidy dd duogc stir dung nhu mot budc tién xir Iy dé ting cudng chiét xuat CO2 siéu
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t61 han ctia fucoxanthin tir U. pinnatifida bang cach pha v& mang té bao va thic day
kha ning khuéch tan cua dung mdi qua gian bao [141]. Xu va cong su két hop MAE-
EAE dé chiét xuit fucoxanthin i S. japonica [142], diéu kién toi wu hoa 1a nhiét do
vi song 42,6 °C, phtic hop enzyme (pectinase hodc cellulase) v6i ty 1& 1,12, hiéu sut
chiét xuit fucoxanthin dat 0,443 mg/g.

1.2.2.4. Mt s6 phwong phdp hién dai khéc

x Chiét chit l6ng diéu ap (PLE)

Chiét chat 1ong diéu ap (PLE) hay chiét dung méi diéu ap (PSE) 1a k¥ thuat sir
dung dung méi 16ng dé chiét xuat dudi ap suit cao. Dung moéi co thé sir dung & nhiét
d6 cao hon nhiét do soi cua no dé tang toc do truyén khéi cling nhu chiét xuat. Viéc
tang nhiét do chiét xuét co thé thuc déy d6 hoa tan, toc do truyén khdi cua phlorotannin,
lam giam d6 nhét va stic cang bé mit cia dung moi, dan dén ting tinh tham cua dung
mai vao gian bao dé chiét xuat hop chat muc tiéu. Ngoai ra, PSE gitp giam thoi gian,
tang san luong chiét xuat ctia hop chat muc tiéu, c6 thé ap dung cong nghé tu dong hoa
dé tién t6i san xudt & quy mo 1én. So voi phuong phép truyén théng, PSE dit hon
nhung giam dang ké viéc sir dung dung méi, c6 thé nghién ciru va ap dung quy trinh
van hanh v&i quy mo cong nghiép [113]. Cac nghién ciru ciing chi ra rang, viéc ap dung
phuong phap PLE dé chiét rong déu thu duoc ham luong phenolic cao hon [106, 111,
123, 124]. Ngoai ra, sy két hop ciia PSE va EAE ciing cai thién hiéu qua chiét xuat
phlorotannins tr rong Sargassum muticum [111].

Bang 1.4. Chiét xudt phenolic tir rong theo phwong phdp PLE [106, 113]

Loai rong Phwong phap va diéu kién chiét Ham lwgng phenolic
téng
Dictyota PLE, dung moéi dichlomethan | 18,8 mg PGE/g
dichotoma (DCM), MeOH, nhiét o 75°C, ap
suat 1500 psi
Padina sp. UAE, rong/ EtOH 70% = 1:50, 1 | 124,65 mg GAE/g
gio, 150 W, 30°C
Ascophyllum PLE Picu kién 1: 93,44 mg
nodosum Piéu kién 1: dung méi nude, 120°C, | PGE/g
1500 psi Diéu kién 2: 101,30 mg
Diéu kién 2: dung moi EtOH 80%, | PGE/g
100°C, 1000 psi Diéu kién 3: 127.37 mg
Diéu kién 3: dung méi aceton 80%, | PGE/g
60°C, 1000 psi
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Cystoseira PLE, rong/nudc = 1:10, 20 phut, | 6.81 mg GAE/g (100-C)
abies-marina 100°C hoac 200°C, 1500 psi 48.09 mg GAE/g (200-C)
Fucus PLE, dung mé6i DCM va MeOH, | 54,7 mg PGE/g
ceranoides 75°C, 1500 pst

PLE sir dung nhiét do va ap sudt cao dé chiét xuat cac hop chit tir mau trong
moi truong khong co oxy va anh sang, trong khoang thoi gian ngin va sir dung it
dung moi hon. Nhiét do cao cho phép mau dé hoa tan hon va dat duge toc do khuéch
tan cao hon, trong khi 4p sudt cao giir cho dung méi & dudi diém sdi cia nd.

PLE chiét fucoidan cao hon nhiéu so v6i phwong phép truyén théng. Nhiét do
cao (>100 <C) va ap suat (> 10 MPa) lam thay ddi tinh chat vat 1y ciia dung moéi gitp
cai thién kha nang thAm nhap, hiéu tng mao dan va pha huay té bao, dan dén ting san
luong fucoidan cia PLE dung nude 1am dung méi (13,15%) so v6i phuong phap chiét
thong thuong (5,2%) tir N. zanardinii [83]. Cung v&i ning suat duge cai thién, thoi
gian chiét xuit giam tir 6 gio (hai chu ky 3 gio) xubng con 20 phat (hai chu ky 10
phut). Trong mot nghién ciru khac, hiéu suat chiét xuat S. japonica cao hon 4 1an boi
PLE (140-C, 50 bar) véi NaOH 0,1% lam dung mdi so véi chiét thuong bang HCI
0,05M [97].

Béng cach stt dung NaOH 0,1%, axit formic 0,1% va nudc lam dung moi chiét,
nhiét d0 cao hon anh hudng tich cuc dén ham luong sunfat. Fucoidan dugc chiét xuét
bang axit formic 0,1% c6 ham luong sulfat thip nhét, tiép theo 13 chiét xuat bang
nude va chiét xuat bang NaOH 0,1%. Lién két este gitra chudi polysacarit va nhom
sunfat khong dé bi pha v& boi NaOH trong khi nude ¢ nhiét d6 cao pha v lién két
este hiéu qua hon [97]. Ham luong axit uronic cao nhit trong fucoidan chiét xuat thu
duogc bang cach str dung axit formic & 110-C va 25 bar, trong khi ndng d6 duong tong
cao nhat thu dugc & 140°C va 50 bar [97] va & 180C va 13 bar [99]. Khi nhiét d6 va
ap suét tiép tuc ting, ndong do axit uronic va duong giam dan cho thidy monosacarit
khong 6n dinh & nhiét do va ap suat cao hon [99]. Fucose 1 monosacarit chinh cia
fucoidan dugc chiét xuét boi PLE, trong khi mannose, galactose, xyloza va glucose
cling c6 mit trong phan 16n cac mau [97,98]. Fucoidan chiét xuat bang axit formic
thip hon dang ké so véi chiét xuat baing NaOH 0,1%, nudc hodc ethanol, cho thiy

rang chiét xudt axit co thé di gy ra su phan huy chudi polysacharite [97]. Fucoidan
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thu dugc cho thy hoat tinh chong oxy héa tét, chéng phan bao va chdng ting sinh
vira phai trong cac dong té bao [74].

K¥ thut nay dua trén viéc ap dung nhiét do va ap sudt cao bang dung moi
1ong. Pay ciing 1a mot phuong phap xanh vi né st dung luong dung méi thap va thoi
gian ngin. Hon nita, PLE c¢6 vu diém bd sung 12 moi truong khong c6 oxy va anh
sang thuan g1 cho viéc chiét xuét fucoxanthin. Thuc hién PLE véi rong nau Eisenia
bicyclis, cac thong sb anh huéng dén qua trinh 13 nhiét do va nong do EtOH, gia tri
t6i wu 13 110°C va 90% EtOH, hiéu suat dat duoc 13 0,42 mg/g [143].

x Chiét xuit cé hd tro ép din (ExEA)

Ep dun 1a mot qua trinh co nhiét duogc st dung dé san xuat thuc phém co ham
lugng tinh bot cao. Peggy Vauchel va cong su (2008) da nghién clru qua trinh ép dun
phan g dé chiét xuat alginate tir Laminaria digitata [72]. Chiét kiém ép dun phan
mg dudng nhu hiéu qua hon so véi chiét kiém theo mé do thoi gian chiét giam tir
khoang mot gid xudng chi con vai phit, yéu cau vé nudc va chat phan tng (Na2COs
4%) déu gidm mot nira ma nang suét chiét xudt cao hon 15% va cac dic tinh luu bién
clia san pham déu duoc tang cudng.

Gan day, Sugiono va cong su di ap dung cong nghé ép dun trong chiét xuat
alginate tr rong nau Sargassum cristaefolium [73]. So voéi quy trinh chiét xuét
alginate thong thuong, mot may dun di duoc dwa vao giai doan chiét xuit Na,COs
dé thay thé cdc/bé phan tmg. Cac thong sd van hanh, nhu nhiét do, ty 18 nap rong, tdc
d6 cap liéu cua may dun va do pH da duoc nghién ctiru. Hiéu sudt chiét xuét tot nhat
quan sat dugc la 45,54%, trong khi cé thé dat duogc trong luong phan tir Ién t&1 217,94
kDa. Piéu tha vi 13 ty 16 M/G cta san pham 13 0,29, cho thiy ham luong guluronate
rat cao trong polysacarit [73].

x Chiét chit l6ng siéu téi han (SFE)

K¥ thuat SFE thudng str dung COz siéu t6i han (sCO2) do nhiét d6 va ap suit
t&i han thuan 1oi 1a 304,1 K va 83,8 bar v&i cac wu diém khac 1a khong chay, khong
doc hai, phé bién rong rai, ré tién, strc cang bé mat thép, do nhot thép, do khuéch tan
cao va tro vé mat hoa hoc trong nhiéu diéu kién. SFE c6 tinh chon loc cao hon so véi
chiét xuét béng dung mo6i hitu co, do do6 dich chiét chira it tap chét phan cuc hon va

duoc wu tién xtr 1y cac phan tir sinh hoc khong bén voi nhiét. San pham trich ly sCO2
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thuong & dang dau va ¢ dic. Co thé dé dang tach sCOx ra khoi san pham cubi cling
béng cach diéu chinh ap suét hodc nhiét do [125].

CO, tinh khiét c6 ning suét chiét xuit fucoxanthin thap do kha ning hoa tan
kém cua fucoxanthin trong CO» [144, 145]. Cac dong dung mdi nhu ethanol duoc
ding dé ting do phan cuc cia CO,, ning cao hiéu qua chiét xuat va thu hoi
fucoxanthin. SFE da duoc ap dung chiét U. pinnatifida, st dung EtOH lam dong dung
moi va cac pham vi nhiét d6 khac nhau (30-60 °C) va ap suét (80-300 bar) di dugc
thir nghiém. Nhiét d6 cao (50 °C) va ap suit (200 bar) cho gia tri 7,53 ng/g DW [146].
Nghién ctru khéc trén U. pinnatifida chi ra diéu kién t6i wu voi SFE. Béi véi phuong
phap khong c6 chét cudn (70°C va 400 bar trong 3 gid) cho phép thu duoc hiéu suat
fucoxanthin 13 60,12 pg/g. Phuong phap chiét yéu cau st dung EtOH 1am chit din
trong diéu kién twong tu (60 °C va 400 bar trong 3 gid) hiéu qua hon va cho phép dat
duoc hiéu suit fucoxanthin 1a 994,53 pg/g [133]. K¥ thuat nay ciing cho phép chiét
xudt cac phan doan dau giau fucoxanthin tir hai loai rong S. japonica va S. horneri.
Céc diéu kién duoc t6i wu gdm tdc dd dong khi CO» 1a 27 mg/phut, 45°C, 250 bar
trong 2 gio, nong do ciia fucoxanthin 1a 0,41 + 0,05 mg/g ddi v6i S. japonica va 0,77
+ 0,07 mg/g d6i voi S. Horneri [147].

Getachew va cong su di dung SFE dé chiét xuat dong thoi fucoxanthin tir S.
Jjaponica va dau tir hat ca phé rang (Coffea arabica) [132]. Dau ca phé dugc chiét xuat
hoat d6ng nhu mot ddong dung méi dé ning cao hiéu qua chiét xuét cua fucoxanthin.
Trong diéu kién ti wu: ty 1& rong : hat ca phé 1a 3:1, 40 C va 300 bar, hiéu suat dau
va do thu héi 1a 3,51% va 87,3% véi ham luong fucoxanthin 1a 2,08 mg/g dau da dat
dugc. Mot s6 nhuoc diém trong sir dung dong dung moi dé chiét xut 1a phét sinh chi
phi, c6 thé chiét xuat kém mot s6 hop chat khong mong mudn (nhu chlorophyll) va
kho khan trong viéc tich dong dung méi khoi dich chiét [141].

Tuy nhién, cic phwong phap chiét xuat nay c6 mot sé van dé dat ra nhu sau:

- Céac phuong phap chiét xuat hién dai thoi gian chiét ngan hon, lugng dung
moi tiéu thy it hon, d chon loc va hiéu qua chiét cao hon, mét s6 phuong phdp an
toan va than thién voi moi truong hon so voi phuong phap chiét xuit thong thuong.
Tuy nhién, chi phi dau tu cho phuong phép chiét xuat hién dai ton kém hon.

- Pbi voi chiét xuat fucoxanthin, phlorotanin, fucoidan va alginate: Cac k¥

thuat chiét xut truyén thong gip mot sé kho khin lién quan dén tach phan con lai
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ctia rong bién khong hoa tan. Do day cia dung dich can tro qua trinh loc va dung dich
phai duoc pha lodng voi mot luong 16n nude. Vi rong bién con sot lai rat min va co
thé lam tic ngh&n b loc, nén phai cung cip chat hd trg loc khién qua trinh nay trd
nén t6n kém. Ngoai ra, hoa chét st dung dé chiét xuat co thé anh huong dén tinh chat
hoa 1y cua fucoxanthin, phlorotanin, fucoidan va alginate [63]. Do d6, dé han ché cac
van dé gip phai khi st dung k¥ thuat chiét xuat truyén théng, can co cac k¥ thuat
chiét xudt va ché bién hién dai thay thé nhu siéu 4m, enzyme, vi song,. ... két hop voi
loc va ly tam.

- Bé han ché viéc chiét xuit dong thoi cua cac hop chit khac trong rong bién,
qua trinh chiét cac polysacharide néi chung va fucoidan néi riéng, tién xur 1y rong 1a
can thiét. Trudce khi chiét, chat béo, sic td va cac hop chat c6 trong luong phan tir thap
s& dugc loai bo khoi khoi nguyén liéu rong bién. V&i muc dich d6, nhiéu dung méi va
hdn hop dung moi c6 d6 phan cuc khiac nhau (n-hexan, n-hexan:axeton, n-hexan:etyl
axetat, chloroform, dichloromethane,...), khong gay ra bat ky thay doi cau triic nao doi
v6i hop chét dich, da duge st dung. Tuy nhién, vi ching c6 tinh doc nén cac giai phap
thay thé tién xir Iy da dugc dé xuat va sir dung dé tao san pham than sach.

- Trong qué trinh chiét xuat san pham (fucoxanthin hoic phlorotanin hoic
fucoidan hodc alginate) tir rong bién duoc trai qua cac k¥ thuat chiét xuat khac nhau
theo nguyén tic 1a chiét xuat cac hop chat muc tiéu véi sy dong chiét xuat tdi thiéu
ctia cac thanh phan khac, vi du: chiét fucoidan tir alginate. Néu alginate dugc dong
chiét xuét, can thuc hién cic buédc tiép theo dé loai bo alginate khoi fucoidan, lam
tdng dg tinh khiét cua fucoidan duoc chiét xuat. Van dé dat ra, néu két hop céac cong
nghé chiét xuat hién dai nham thu dugc cung lac nhiéu san phém khac nhau va tich
hop cac cong nghé chiét xuat hién dai nham ché bién sau cac san pham tir rong gitip
tang hiéu qua kinh té 1a budc di ding va can thiét.

- Tiém nang phat trién cua k¥ thuat lai siéu 4m va enzyme: O cap do té bao,
siéu am thuc day su phat trién cua vi khudn bang cach mét cac chum té bao, tang tinh
thAm ctia mang, diéu chinh moi truong nudi cdy va cung cip cac hiéu Gng trén cac
thanh phan té bao, chirc ning té bao va di truyén. N6 1am bét hoat vi sinh vét bang
cach pha huly thanh té bao va té bao chat, cung cap hiéu ung thiét hai cho vién nang
hodc thanh phan noi bao va phat huy tac dung gy hai cho vi sinh vat tir méi truong

xung quanh. O cip d6 phan ttr, siéu 4m cung cap céc tac dong thuc day hodc 1am hong
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cac hoat dong ciia enzyme bang cach thay doi cac dic tinh cta enzyme, co chat va
cac phan ung gitta enzyme va co chat va cung cdp mot méi truong tbi wu cho cac
phan tmg. Hiéu qua tac dong sinh hoc cua siéu 4m dbi véi sy phat trién cua vi khuan
va hoat dong cta enzyme di dugc bao cao nhu qué trinh phuc hdi mang sau khi diéu
tri bang siéu 4m thic ddy sy phat trién cua té bao; Cac co ché thay d6i cac thanh phan
té bao nhu ting sd luong soi ndm té bao; Cac co ché thay ddi chirc ning té bao nhu
cudng do 1én men cia S. cerevisiae dé san xuét bia; Cac co ché thay d6i enzyme nhur
s6 lwong tryptophan ting 1én trén bé mat alcalase.

Vi vdy, luan &n da dat ra cac muc ti€u va ndi dung nghién ctru chinh nhu sau:

- Xay dung quy trinh cong nghé ché bién toan dién rong mo Sargasum. sp.
thanh cac san pham co gia tri cao nhu fucoxanthin, phlorotanin, fucoidan va alginate
theo phuong phép tich hop enzyme — siéu 4m va cac k¥ thuat tién tién (enzyme, siéu
am, ly tam 3 pha va loc mang).

- Nghién ctru toi wu héa cong nghé chiét xuat phenolic tir rong nau theo phuong
phap vi song.

- Xay dung quy trinh cong nghé chiét xuat alginate tir rong mo theo phuong
phap tich hop siéu 4m va enzyme, danh gia tac dung sinh hoc, xay dung tiéu chuan
co 8¢ san pham.

Bén canh d0, cac van dé vé sic t da thudng gay nhiéu ap lyc vé mat tham my,
dic biét 1a dbi véi phu nir. O chau A, hang ndm nguoi ti€u dung ti€u ton hang ty USD
cho cac san pham 1am sang da (Iam giam cdc ddm ning, tan nhang hay 1am mo céc
vét nam). Hién nay nhiéu san pham lam sang da, chéng nam sir dung hoat chat 1a cac
chét trc ché enzym tyrosinase. Tyrosinase 1a mot dich phan tir quan trong tham gia
vao qua trinh hinh thanh cac sac t6 melanin. Uc ché enzym tyrosinase c6 thé 1am han
ché viéc san sinh quéa nhidu cic sic t6 melanin tir d6 gitip diéu tri cac réi loan lién
quan dén tang sic t6 da. Mot van dé dang luu y 1 nhitng hoat chat e ché enzym
tyrosinase hién nay nhu hydroquinon va arbutin lai c¢6 van dé vé su an toan va tinh
hiéu qua [149, 150]. Chinh vi thé tim kiém cac hop chat {rc ché tyrosinase hién van
12 mdi quan tdm cta cic nganh cong nghé dugc pham va hoa my pham. Rong bién
chtra cac vitamin va khoang chit nhu vitamin, acid folic, niacin, acid pantothenic,
calci, magie, phospho, sét, kém... va doi dao hoat chit 1am tring da, chéng 3o hoa
tu nhién, giup da tré nén tuoi sang, min mang. Trong cac md hinh sang loc hoat chat

hién dai, méi day xuat hién mé hinh sang loc 4o (Virtual Screening - VS) va da nhanh
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chong dong mot vai tro hét sirc quan trong trong cac du 4n nghién ciru phat trién
thudc. Mb hinh trén st dung cac tién bod trong tin hoc dé sang loc 40, mo ta va du
doan céc cau trac moi duoc cho 1a c6 hoat tinh manh, lam giam thiéu chi phi va thoi
gian trong qua trinh phat hién va phat trién thudc [151, 152]. Luén 4n d3 sang loc 71
hop chit duoc tach chiét tir Rong mo sir dung hop chit tropolone di dugc chirng minh
¢6 co ché tc ché tyrosinase 1am chat chuin nhdm budc dau sang loc tim kiém cac
hoat chit c¢6 tac dung trc ché enzym tyrosinase, gop phan lam sang to tac dung lam

sang da, chong nam cua cac loai rong trong thuc tién.
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CHUONG 2. NGUYEN VAT LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

2.1. Nguyén vit liéu va trang thiét bi

2. 1. 1. éMguyén |

Mau rong niu dugc thu miu bang phuong phap 1ay mau truc tiép va phuong
phép ln sau. Vi tri thu mau tai khu vuc dao C6 T trong Quy I nim 2019. Cong viée
nay phai dugc tién hanh béi cac nha khoa hoc lin ¢6 trinh d6 chuyén mén tuong tng.
Sau khi thu thap, mau rong dugc loai tap va rira sach lai bé‘lng nude bién sau do phoi
kho dén d6 am dudi 35%, dua vé luu trir tai Vién Hoa hoc cac hop chét thién nhién
truée khi ché bién. Cac mau dugc dinh danh bsi PGS. TS. Pam Diic Tién, Vién Tai
nguyén va Moi truong bién.

Mau rong duoc str dung trong cc nghién ctru 1a chi rong mo, tuy nhién trong
cac nghién ctru khdo sat, danh giad nguyén li¢u cé st dung thém céc chi khac thudc
ho rong nau.

Enzyme Viscozyme L: La ché pham enzyme thuong mai ctia hing Novozymes
Pan Mach, 13 mot phtrc hop da enzyme chuyén biét vé lignocellulose. N6 chira nhiéu
loai carbohydrate, bao gdm arabanase, cellulase, B-glucanase, hemiaellulase va
xylanase. Viscozyme L hd tro phan hity cdc phan tir hemicellulose, cellulose va pectin
va bang cach pha v& cac thanh phan thanh té bao. Hoat d6 cua enzyme: >100
FBGU/g; Ti trong ~1,2 g/mL ¢ 25°C; Nhi¢t do luu trir 2-8°C.

Céc hoa chit sir dung duogc 14y tir phong thi nghiém ctia Vién Hoa hoc cac hop
chat thién nhién, nhap tir hang Merck KGaA (D).

2.12. Thiét bi

- Thiét bi vi song: St dung 16 vi soéng ctia hing Sharp, model R-20A1(S)VN,
cong suat toi da 8OOW.

- Thiét bi siéu am:

+ May siéu am cam tay UP200Ht (200W, 26kHz) ctia hang Hielscher.
+ Bé siéu am Elmasonic S100H (500W) cua hing Elma Schmidbauer.

- Céc thiét bi khac cta Vién Héa hoc cac hop chét thién nhién.
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2.2. Cac phuwong phap nghién ciru

2.2.1. Phé&oind b &odyphenolic 6ng

Nguyén tic cua phuong phap dua trén phan tng mau véi thude thir Folin -
Ciocalteu véi phloroglucinol la chét chuan. Léy 0,5 ml dich miu b6 sung 2,5 ml thude
thtr Folin-Ciocalteu 10 %. Sau 5 phut, thém vao 2 ml NaxCOs3 7,5%, lic déu dé phan
tmg dién ra trong bong tdi va nhiét d6 phong. Sau 45 phut, hon hop duoc ly tim va
phan ndi phia trén duoc thu thip va do bang may quang phd UV-Vis (Shimadzu UV-
Vis 1800, Japan) & budc song 730 nm. Ham lugng phlorotannin/polyphenol dugc
tinh theo duong luong phlorolglucinol.

2.22.P h v omhg4 p inhalginaté

Can khoang 10g rong kho, ngdm rong trong 500 ml dung dich formaldehit 1%,
khudy nhe trong 12 gid. Sau d6 rira sach rong bang nudc cat. Tiép tuc ngdm rong
trong dung dich H2SO4 0,2N trong 4 gid rdi lai rira sach bang nudc cat. Alginate dugc
chiét bang NaxCO31% trong 12 gid, c6 khuay nhe. Loc thu phan dich loc. Két tia
alginate béng con 95° theo ti 18 dich chiét:con 1a 1:2, loc thu tia, rira tia béng acetone,
sdy kho 6 40°C. Can san pham va tinh thanh phan phan tram.

Xéc dinh ham luong axit alginic: Mau rong dugc khuay v6i dung dich NaxCOs
ndéng do 3% (25ml) trong vong 1 gid & 70°C, dich chiét duoc tach bang ly tim, va cin
duogc xir Iy 1an hai duéi diéu kién twong ty. Dich chiét soda gop lai xtr 1y & nhiét do
phong véi 5 giot (110mg; 0,035ml) bromide (Br-); khudy mét vai phat cho dén khi
bromide tan hoan toan va giit qua dém. Dung dich da loai mau dugc thim tich 3 ngay
v6i nude cat chuyén vao trong binh thé tich 500ml, dua vé vach bang nudc cat va loc
(néu can thiét) qua gidy loc, ham luong alginic acid dugc xac dinh trong 0,5ml dung
dich mau bang phan mg so mau vdi 3,5-dimethylphenol va sulfuric acid. Dung dich
sodium alginate (100mg/l, BDH, UK) duoc sir dung dé v& duong chuan trong ving 0-
50 pg trén mau.

Phuong phép danh gia hiéu suét chiét alginate: Hiéu sudt chiét xac dinh theo phan
tram khoi lugng alginate kho thu duoc trén khéi lwong rong kho dem tach chiét.

Xéc dinh ham lugng canxi trao ddi: Can 30 g rong kho di cit nho, ngdm trong
270ml dung dich 0,1% formalin dé qua dém, liy dung dich x4c dinh ham lwong Ca ban
dau. Sau d6 bo sung tir tir HC1 0,2M, sau mdi 1ml dung dich HCI thém vao lai lay ra

1ml dung dich dé xac dinh ham lugng Ca trao d6i theo thoi gian. Viée xac dinh Ca tién
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hanh ddng thoi cling v6i thém dung dich HC1 cho dén khi ndng d6 Ca trong dung dich
khong thay doi.

Xac dinh mau cia alginate: Mau cua alginate xac dinh bang cach tinh % mat
d6 anh sang truyén qua dung dich alginate 1% trén may UV-VIS tai budc song 510
nm. Mau cang sang do truyén qua cang cao.

Phuong phép danh gia d6 nhét: Xac dinh theo phuong phap nhét ké Ot—oan:
Hut chinh x4c 10ml nude cat d6 vao nhét ké. Dung bom cao su cho nudc 18n trén nhanh
2 qua ngn A. Cho nuéc chay tir nhanh 2 sang nhanh 1, do thoi gian t0 khi chat 1ong
chay hét thé tich tir ngdn A dén B. D6 nude di, trang sach bang dung dich alginate 2%
can do, r6i d6 10ml dung dich vao nhét ké. Lam tuong tu xac dinh t.

Thay t va to vao cong thtrc:

9+
Trong d6: Do, D 1a khéi luong riéng ctia nudc va ciia chat 16ng can do.
1o, 1) 12 hé s6 nhdt cua nudce va cua chét 1ong can do.

2.23.P h v o;nhg& @ nogin gilico

Qua tong hop tai liéu, c6 71 hop chat dugc phéan lap tir chi Rong da duoc cac
nhom nghién ctru va xac dinh cau tric, cong thirc va ky hiéu duoc biéu thi trong phu
luc. Cong thirc cAu tao cua cac hop chat dugc xay dung trén phan mém Chemdraw 14
sau d6 dugc chuyén sang dang ba chiéu bang chem3D va t6i wu hoa ning luong thong
qua thudt toan MM2. Do ban chat cta cac hop chat khong phai 1a peptide, dién tich
Gasteiger dd duoc bo sung va sau d6 gan cac hydrogens khéng phan cuc. Viée xac
dinh mach chinh cta hop chat dugc thuc hién tu dong boi phén mém MGLTools. Cac
cAu tric di t6i wu niang lwong duoc chuyén sang dang file pdbqt, 13 dang file dau vao
cho docking phan tir. C6 9 loai nguyén tir xuét hién trong co s dit liéu bao gom: ['A’,
'C', 'NA', 'OA', 'N', 'HD', 'SA', 'CI', 'P']. Hop chét tropolone da dugc chirng minh c6
co ché trc ché tyrosinase 1am chat chuan.

Ciu hinh cta hé thong may tinh duoc st dung cho md phong nhu sau:
Intel®CoreTM 17-9700K CPU@3.60 GHz, with 32GB DDR4 RAM, Ubuntu-Linux
14.04.6 LTS. Cac két qua thu dugc clia qua trinh mé phong duoc phan tich thong qua
cac phan mém PyMOL, LigPlus, Discovery Studio Visualizer va Maestro
(Schrodinger). Thoi gian chay mé phong thuc té thuc hién trong 120 tiéng.
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2.24. Phuong iphapaomglkwa tahlipgichh ph

Chiét lipid tong theo phuwong phap Blight-Dyer cai tién.

Thanh phén cac 16p chat lipid dugc xac dinh trén TLC trang sdn (6 cm x 6 cm,
Sorbfil, Krasnodar, LB Nga), hi¢n hinh béng dung dich axit H,SO4/MeOH 10%, séiy
dén khi cac 16p chat hién hinh hoan toan; scan trén may Epson Perfection 2400
PHOTO (Nagano, Nhat Ban) v&i d6 phéan giai va kich thuée tiéu chuan.

Ham lugng céc 16p chat lipid duoc xac dinh dya trén sy do dién tich va cuong
dd mau trong chuong trinh phan tich hinh anh Sorbfil TLC Videodensitometer DV
(Krasnodar, LB Nga).

225. Phuvong iphaphan kv 3 honagm clauc a x i

Axit béo dugc metyl hoa sang dang metyl este bang tac nhan HoSOs/MeOH
2%, hdn hop methyl este cta axit béo duoc phan tich trén may sac ky khi GC va sic
ky khi két n6i khdi phd GC-MS, sir dung thu vién phé chuan NIST dé so sanh.

226 Xac dinh ham | wvong Fucoi dan

2.2.6.1. Tinh ché fucoidan

Can khoang 5g miu Fucoidan tho hoa tan trong 400ml nudc am, thém 8g
CaClz vao dung dich, khudy dé qua dém va loc loai tiia Calci Alginat. Thém vao
dung dich sau loc 100ml Cetavlon néng d6 10% trong nudc. Khuay k¥, dé ling, ly
tam (5000 vong/phut trong 10 phut) tach ldy tia, rira tia voi 100ml nude. Thém vao
tia mdi 1an 100ml NaCl 20% trong ethanol tuyét ddi, khudy k¥, dé lang 3-4 gio, tién
hanh nhu vay 5 lan. Loc léy tua, rira tua véi ethanol tuyét ddi. Hoa tan tia vao trong
25ml nuée. Cho dung dich nay vao mang tham tach loai 10KDa, ngam trong dong
nuéc chay véi toc do 1ml/phut lién tuc trong 72 gio. Tiép tuc cho nudc chay thém
qua 3h, hitng 13y toan bo luong nudc chay trong 3h d6, ¢o cach thay dén kho thu dugc
mAu tring. Mau thtr sau khi thAm tach, 1dy toan bo dich trong mang loc ¢6 cach thay
dén kho thu duoc fucoidan sach.

2.2.6.2. Xac dinh ham luong L-fucose trong fucoidan tho

Ham lugng L-fucose trong Fucoidan duoc xic dinh bang phuong phap
Gibbons dya trén phan (ng tao mau cua L-fucose vdi acid thioglycolic trong moi
truong acid H2SO4 10i do d6 hap thu cta dung dich tao thanh.

Thubc thir:

t bé

14

banog
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- Dung dich acid H2SO4 pha mau: rét tir tir can than 6 thé tich acid HoSO4, vao
1 thé tich nude, dé cho nguoi. - Dung dich acid H2SO4, 1M: léy 5,4ml acid H2SOyq,
nho tir tr vao 60ml nude, dé ngudi, thém nudc thanh 100ml.

- Dung dich acid Thioglycolic: pha lodng 1ml acid Thioglycolic thanh 30ml
v61 nudc.

Chuén bi dung dich thi:

Can chinh xac khoang 0,1g ché phim vao binh dinh mac 100ml, thém 70ml
nudc dun néng dé hoa tan hoan toan. Dé nguoi, thém nudc vira du téi vach, lac déu.
Hut chinh xac 5ml dung dich trén vao binh dinh mrc 25ml, thém 15ml dung dich acid
H>S0s4, 1M dun cach thity & 95° C trong 2,5 gid. Pé ngudi, thém vira du dén vach
bang dung dich H2SO4 1M. Hut chinh x4c 2ml dung dich trén cho vao dng nghiém
dé trong nudc da, thém tu tir chinh xac 20ml acid H2SO4, day nut kin, lac déu, dat
vao ndi cach thuy dang s6i trong 10 pht, 14y ra 1am ngudi ngdm vao nuéc lanh. Thém
vao dung dich lanh chinh xac 0,2ml dung dich acid Thioglycolic (vira thém vira lac).
Dé yén trong chd tdi 3 gid trude khi do dd hap thu tai budce song 400nm va 430nm.

Chuén bi dung dich chuén:

Can chinh x4c khoang 50mg chuan L-fucose vao binh dinh mutrc 50ml, hoa tan
hoan toan trong nudc, thém nudc vira du dén vach. Hat chinh xac 2ml dung dich trén
cho vao binh dinh mtc 100ml, thém nudc vira da dén vach, lic déu. Hat chinh xé4c
2ml dung dich chuén trén dng nghiém dé trong nudc d4, thém tir tir chinh xac 20ml
acid HoSOs, day nut kin, lac déu, dit vao ndi cach thuy dang s6i manh 10 phat, 1ay ra
lam ngudi, ngdm vao nudc lanh. Thém vao dung dich lanh chinh xac 0,2 ml dung
dich acid Thioglycolic (vira thém vira lic). D¢ yén trong chd t6i 3 gio trude khi do do
hap thu tai budc séng 400nm va 430nm.

Chuan bi mau trang:

Mau trang acid H>SO4: Tién hanh twong ty nhu dung dich thir nhung thay 2ml
dung dich thtr bang 2ml nudc cat. Mau tring cua dung dich thir: Tién hanh tuong tu
nhu dung dich thir nhung khong cho dung dich acid Thioglycolic. MAu trang cua
dung dich chuan L-fucose: tién hanh twong tu nhur dung dich chuén nhung khong cho
dung dich acid Thioglycolic.

Tién hanh
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Po d6 hap thy (A) cta dung dich chudn, dung dich thir, miu tring cua dung
dich thir va méu tring dung dich chudn & buude song 400nm va 430nm. Ham luong

L-fucose c6 trong mau duoc tinh theo cong thirc sau:

(%)= 2 2
(%) . .

Trong do:

Ao 12 6 hap thu cta cac dung dich ¢ budc song 400nm.
Aas30 12 d6 hap thu cta cac dung dich ¢ budc song 430nm.
mc 12 khdi luong cta chudn L-fucose (mg).

mt 13 khoi lwong ciia mau thir (mg)

Xéac dinh ham luong Fucoidan:

Léy 0,1g mau d3 duoc tinh ché fucoidan, tién hanh tuong tu nhu xac dinh ham
luong L-fucose trong mau Fucoidan tho.

Ham luong Fucoidan trong ché pham dugc tinh theo cong thic:
% Fucoidan = —— x 100

Trong do:

Crucose tho: 1a ham luong (%) L-fucose trong Fucoidan tho.

Crucose sach: 12 ham luong (%) L-fucose trong Fucoidan sach

2.2.7 XMaanh ham | vong fucoxanthin

Ham lugng fucoxanthin duoc xac dinh bang phuong phap quang phd. Ham
luong fucoxanthin dugc tinh theo cong thire nhu sau:

Cruc = 6,39xA445 — 5,18xAs63 + 0,312xA750 — 5,27

Trong d6: Cre: ham luong fucoxanthin (mg/l), A: 6 hip thu quang & budc
song tuong ng.

Xir li s6 liéu: Mdi thi nghiém duoc lap lai 3 1an, gia tri trung binh va d6 léch
chuan dugc tinh bang Microsoft Excel 2013. Ngon ngit théng ké R (phién ban 3.5.2)
dugc su dung dé kiém dinh sy khac biét c6 y nghia théng ké vé ham lugng

fucoxanthin véi cac chir cai thé hién su khac biét co ¥ nghia thong ké p <0,05.
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2.3. Phwong phap danh gia tac dung sinh hoc

231, Phuwvondganphtcdgp at i éu an toan

- X4c dinh tong sb vi khuan yéu khi, nAm men, nAm men, ndm mdc trong céc
san pham thyc pham theo TCVN 4886-89;

- Xac dinh E.coli, theo TCVN 6846:2007,

- Xac dinh Salmonella, theo TCVN 4829:2005;

- Xac dinh Staphylococcus aureus, theo TCVN 4830:2005;

- Xac dinh Clostridium perfringens, theo TCVN 4991:2005;

- Xac dinh Bacillus cereus, theo TCVN 4992:89;

- Xac dinh aflatoxin, theo TCVN 7596:2007;

- Xéc dinh tong s6 vi sinh vét hiéu khi, theo TCVN 4884:2005;

- Tong bao tir nAm men- méc TCVN 6265:2007;

- Xac dinh Coliforms, theo TCVN 4882:2007;

- Xac dinh ham lugng chi, theo AOAC 994.02;

- Xac dinh Asen, theo AOAC 952,13;

- Xac dinh ham lugng cadimi, theo AOAC 2000;

- Xéc dinh ham lugng thuy ngan, theo AOAC 971,21,

232 Phuwvong phap xac dinh doéc tinh ¢

Nguyén tic: Cho chudt thir nghiém udng cing liéu mau nghién ctru trong diéu
kién 6n dinh nhu nhau, quan sat cac phan tng xay ra trong 72 gio.

Thir nghiém so bd: Cho 10 chudt (50% duc, 50% cai) nhin doi it nhat 12 gio
trwde khi dung mau nghién ciru & lidu duy nhét, lidu cao (tir 5000 - 6.000 mg/kg thé
trong), hoic cao nhat qua dudng udng (thé tich toi da 1a 0,2ml-0,3 ml/10g trong lugng
chudt tham gia thir nghiém duoc bd tri theo “Hudng dan thir nghiém tién 1am sang va
1am sang thubc dong y, thude tir dugc liéu” cia BO y té ban hanh theo quyét dinh sb
141/QD-K2DT ngay 27/10/2015). Theo ddi va ghi nhan cir dong tong quat, biéu hién
vé hanh vi, trang thai 16ng, an udng, di tiéu va sb luong chét cta chudt trong vong 72
gi0, chudt khong c6 dau hiéu bat thuong hodc chét thi tiép tuc theo doi dén 7 ngay.

Thir nghiém chinh thire: C6 3 trudng hop co thé xay ra:

- Truong hop 1: Sau khi cho ubng mau, sé chudt trong 16 thir van bao toan cho

thay liéu cao nhat c6 thé qua kim ma khong lam chudt chét. Liéu nay duoc ki higu 1a
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Dmax va lidu twong ddi an toan dung trong céc thir nghiém dugc 1y ¢6 thé bang hoic
16m hon 1/5Dmax.

- Trudng hop 2: Sau khi cho chudt udng mau nghién ciru, ti 18 tir vong 1a 100%
thi thir vi lidu giam Y% so véi lidu dau. Tiép tuc tham do cho dén khi tim duoc lidu
t6i thiéu gay chét 100% chudt (LD1oo) va liéu tdi da khong gay chét con nao (LDo).
Tién hanh thir nghiém xac dinh LDso theo phuong phap ctia Dodehe Yeo va cong sy
(2012), N’dia Kouadio Frédéri va cong su (2013), Aristide Traore va cong su (2014).

- Trudng hop 3: Sau khi udng mau thir, sé chudt tir vong thap hon 100%,
khong x4c dinh duoc lidu gdy chét tuyét dbi (LD1oo) dan téi khong thé xac dinh dugc
LDso. Tuy nhién, truong hop nay c6 thé xac dinh dugc lidu toi da khong gay chét
chudt, goi 13 lidu dudi lidu chét (LDo). Khi d6 liéu trong dbi an toan Ds dung trong
cac thir nghiém duoc 1y ¢6 gia tri bang 1/5 hodc 1/10 liéu LDo.

233. Nghi én cw®u tinh déc ban truwong d

Nghién ctru doc tinh ban trudng dién dugc tién hanh theo phuong phap cua
Cristiani Biirger va cong su (2005), Pillaia G va cong su (2011), Ramaswamy S R va
cong su (2012). Bao gém nghién ctru sy thay d6i cta 16ng, theo doi vé kha nang thu
nhan thire an, kha ning di chuyén so véi 16 dbi ching, nghién ctru qué trinh thay doi
khéi lwong chudt thi nghiém ciing nhu anh hudéng cta viée str dung mau nghién ctiru
dén mot sb chi tiéu huyét hoc, enzym chirc nang gan, than.

B tri thi nghiém

Cin ¢t vao két qua thir nghiém doc tinh cip cho thiy ché pham eicosanoid
nghién ctru thuéc nhom khéng cé doc tinh véi lidu thir cao nhit 13 6000 mg/kg. Vay
LDy (liéu an toan khong gy chét chudt nhat) trong thir nghiém nay 1a 6000 mg/kg.
Trong khi d6, liéu tuong dbi an toan (Ds) dung trong cac thir nghiém duoc 1y c¢6 gia
tri bing 1/5 hodc 1/10 liéu LDg nén mire liéu duoc lya chon cho thi nghi¢m doc ban
truong dién trén chudt trong thir nghiém nay cao nhat s& 1a 1000 mg/kg, sau d6 giam
xubng 1a 500 mg/kg va 250 mg/ke.

40 chudt nhat tring dong BALB/c, khong phan biét giéng, khéi luong tir 19-24
gram, nuoi tai Khoa Dugc 1y sinh héa — Vién Duogc Li¢u, dugc chia lam 4 16 (10

chut/16).
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Thoi gian cho uéng mau 1a 28 ngay. Pén ngay tht 29, thu mau dé phan tich
mot sd chi tiéu huyét hoc va hoa sinh, dong thdi mé kiém tra truc quan cac co quan
ndi tang gan,than, lach.

Theo déi biéu hién bén ngoai ciia dong vt thi nghiém

Trong thoi gian thi nghiém chudt duoc theo ddi cac biéu hién bén ngoai nhu:
trang thai 1ong, kha ning di chuyén, kha nang thu nhéan thirc an, cic hién tuong di
ngoai (néu co), phan xa anh sang, 4m thanh...

Theo déi sw thay ddi khdi lwong ciia dong vat thi nghiém

Trong thoi gian thi nghiém chudt duoc theo ddi sy thay ddi vé trong luong
chudt thi nghiém 1tuan/lan (thoi diém trudce khi udng mau nghién ctru goi 13 thoi diém
ngay 0) dé theo ddi qu4 trinh ting trong lugng dong vat va qua dé danh gia dugc tinh
doc (néu co) khi cho udng trong thoi gian dai lién tyc.

Anh huwéng ciia miu nghién ciru dén mot sd chi tiéu huyét hoc, sinh hoa mau

Sau qua trinh thi nghiém, toan bo dong vat duogc léy mau lam cac xét nghiém
mét sd chi tiéu huyét hoc nhu: héng cau, bach cau, tiéu cau, hemoglobin; mot sb chi
tiéu hoa sinh trong huyét thanhla aspartate aminotransferase (AST/SGOT), alanine
aminotransferase (ALT/SGPT) va creatinin, tir §6 danh gid chirc ndng gan, than, theo
phuong phap cua Pillaia G va cong su (2011).

Sau qu4 trinh thi nghiém, dong vat duoc mo giai phau dé kiém tra truc quan
ndi tang va so sanh voi 16 ddi ching.

Xir 1y s6 li¢u

Céc s6 liéu duge xu 1 trén Excel, duoc trinh bay dang M + SE. C4c thuat toan
thong keé #-test dé kiém tra sy sai khic c6 y nghia so voi Pbi chitng bénh 1y, véi p<0,05
dugc coi 1a sai khac c6 ¥ nghia thong ké.

234 Phwvong phap danh gia tac dung

Nghién ctru bao gdm ba thi nghiém tuong (mg 1a u6c tinh anh hudng ciia canxi
alginate va voi su hép thu chi, cadimi, thiy ngan trong rudt, loai bo chi, cadimi, thiy
ngan trong cic co quan bén trong va xuong, va loai bo chi véi phan.

Sau thoi gian thich nghi, 70 con chudt da dugc chia ngau nhién thanh 7 nhom,
mdi nhém 10 con. Cac nhém ndy bao gém 1 nhém ddi chimg va 3 nhom da duoc gay
doc chi, cadimin va thiy ngan va 3 nhom sau khi duoc gay doc thi dugce tiép tuc cho

in canxi alginate. Cac nhom ddi chimg nhén hang ngay 1 ml nuéc cit qua bom da

gy
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day (gastric gavage). Pong vat cua cac nhom khic duoc cung cip hang ngay 1 ml
dung dich chi axetat, cadimi axetate va thiy ngan axetate chira lan luot 50 mg Pb,
Cd, Hg trén 1kg bang bom da day. 3 tudn sau, cac dong vat thudc nhom giai doc duoc
cung cap mot dich c6 chira tuong g canxi alginate, v6i lidu 0,1 g/kg thong qua bom
da day. Dé ngin chin sy tvong tac ctia Pb, Cd, Hg va thanh phan thirc an, dong vat
thudc tat ca cac nhom khong dugc cho in trong 1 gid sau khi sir dung kim loai va
algianate. Sau 6 tuan thi nghiém, tt ca cac con vat déu duoc gy mé nhe bang ether
va dem md. Gan, than, tim va xuong dui da dugc bo ra, can, rira va luu trit cho dén
khi phan tich.
Bang 2.1. Ky hiéu 7 nhom chugt thir nghiém

Nhém d6i chirng Ché @6 iin binh thwong
Nhom 1 Gay doc bang chi axetate
Nhom 2 Gay doc bang caidmi axetate
Nhom 3 Gay doc bang thuy ngan axetate
Nhom 4 Gay doc bang chi axetate + cho n canxi alginate
Nhom 5 Gay doc bang cadimi axetate + cho in canxi alginate
Nhom 6 Gay doc bang thuy ngan axetate + cho an canxi alginate

Phan tich néng do kim loai: Nong do chi trong dung dich loc duoc danh gia
bang phuong phap phd hip thu nguyén tir AAS. Ham luong chi, cadimi, thity ngan
trong tim, than, gan va xuong dui dugc lay khoi chudt cling nhu trong phan duoc udc
tinh bang Atomic absorption spectrometry (Parsons va Slavin 1993).

2.3.5. Phuong aplagindgahbagpgaxkbng

Phuwong phigbaadiim vitro

Dong té bao MC3T3-E1 duoc nudi cay dudi dang don 16p trong méi truong
nudi cay alpha-MEM c6 bo sung 10% huyét thanh phéi bo (FBS), 1% khéang sinh PS
& diéu kién 370C va 5% CO2. Té bao duoc ciy chuyén bang Trypsin - EDTA
(0,05%) sau 2 ngay nudi cay. Pé xac dinh kha ning biét hoa MC3T3-El thanh
nguyén bao xuong, té bao sau khi phu 80% bé mit nudi cdy, dugc nudi trong moi
truong biét hoa c6 bod sung 10mM B-glycerophosphate va 50 pg/ml ascorbic acid.

Xadnhdrp h & Enciattb ao MEST 3

Phuong phap MTT dugc st dung dé xac dinh su phat trién cta té bao MC3T3-

El dudi tac dong cua chat nghién ctru. Phuong phap nay xac dinh su phat trién ciia
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té bao thong qua sy hinh thanh san pham formazan mau khi dua MTT vao giéng té
bao dudi tac dong clia enzyme trong té bao song. Kha ning séng sot cia té bao khi
c6 mit chét thir s& dugc xac dinh théng qua cong thirc sau:

[OD(chat thir) x 100]

% TB song sot = )
[OD(d6i ching am)]
Phuvong p lnA prhoata @d aia alkalin phosphatase (ALP) [10]

Té bao duoc dua ra dia 96 giéng. Khi té bao phu kin 80% bé mat nudi cay, té
bao dugc nudi trong moi trudng biét héa cd bd sung 10mM B-glycerophosphate va
50 pg/ml ascorbic acid. Sau d6 méu thi nghiém duoc dua vao v6i cac ndng d6 khac
nhau. M6i trudng cling nhu mau thir duge thay mai 2- 3 ngay mot 1an. Hoat dong ciia
ALP trong té bao vao ngdy tht 7 duoc xic dinh bang ALP Assay Kit (Abcam,
Cambridge, England) theo hudng dan ctia nha san xuét.

Xadnh#hanang ki eoColiaderilelh t

Té bao dugc nudi trong mdi truong biét hoa va i véi mau tha. Sau 10 ngay 0
hoat chit, té bao duoc rira béng PBS, c6 dinh béng dung dich Bouin’s fluid trong 1
gid.Sau khi ¢ dinh, dia thi nghiém duoc rira dudi voi nudc trong 15 phat va dé khé.
Sau d6 té bao dugc nhudm bang Sirius red 0,1% trong acid picric trong 1 h va rira
béng HCl 0,01M dé loai bo thudc nhudém con du; Cudi cung, mau nhudém di
gén voi collagen té bao duoc hoa lai trong NaOH 0,1M. Mat d6 quang OD dugc xac
dinh bang may do ELISA (Bio-Rad) & budc song 550nm. Kha ning kich thich tao
collagen dudi tic dong ciia mau thir duoc so sanh véi d6i chitg am theo cong thic:

[D(chét thir) x 100]

% tao collagen = ’
[OD(d6i chirng am)]

Xadnh&hanang ki eoh kthhoiacnhg t

Kha ning tao khoang dudi tic dong ctia mau thir duge xac dinh theo phuong
phap nhudm Anizarin red. Sau 15 ngay G mau, t& bao dugc rira 2 1an v6i PBS va cb
dinh v&i ethanol 70% trong 1 gio. Té bao sau d6 duge nhuém véi alirazin Red S
40 mM (pH 4,4) trong 15 phut va rira lai bang nudc cat khir ion. Lugng mau nhudém
gin véi canxi dugc hoa tan véi cetylpyridinum chloride 10% va lic nhe trong

15 phat. Po mat do6 quang hoc & budc séong 561 nm bang may do Microplate
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Reader (Biorad). Kha niing kich thich tao khodng duéi tac dong ctia mau thi nghiém
dugc so sanh véi dbi ching am.

2.36. P h uv o ntgrhgath atpion g o ki hoéa

Phan tich kha ning biy cac gbc tu do tao boi DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl; Brand- Williams et al. 1995, Shela et al. 2003, Kumar et al. 2013) la
phuong phap da dugc cong nhan dé xac dinh nhanh hoat tinh chéng oxy hoa. Chat
thir dugc hoa trong dimethyl sulfoxide (DMSO 100%) va DPPH dugc pha trong
ethanol 96%. Su hép thu cia DPPH ¢ A= 515 nm duoc xac dinh sau khi nhé DPPH
vao dung dich mAu thir trén phién vi luong 96 giéng. Két qua cac thir nghiém dugc
thé hién 1a gia tri trung binh cia it nhat 3 phép thir lap lai + d6 léch chuan (p < 0,05).

2.37. P h v o nhgrhgath atpi ndct€lgpag d

Hoat tinh gay doc va e ché su ting sinh té bao theo phwong phap MTT [3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] dugc Vién nghién ctu
ung thu qubc gia My (NCI) danh gia 13 phuong phap quy chuan va hiéu qua cho sang
loc nhanh céc chét c6 hoat tinh gdy doc hodc e ché su ting sinh té bao. Nguyén tic
clia phuong phéap 1a gian tiép xac dinh hoat tinh ctia chat thir qua kha ning trc ché
enzyme oxidoreductase phu thuéc NAD(P)H cua té bao. Enzyme trong ty thé nay xuc
tac phan tmg khtr thuéc nhudm tetrazolium MTT thanh dang formazan khong hoa
tan, c6 mau tim, qua d6 c6 thé phan anh twong quan sé lugng cac té bao dang phat
trién khi do & budc song L= 540/720nm.

Dong té bao: Cac dong té bao cung cip bdi ATCC (American Type Culture
Collection, USA; https://www.atcc.org) va CLS (Cell Lines Service GmbH, CHLB
buc (https://clsgmbh.de) duoc luu gitr tai Phong Sinh hoc thuc nghiém, Vién Hoa
hoc cac hop chat thién nhién (Vién Han 1am KHCNVN): MCF-7 (T¢é bao ung thu
vi), HeLa ( Té bao ung thu ¢6 tir cung), PC-3 ( Té bao ung thu tuyén tién liét).
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Sir dung k¥ thut tién tién va cong nghé tich hep ché bién rong mo

3.1. BvaSé&hdnyi nh quy trinh

Lu4n 4n di dua ra quy trinh céng nghé ché bién toan dién rong mo Sargasum
sp. thanh cic san pham c6 gia tri cao nhu fucoxanthin, phlorotanin, fucoidan va
alginat theo phuong phap tich hop enzyme — siéu 4m va cac ky thudt tién tién
(enzyme, si€u am, ly tam 3 pha va loc mang) (hinh 3.1). Quy trinh dugc mo ta 1a hi¢u
qua voi kha nang thu hdi dong bo va hiéu suat cao cac san pham va han ché t6i da
chat thai tir ngudn nguyén liéu rat ddi dio, ¢ sin trong ty nhién.

Quy trinh dya trén dic tinh cia nguyén liéu va cc san pham, str dung nén tang
cong nghé song siéu am dé pha huy cac ciu tric té bao va sir dung song siéu am két
hop enzyme — 4p dung trén d6i tugng rong mo dé thu duoc cac san pham fucoxanthin,
phlorotanin, fucoidan va alginat. Viéc st dung soéng si€u am cudng dg cao trong giai
doan dau va su két hop song siéu 4m cuong do thip voi enzyme ¢ giai doan tiép theo
da gitp giam mot luong 16n enzyme can sir dung ( 3-4 1an), dong thoi thoi gian can
dé thuy phan ciing giam. Chinh diéu nay da han ché duoc su oxi hda mot sé thanh
phan nhay cam nhu fucoxanthin va phlorotanin. Mit khac, quy trinh st dung séng
siéu am va enzyme trong giai doan xu 1y nguyén li¢u giap phé v& dugc mang ludi
lién két giita alginat, fucoidan voi xenlulozo; do d6 khong can st dung acid trong giai
doan xtr Iy nguyén liéu trudc khi chiét tach fucoidan va alginat nén cac céu triic clia
fucoidan va alginat dugc bao toan, tranh su cat dirt mach polime mot phén béi acid.
Ngoai ra, qua trinh chiét tach fucoxanthin va phlorotanin trudc khi chiét tach alginat
da lam giam mot lugng 16n cac chit mau, bén canh d6 viéc su dung qua trinh dién
phan dé tay mau ciing giup tranh duoc viéc phai str dung mot luong 16n cac chat oxi
hoa dé tdy mau nhu javen hodc H.O» nén tranh dugc viée ton du cac hoa chat khong
mong mudn ciing nhu ha gia thanh san pham alginat. Cac phan chat thai con lai duoc
diéu chinh pH trung tinh, bd sung vi sinh vét dé 1 1én men tao thanh phan bén hitu co
da vi lugng.

Mit khac, cong nghé hoan toan c6 kha nang trién khai thyc hién & quy mé
cong nghiép. Do d6, dam bao cung cdp mot lugng 16n san pham fucoxanthin,
phlorotanin, fucoidan va alginat cé gia tri chim soc sirc khoe cong déng véi hiéu qua

kinh té cao.
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Hinh 3.1. So d6 quy trinh sir dung ky thudt tién tién va cong nghé tich hop dé

ché bien rong mo
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Thuyét minh quy trinh

Buéc 1: So ché nguyén liéu

Mau rong mo Sargassum. sp sau khi thu hoach duoc 1am sach, loai bo rong la
va sinh vat bam trén rong, rira sach bé’mg nude bién sau do rira sach lai béng nuoc
ngot, bao quan & nhiét @6 -20°C trudc khi str dung

Buéc 2: Siéu 4m pha v& té bao nguyén lidu

Rong bién sau so ché sach duoc bo sung nude theo ti 16 4/1 (nuée/ rong: V/m);
nghién nho bang may nghién chuyén dung dén kich thudc < 0,1mm

Rong bién sau khi nghién duoc tién hanh siéu 4am & muc cong suat 30-40
W/cm? trong 30 phut ¢ nhiét do 50°C.

Budc 3: Thuy phan xenlulozo trong rong

Hon hop sau siéu 4m duoc bo sung enzyme phén giai xenlulozo c6 ngudn goc
tir ching ndm men Aspergillus aculeatus (Enzyme Viscozyme L) theo ti 1& 0,06%
(enzyme/ co chat) tai pH 5-6, ha murc cong suat siéu 4m xudng con 2-4W/ cm?, tién
hanh trong 40 phiit & nhiét d6 40-42°C sau d6 nang cong suat siéu am 1én 50 W/cm?
trong vong 5 phut dé bat hoat enzyme. Ha nhiét 6 hdn hop vé nhiét do phong

Buéc 4: Chiét thu hoi fucoxanthin

B6 sung dietylete vao hdn hop sau thiy phan (1/4, thé tich/thé tich), lic déu
sau d6 dua vao ong ly tim & toc do 3000 vong/ phut trong 5 phat & nhiét phong, thu
liy pha hitu co; lap lai qua trinh 3 1an. Gom pha hitu co, lam khan bang Na>SOa, ¢d
can thu duoc phr:in can chiét dang dau chtra ~ 1% fucoxanthin. Phan con lai sau khi
chiét dietylete 12 hdn hop bao gdm phan nude va chat ran ( Hon hop Al)

Buéc 5: Chiét thu hoi phlorotanin

Hon hop A1 sau khi chiét dietylete duoc bd sung etyl axetat (1/4, thé tich/thé
tich), khudy déu trong 10 phut sau d6 dwa vao ong ly tim & téc do 3500 vong/ phut
trong 15 phut, thu l1dy pha hiru co; 1ap lai qua trinh 3 1an. Gom pha hiru co lam khan
béng NazSO4, c6 can thu duoc phﬁn can chiét chira phlorotanin. Phan con lai sau khi
chiét etyl axetat 1a hdn hop bao gdm phan nudc va chat ran (Hon hop A2). Pha nuéc
bao gdm cac thanh phan nhu khoang vi luong, carbohydrat, axit amin, peptide, kich
thich t6 thuc vat hoa tan, c6 thé sir dung ngay lam phan boén 14.

Bude 6: Chiét xuit fucoidan
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Hon hop A2 dugce ly tim & tée d6 9000 vong/ phut thu duoc phan chat rin Bl
va phan 16ng C1. Phan chét rin B1 duoc b sung nuée khir ion theo ti 16 10/1 (ml/g),
khudy déu sau d6 siéu am ¢ mirc cong sudt 30W/cm? trong 5 phut & 50°C, loc thu
dung dich; tién hanh lap lai 2 1an thu duoc dich loc va phan chét ran A3. Gom phan
dich loc, bd sung CaCl, theo ti 18 0,8g/lit, ly tam dwgc phan chat rin B2 va phan long
C2. Phan chat 1ong C2 sau d6 co can con 1/3 thé tich duéi ap suat giam. B6 sung
etanol 96° theo ti 1& 7/10 (thé tich/thé tich), ly tim & toc d6 5000 vong/ phit thu dugc
phan chat ran B3, siy kho thu duoc san pham 1a fucoidan véi ham lugng > 90%.

Buwéc 7: Chiét xuit alginat

Phan chét rin A3 gom chung véi phan chat ran B2 dugc chat ran A4. Khay
déu chét rin A4 trong dung dich Na,COs 5% (1: 4/ mg:ml), siéu 4m & mirc cong suit
10W/cm? ¢ 60°C trong 10 phut sau d6 loc loai bo chat ran thu lay phan chat 1ong.
Phan chét long dugc dua vao binh dién phan véi dién cuec titan trong diéu kién 1,5V
& 0,3mA/cm? trong 2h. Dung dich thu duoc dem 16t tir tir vao dung dich CaClz 1,8%
(2:1, thé tich:thé tich) trong diéu kién khudy manh ¢ nhiét d6 thuong. Sau d6 dé ling
dung dich trong 2h, loc thu 1y phan két tia va sdy kho ta thu duoc san pham la canxi

Trong quy trinh nay, viéc loc tham tach dugc thuc hién bang mang cé kich
thude 100-300 kDa dé thu nhan fucoidan. Pha ran duoc chiét alginat bang dung dich
kiém, st dung k¥ thuat dién hoa dé téy mau, thu dugc alginat sach. Cac phén chit con
lai duoc diéu chinh pH trung tinh, bo sung vi sinh vt dé G 1én men tao thanh phan
bon hiru co da vi lugng.

3.12banh éiqgééc Bt g uciékuiti n h

Pay 14 1an dau tién quy trinh dé cap dén sir dung cong nghé tich hop k¥ thuat
enzyme — siéu 4m va cac ky thuat tién tién (enzyme, siéu am, ly tim 3 pha va loc
mang) tao déng thoi cac san pham cé gia tri tir ngudn nguyén liéu rong mo.

Ngodi ra, luan 4n tién hanh khao sat mot sé phuwong an nham muc dich nghién
ctru sy anh hudng cua tich hop cac k¥ thuat tién tién khac nhau dén hiéu qua qua trinh
chiét xuét tao cac san pham.

- Phuong dn 1: Quy trinh chiét nhu so d6 3.1, muc dich chi thu fucoxanthin.

- Phuwrong dn 2: Quy trinh chiét nhu so d6 3.1, muc dich chi thu phlorotanin.

- Phwong dn 3: Quy trinh chiét nhu so d6 3.1, muc dich chi thu fucoidan.

- Phirong dn 4: Quy trinh chiét nhu so d6 3.1, muyc dich chi thu alginat.
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- Phuwong dn 5: Quy trinh chiét nhu so d6 3.1, muc dich thu dong thoi cac san
pham fucoxanthin, phlorotanin, fucoidan va alginat khong dung siéu 4m va enzyme

- Phurong dn 6: Quy trinh chiét nhu so dd 3.1, muyc dich thu dong thoi fucoxanthin,
phlorotanin, fucoidan va alginat str dung enzyem khong dung siéu am.

- Phwong dn 7: Quy trinh chiét nhu so d6 3.1, muc dich thu dong thoi
fucoxanthin, phlorotanin, fucoidan va alginat sir dung si€éu am khong dung enzyem.

- Phurong dn 8: Quy trinh chiét nhu so dd 3.1, muyc dich thu dong thoi fucoxanthin,
phlorotanin, fucoidan va alginat str dung tich hop k¥ thuat vi song va enzyme.

- Phurong dn 9: Quy trinh chiét nhu so dd 3.1, muyc dich thu dong thoi fucoxanthin,
phlorotanin, fucoidan va alginat st dung tich hop k¥ thuat siéu &m va enzyme.

Bang 3.1. Hiéu qua qud trinh chiét xudt theo cdc phwong dn

Phuone an Ham lrong san pham
& (% tinh theo Irgng khoé ctia nguyén li¢u)
fucoxanthin | phlorotanin | fucoidan | alginat
1: Chiét fucoxanthin 0,80 - - -
2: Chiét phlorotanin - 1,75 - -
3: Chiét fucoidan - - 3,30 -
4: Chiét alginat - - - 32,5
5: Chiét khong dung si€u am va 0,08 0.15 123 8.24
enzyme
6: Chict su dung enzyme khong | 0,88 1,97 16,6
dung siéu am
7:‘ Chiét str dung si€u am khong 0.56 112 2.81 245
dung enzyme
8 Chle’t tich hop dung si€éu am 0.72 1.80 3.01 28.7
va vi song
9 Chiét tich hgp dung si€u am 0.78 1,74 3.28 322
va enzyme
Két qua cho thay:

- Phuong 4an 1,2,3,4 thu duoc cac san phim riéng 1é c6 ham luong cac san
pham tét nhét, tuy nhién, ham lugng cao hon khéng nhiéu so v6i phuong 4n 9 tich
hop, ma chi thu duoc duy nhét tirng san pham nén hiéu qua khéng cao.

- Phurong 4n c6 st dung hd tro ctia ki thuat siéu 4m (phuong 4n 7) hodc enzyme
(phwong 4n 6) cho hiéu suét cao hon so v6i ngam chiét théng thuong (phuong an 5),
tuy nhién kém nhiéu hon so v6i phuong phép tich hop siéu am/vi véng véi enzyme

(phuong an 8 va 9).
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- Phuong 4n st dung tich hop vi séong va enzyme (phuong an 8) nhin chung
cho ham luong cac san pham kém hiéu qua hon so v6i phuong an st dung tich hop
siéu am va enzyme (phuong an 9), ngoai trr ham lugng phlorotanin (phenolic) cao
hon. Piéu nay co thé goi y dén sir dung tich hop vi song va enzyme dé chiét xuat cac
hop chat phlorotanin (phenolic) va chiét xuat cac san pham khac st dung tich hop
si€éu am va enzyme.

- Phuong an sir dung tich hop siéu 4m va enzyme (phuong an 9) cho két qua
t6i wu nhat, thu duge dong thoi cac san pham fucoxanthin, phlorotanin, fucoidan va
alginat voi ham luong cac hoat chat cao, qua d6 giam thoi gian, dung méi, hao phi
may moc thiét bi, do d6 giam gia thanh san pham va mang lai gia trj kinh tteescao.

Ngoai ra, cac nghién ciru vé str dung tich hop k¥ thuat ly tdm 3 pha va loc mang
da 1am giam thoi gian thu cac san pham so v6i phuong phap thong thuong 1a 30%.

Nghién ctru cua tac gid Lé DPic Giang va Lé Thi Thuy dang trén tap chi Khoa
hoc PHSP TPHCM (2016) vé viéc sir dung mot s6 phuong phap khac nhau dé chiét
xuat Alginate tir rong niu, két qua cho thay hiéu suét chiét alginate dao dong trong
khoang tir 12,13 - 35,87%. Nghién ctru cia tac gia Bui Van Nguyén (Luén an Tién
sy, 2018), chiét xuat Fucoidan theo phuong phap cua Bilan va Cs, két qua cho thay
hiéu suét chiét Fucoidan dao dong trong khoang tir 1,98-3,7%. Nghién ctru cla tac
gia Vo Mai Nhu Hiéu (Luan an Tién sy, 2014), chiét xuat Phenolic tir mot sb loai
rong nau khac nhau, két qua cho thiy ham luong phenolic dao dong tir 0,089 dén 0,44
% tuy theo loai rong va vi tri ldy mau.

Badng 3.2. So sanh két qud thu nhdn cdc hop chat

Phenolic Fucoidan Alginate
t(x)ng
S dung cong nghé tich hop 0,1704% | 2,87 £0,04% | 29,57 £2,27%
Theo két qua nghién ctru cua tac - - 12,13-35,87%
gia Lé PBuc Giang, Lé Thi Thuy
Theo két qua nghién ciru cua tic - 1,98-3,7% -
gid Bui Van Nguyén
Theo két qua nghién ctru ciia tac | 0,089 - 0,44 - -
gia V& Mai Nhu Hiéu %
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Két luan: Do ham lwong, thanh phin cic hop chit Phenolic, Fuciudan,
Alginate & rong niu c6 su bién dong theo loai, theo mua... nén chua thé danh gia va
so sanh chinh xac vé hiéu qua chiét xuit theo cac phuong phap khac nhau. Tuy nhién,
viéc tng dung tich hop cac k¥ thuat tién tién co loi thé giup chiét toan bo cac hop
chét hitu ich trong rong niu, déng thoi tin dung ba thai 1am phan bén, dem lai loi ich
vé kinh té va bao vé méi trudng.

3.2. Nghién ciru khao sat danh gia nguyén liéu

32. 1.

hoach tai bién Viét Nam

N ¢gthkhd@® n é tm onlg alginate mét 6 loai rong n & thu

Tai Viét Nam, cac loai rong thudc chi rong mo 1a ngudn nguyén liéu chinh dé
san xuat gel alginate. Vi vay chiing ti tip trung vao phén tich danh gia mot s cac
mau rong dé xac dinh duoc ngudn nguyén liéu tiém niang. Thoi gian thu hoach tuy
thudc vao ting loai, thudng vao khoang tir thang 3 - 7 hang nam. Két qua nghién ctru
budc dau cho thidy ham luong alginate dat khoang 28 — 35% trong luong kho. Céc
khu vuc vinh Nha Trang, quin dao C6 T6 — Hai Phong, Hon La — Quang Binh, Vinh
Méc, Con C6 - Quang Tri 1a nhitng ving c6 tiém nang vé khai thac.

Bang 3.3. Ham lwong alginate ciia mot s6 mau khdo sat

TT | Ky hi¢u miu Tén KH Pia diém thu miu Ham Irgng

alginate (%)
1 RBO1 QN-CT S. polycystum Quang Ninh — Co6 T6 342+0,5
2 RB02 QN-CT S.mcclurei Quéang Ninh — C6 T6 36,1+0,3
3 RB03 QN-CT S. swartzii Quang Ninh — Co6 T6 34,5+ 0,7
4 RB04 QN-CT S. polycystum Quang Ninh — Co6 T6 32,5104
5 RB02 QB-HL P.boryana QB-Hon La 25,6 £0,9
6 RB03 QB-HL S. polycystum QB-Hon La 28,7 0,5
7 RB04 QB-HL Sargassum sp. QB-Hon La 33,5+0,3
8 RBO1 VM-RD Sargassum sp. Vinh Méc — Ran Da 31,6 0,2
9 RB02 VM-RD P. boryama Vinh Moc — Ran ba 26,7 +0,7
10 RB03 VM-RD S. gracillimum Vinh Moc — Ran ba 36,2 +0,6
11 | RB04VM-RD | D.dichotoma | VinhMobc-Ran D4 27,5+0,6
12 RB 01 MC1-HM Laminaria sp. Mat Ciat [ - Hon Mé 28,1 £0,9
13 RB 02 MC1-HM Sargassum sp. Mit Cat I — Hon Mé 34,8+0,3
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" RB 04 HV-SC- Sargassum sp. 1 Hai Vﬁn-SO’n’ Cha- Bai 292+ 0.4
BC Chuoi
s RB 02 HV-SC- Laminaria sp. 1 Hai Van-Son Cha- Miii 32,7205
MTL Tho Lo
15 | RBI(1)HT-CLC Turbinaria sp. | Hon Tai-Cu Lao Cham 37,3 £0,3
17 RB 03 LS > Ly Son 38,6 0,6
kjellmanianum
18 RB 06 LS Sargassum sp. 3 Ly Son 342+04
19 RB 07 LS D. dichotoma Ly Son 25,8+ 0,8
20 RB 08 LS T. turbinata Ly Son 40,5+0.9
21 RB 09 LS S. tenerrimum Ly Son 29,7+04
22 RB 01 -NT S.mcclurei Nha Trang 35,1+0,2
23 RB 02 - NT S. polycystum Nha Trang 32,9+0,5
24 RB 03 -NT S. swartzii Nha Trang 36,0£0,5
25 RB 04 - NT S. quinhoneness Nha Trang 38,7+0,3
26 RB 05 - NT Sargassum sp. 4 Nha Trang 33,8 0,7
27 RB 06 - NT S. swartzii Nha Trang 34,5+0,4
28 RB 06 - NT S.mcclurei Nha Trang 32,8 £0,5
29 RB 01 -TS D. dichotoma Truong Sa 27,5+0,2
30 RB 02 -TS T. turbinata Truong Sa 38,6 £0,5
31 RB02-TS Sargassum sp. 5 Truong Sa 32,5+0,3
32 RB 02 -TS S. swartzii Truong Sa 35,0+0,6

Nhan xét: Trong cac mau rong nau thu thap dugc tai ving bién Viét Nam ¢6 5
chi 1a Padina, Sargassum, Dictyota, Turbinaria va Lamilaria; chi Sargassum c6 mat do
xuat hién nhiéu hon, tim thdy ¢ hau hét cac ving bién nudc ta. Cac loai rong c6 ham
luong axit Alginic va Mannitol cao 1a Sargassum mcclurei, Sargassum kjellmanianum,
Sargassum quinhoneness Dai, Sargasum polycystum. Cao nhét 13 loai Turbinaria
turbinata Trong d6 lodi Sargassum mcclurei c6 triv lwong 10n nhit, va Turbinaria
turbinata c6 trix lugng khong déng ké.

Két qua phan tich ham luong axit Alginic trong cac loai rong nau bién dong
theo thang ciia mot s6 tac gia cho thdy: Ham lugng axit Alginic tich lily trong cac loai
rong khac nhau cé su sai khac nhau rd rét. Haim luong axit Alginic cao nhét thuong

vao thang 4 va thang 5 1a luc cac loai rong da truong thanh, phéng thich giao tr va
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kich thudc cua cay rong 13 16n nhét sau d6 tir thang 6 tré di thi c6 hién tugng ham
lwong axit Alginic giam dan theo sy tan lyi cua rong. Tir d6 cho thdy nén khai thac
rong vao thang 4 va dau thang 5 13 lic rong niu da trudng thanh, co kich thude 16n
nhat, ham luong axit Alginic va Mannitol cao nhat. Mit khac liic nay rong da phong
thich cac giao tr vao nudc bién do vay ta vura thu vira bao v€ duogc loi ich lau dai,
tranh dugc nan huy di¢t nguén loi.

Két qua phan tich ham luong axit alginic ctia mot s6 lodi rong nau vao céac thoi
gian khac nhau ctia nam trinh bay trong bang 3.4.

Bang 3.4. Bién déng theo thang ciia ham heong axit alginic (%) trong mét s6 lodi rong mo

Tén loai Théng
2 3 4 5 6

S. tenerrium 28,00 33,00 34,74 35,60 30,87
S. vachellianum 27,08 29,63 30,21 33,40 31,18
S. Gracillimum 34,41 34,96 35,83 33,27 29,13
S. mcclurei 34,18 35,02 36,27 35,81 29,45
S. polycystum 27,41 28,72 29,56 26,92 22,7
S. swartzii 34,71 36,22 37,48 39,17 33,92

Két luan: Thoi gian thu hoach rong mo thich hop 13 thang 4 -5 hang nam. Céc
két qua nghién ctru vé sy tich lity polysacarit va dic diém sinh hoc cho thiy rong Mo
sau khi hoan thanh nhiém vu phong thich cac giao tir vao moi truong nude thi rong
tan lui va chét di. Vi vay, viéc thu hoach rong mo la can thiét dé giam 6 nhiém moi
truong nude. Tuy nhién, viéc khai thac phai dugc quan 1y nhim bao vé ngudn loi
rong Mo. Céch lam cu thé nhu sau:

- Khi cét rong hodc thu hoach can thiét phai dé lai géc bam va mot doan than
dai khoang 10cm, dé gitip rong c6 phan tan che cho giao tir tranh bi cac dong vat an,
giam b6t ang sang tac dong truc tiép, phat trién thém cac thoi sinh san va cung cip
thém ngudn giéng giao tir.

- Pé lai khoang 20% trit luong cua béi theo cac ludng, khoang cach giira cac
ludng khoang 100m dé con noi cu tri va noi dé cho dong vat thity san.

- Khi cat khong dugc gidm dap 1én san ho cling nhur khong neo tau bé 1am huy

diét hé sinh thai san ho.
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Qua nghién ctru, danh gia so bd ham lugng alginate va san luong cta cac loai
rong nau, chiing toi lua chon cac lodi ¢6 tiém ning nguyén liéu 16n dé tiép tuc nghién
ctru sdu hon vé thanh phan héa hoc. Két qua phén tich chi tiéu cia 03 loai rong niu
dugc dua ra trén bang 3.5 va 3.6.

Bdng 3.5. Thanh phan héa hoc chinh cia cdc lodi rong mo

Thanh phan héa hoc chinh (%)
STT Tén loai rong : _ : : :
Protein | Lipit | Tro | Sulfat | Alginate |Laminaran|Fucoidan
1 Sargassum mcclurei 5.5 1,9 37,8 4,9 32,1 0,08 2.4
2 Sargassum swartzii 7,0 0,5 30,2 5,8 29,5 0,29 0,82
3 |Sargassum polycystum 3,1 0,6 46,3 39 29,7 0 2,7
Bang 3.6. Thanh phan dwong don ciia polysacarit rong mo
Thanh phan polysacarit chinh (%)
STT Tén loai rong
Xylose | Fucose | Mannose | Glucose | Galactose
1 Sargassum mcclurei 3,4 2,8 1,4 2,6 4,0
2 Sargassum swartzii 0,1 0,4 0,05 0,5 0,1
3 Sargassum polycystum 1,2 3,1 1,0 1,2 2,3

Phén tich thanh phan hoa hoc chinh ctia 3 loai rong mo cho thdy ham luong
protein trong cac mau rong bién bién dong trong khoang tir 1,7 dén 7,0%, ham luong
lipit < 2 %, ham luong tro tir 20,4% dén 46,3%. Ham lugng tro cao ching to nguyén
lidu rong chira ham lwong mubi khoang cao, vi vay trude khi ché bién can thiét phai
rira sach cac chit khoang con bam trén cdy rong.

Sy c6 mat dong thoi alginate va cac chit polyme sinh hoc nhu fucoidan,
laminaran va polyuromanan trong rong nau cho thdy rong nau khong chi 1a nguén
nguyén liéu dé san xut alginate ma con 1a nguyén liéu san xuét cic polyme sinh hoc.

Bdng 3.7. Thanh phan héa hoc va tinh chat 1y héa cia alginate canxi chiét tir rong mo

MAu doi
STT | Chi tiéu phan tich |Ponvi| Miul Maiu 2 Miu3 | chitng cia
Nga
Botdong | Botdong | Botdong | Bot dong
01 Dang . . . .
nhat nhat nhat nhat
. , , , Trang dén
02 Mau sdc Trang nga | Trang nga | Trang xam
xam
03 Mui vi bac trung | Pac trung | Pac trung | Dac trung
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04 Do am % 4,2 4,7 4,3 <10
05 Ham luong tro % 20,5 19,7 21,0 19-21
06 Axit alginic % 73,0 74,0 73,5 73-74
07 Canxi % 10,3 10,7 11,7 >9

08 D¢ tan trong nudc % 0,04 0,02 0,03 Khong tan
09 |DBJ truong trong nudc| % 150-200 150-200 150-200 200

Ghi chii: Mau 1: Alginate chiét tir loai rong Sargassum mcclurei; Mau 2: Alginate
chiét tir loai rong Sargassum swartzii; Mau 3: Alginate chiét tir loai rong Sargassum
polycystum.

Thanh phan hoa hoc va tinh chat 1y hoa cua alginate canxi chiét tir rong nau
dugc dua ra trén bang 3.7. So véi canxi alginate ctia Nga thi canxi alginate san xuét
tr mot sb loai rong nau Vié¢t Nam c6 do truong trong nudc kém hon va hoa tan mot
lugng nho trong nude. Pidu nay dugc giai thich 1a do rong nau sinh truong tai Nga
co ty 1¢ M/G cao tur 1,6 dén 2,6 va trong luong phan tur trung binh 1én té1 204 KDa
d6i loai rong thudc chi Laminaria. Trong khi rong niu sinh truéng tai Viét Nam c6

ty 16 M/G thap hon tir 0,6 dén 1,3 va trong lwong phan tir vao khoang 100 KDa.

32 2. Ngukhdéd ns at ohganmc d ar a épachétlipce o va |
X Két qua vé ham lwong lipid tong trong cic miu rong niu
Bang 3.8. Két qua vé ham lwong lipid tong cdc mau rong ndu
TT Ky hiéu miu Ngﬁ): thu Nhiét B@’ Do siu Hz‘lm?llrg’ng
mau do muoi lipid tong (%)
1 RB02 QB-HL 29/04/2016 27,9 31,5 21 0,32
2 RB03 QB-HL 29/04/2016 28 32 19 0,6
3 RB04 QB-HL 29/04/2016 28,2 32,2 16 0,17
4 RB01 VM-RD 27/04/2016 28,5 32,5 10 0,16
5 RB02 VM-RD 27/04/2016 28,5 31,6 9 0,93
6 RB03 VM-RD 26/04/2016 28,3 32,3 12 0,3
7 RB04 VM-RD 26/04/2016 28 31,2 20 1,28
8 RB 01 MC1-HM 24/04/2016 27,4 30,8 13 0,55
9 RB 02 MC1-HM 24/04/2016 27,3 30,5 15 0,27
10 | RB04 HV-SC-BC | 08/07/2017 28,9 31,7 14 0,37
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| RBORHVSC o brn017 293 | 323 9 0,4
MTL
12 | RBI(1)HT-CLC | 13/072017 | 288 | 31,1 10 0,27
13 RB 03 LS 0400912017 | 305 | 309 8 2.11
14 RB 06 LS 06/09/2017 | 30,5 | 309 8 0,4
15 RB 07 LS 06/09/2017 | 30,5 | 309 8 0,9
16 RB 08 LS 07/0922017 | 315 | 312 11 1,58
17 RB 09 LS 07/0922017 | 316 | 312 10 0,67

Ham luong lipid thu duoc trong cac mau rong nau dat 0,07-2,11%. Cac mau
chi yéu c6 ham luong trén 0,5% chiém hon mét nira tong sé6 mau nghién ctiru. C6 5
mau Rong c¢6 ham luong lipid tong & mic trung binh 0,5-1% va 3 miu ¢ mic cao tGi

1-2% 1a Dictyota dichotoma (RB04 VM-RD); Sargassum sp. 2 (RB 03 LS); Turbinaria

turbinata (RB 08 LS) v61 ham lugng lan luot 13 1,28%:; 2,11% va 1,58%.
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Hinh 3.2. Biéu d6 ham lwong lipid tong trong cdc mau Rong mo' Sargassum

Trong cdc mau nghién ctru, lodi rong nau thudc chi Rong mo Sargassum duge
quan tim nhat do duoc nudi trong va khai thac nhiéu nhat trong cac loai rong nau &
nudc ta. Ham luong lipid ctia cac mau rong mo Sargassum trong nghién ctru nay 1a tir
0,17-2,11% (Hinh 3.2). Cac mau duoc thu thip & do sau tir 8 téi 16m, nhiét do tir 27,3
dén 31,6°C. Trong d6, mau Sargassum sp. 2 (RB 03 LS) c6 ham luong lipit cao nhét
va cao hon dang ké so v6i cac khao sat trude day cia nhom nghién ciru, cao gap doi so
v6i cong bd gan day cia nhom tac gia Pham Thu Hué va cong su.

X Thanh phin céc acid béo trong lipid tong
Nghién ciru vé thanh phan va ham lugng acid béo c6 trong lipid tong cua cac

mAu rong bién chiing t6i nhin thiy c6 su da dang céc acid béo trong thanh phan lipid
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tong cia cac mau nghién ciru, phd bién tir C14-C24. Pic biét trong d6 mau Rong niu
RB 03 LS Sargassum sp. 2 c6 su xuit hién cta acid béo no hexacosanoic (26:0) voi
ham luong lan lugt 1a 0,41%. Céac acid béo xuat hién v&i thanh phan lipid cia cac
mau rong bién trong d6 c6 mot sb acid béo c6 mit trong gﬁn nhu toan bo cac mau
nghién ctru nhu cac acid béo no 14:0; 15:0; 16:0 va 18:0 hay cac acid béo khong no
nhu 16:1n-9; 18:2n-6; 18:1n-9; 20:4n-6; 20:3n-6. Tuy nhién, ham lugng cua cac acid
béo lai khong dong déu ma tap trung chu yéu ¢ céac acid 14:0; 16:0; 18:2n-6; 18:1n-9
va 20:4n-6 v&1 ham luong cao nhat dat tir 14,66-79,43%.

Badng 3.9. Két qua cdc acid béo trong lipid tong cdc mau rong ndu

Acid | Acid | Acid | Acid
Ma SFA | USFA | MUFA | PUFA Khac
n-3 n-6 n-9 n-7
RB02 QB-HL | 30,01 | 69,99 | 33,43 | 36,56 | 13,63 | 22,93 | 28,82 | 4,61 0
RBO03 QB-HL | 35,15 | 59,82 | 51,32 8,5 3,06 | 544 | 897 | 42,35 | 5,03
RB04 QB-HL | 37,27 | 62,73 28.5 34,23 | 15,86 | 18,37 | 28,5 0 0
RB01 VM-
85,26 | 14,74 3,86 10,88 0 10,88 | 1,69 | 2,17 0
RD
RB02 VM-
22,89 | 77,11 | 28,94 | 48,17 | 14,55 | 33,62 | 25,26 | 3,68 0
RD
RB03 VM-
36,56 | 63,44 | 23,72 | 39,72 | 13,37 | 26,35 (21,42 | 2.3 0
RD
RB04 VM-
17,01 | 82,99 | 2447 | 58,52 | 22,92 | 35,6 | 16,26 | 8,21 0
RD
RB 01 MC1-
20,83 | 79,17 | 23,51 55,66 | 19,88 | 35,78 | 19,72 | 3,79 0
HM
RB 02 MC1-
2527 | 74,73 | 22,64 | 52,09 | 9,06 | 43,03 | 22,64 0 0
HM
RB 04 HV-
54,68 | 45,32 | 26,04 19,28 | 5,26 | 14,02 | 26,04 0 0
SC-BC
RB 02 HV-
25,19 | 74,81 | 25,02 | 49,79 | 23,37 | 26,42 | 25,02 0 0
SC-MTL
RB I(1)HT-
86,69 | 11,52 10,83 0,69 0 0,69 | 425 | 6,58 | 1,79
CLC
RB 03 LS 27,24 67.5 33,12 | 34,38 | 28,81 | 5,57 | 14,44 | 18,68 | 5,26
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RB 06 LS 48,07 | 50,01 | 24,34 | 25,67 | 5,92 | 19,75|24,34| O 1,92

RB 07 LS 6,99 | 93,01 | 15,93 | 77,08 | 40,21 | 36,87 | 15,62 | 0,31 0

RB 08 LS 25,775 | 73,53 | 9,67 | 63,86 | 41,51 (2235 7,03 | 2,64 | 0,72

RB 09 LS 74,19 | 24,87 | 15,22 | 9,65 | 4,63 | 5,02 | 9,6 | 5,62 | 0,94

Ham lwgng cac acid béo khong no (MUFA va PUFA): Trong khi ham lugng
MUFA dugc hinh thanh chit yéu tir cac acid béo C16 va C18 c6 mot ndi doi thi PUFA
dugc hinh thanh chinh tir cac acid béo C20. Céc acid béo nhém PUFA nay c6 hoat
tinh tot d6i véi ste khoe, 1a dang tién chét cho nhiéu hoat cht sinh hoc khac trong
co thé. S liéu phan tich dd cho thidy ham luwgng MUFA trong cdc miu nghién ctru
dat 1,87-51,32%, ham luong PUFA 13 0,69-77,08%. C6 t6i 7 mau c6 ham lugng
PUFA dat trén 50% tong acid béo, day 1a nhitng con sb rat c6 y nghia trong viéc
nghién ctru thanh phan acid béo ciia Rong ¢o bién. Boi cac nghién ciru trude day chi
cho thay ham lugng cac acid béo PUFA trén 50% & cac loai dong vat bién va VSV
phan 1ap tir bién.

Ham lwgng cac acid béo n-3/n-6: Ham lugng acid béo n-3 dao dong trong
khoang tir 0 dén 41,51% tong céac acid béo. Trong d6 13 mau c6 ham luong n-3 cao
hon 10%, cho thay tiém ning thu nhan céc acid béo omega3 giau hoat tinh tir cac ddi
tugng thuc vat ¢ kha ning tai tao nhanh sé& tré thanh hién thyc trong tuwong lai rat gan.
Céc acid n-3, dong gop vao thanh phan nhém acid nay chu yéu 1a ba acid béo C20:5n-
3 (EPA), 20:6n-3 va acid C22:6n-3 (DHA). Day la céc acid béo khong no quan trong
nhit trong cac qua trinh sinh téng hop lién quan t6i lipid cta cac sinh vat. Him luong
hai acid béo C20:5n-3 (EPA), 20:6n-3 cé biét trong hai mau RB04 VM-RD Dictyota
dichotoma va RB 03 LS Sargassum sp. 2 dat t&1 20,0% va 17,25%.

Trong da s6 cac mau Rong co bién dugc nghién ctru, ham luong n-6 cao hon
so voi cac acid béo n-3. Ham luong cac n-6 chii yéu do acid béo 18:2n-6/acid béo dic
trung ctia nhom thyc vat va acid béo 20:4n-6 (AA) tao thanh. Pay 1a nhirng tién chit
quan trong trong qua trinh hinh thanh cac dang hormone c6 kha nang tac dong 1én h¢
co phéng, hé bai tiét va hé hé tuan hoan trong co thé séng.

Trong cac mau thudc chi Sargassum, mau RBO1 VM-RD Sargassum sp. chi
¢6 mit acid béo n-6. Cac mau con lai co téng ham lugng acid béo n-3/n-6 dao dong
tir 8,5 dén 52,09% t6ng acid béo. O hai mau thudc chi Turbinaria c6 thanh phan n-

3/n-6 trai nguoc nhau, miu RB 08 LS Turbinaria turbinata cé tong ham luong n-3
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va n-6 it cao, 1én téi 63,86% con & mau Turbinaria sp. chi ¢6 0,69% n-6, khong co
mit cac acid béo n-3. Cac két qua ndy c6 ¥ nghia bd sung sb liéu cho nhirng nghién
ctru trude day vé lipid va acid béo trén di tugng Rong bién.
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Hinh 3.4. Biéu dé ham lwong acid béo n-7 va n-9 trong cdc mau nghién civu

Nghién ctru cho thdy ham luong n-9 trong cc mau Rong niu dao dong tir 0,19
dén 28,82%. Ham lugng n-9 trung binh 13 17,62%, mau Rong niu c6 ham lugng n-9
thap nhét ciing chi dat 1,69%. Ham lugng n-7 cta cac miu nghién ciru cha yéu & muc
nhé hon 10%, chi c6 hai mau RB03 QB-HL Sargassum polycystum va RB 03 LS
Sargassum sp. 2 ¢6 ham luong acid béo n-7 la 42,35% va 18,68%.

Sy xuat hién cua céc acid béo n-7 va n-9 trong thanh phan lipid duoc danh gia
1a rit quan trong, boi trong cac nghién ciru gan day dang chi rd ra vai tro cua ching
& mot s6 qua trinh sinh tong hop & nguoi. Ching dong vai tro nhu 14 cac hormone
kim ham hodc chuyén héa cac thanh phan lipid x4u giup con ngudi cai thién dugc
nhing bénh 1y lién quan dén tim mach, m& mau...

323.Ng hi @&y &o a nd nk mig ché enzym tyrosinasetia mdt 5
hopchdt p la@ttnr dng mo

3.2.3.1. Két qud chudn bi cdu triic cac hop chdt phan Idp tir loai Rong mo

Qua téng hop tai li€u, c6 71 chit dugc tach chiét tir Rong mo da duogc cac
nhém nghién ctru va xac dinh cAu tric, cong thirc va ky hiéu dugc biéu thi trong phu
luc. Cong thirc cdu tao ctia cac hop chat dugc x4y dung trén phan mém Chemdraw 14
sau d6 dugc chuyén sang dang ba chiéu bang chem3D va t6i wu hoa ning luong thong
qua thudt toan MM2. Do ban chat cta cac hop chat khong phai 1a peptide, dién tich
Gasteiger dd duoc bo sung va sau d6 gan cac hydrogens khéng phan cuc. Viée xac
dinh mach chinh cta hop chat dugc thuc hién tu dong boi phén mém MGLTools. Cac
cAu tric di t6i wu niang lwong duoc chuyén sang dang file pdbqt, 13 dang file dau vao
cho docking phan tir. C6 9 loai nguyén tir xuét hién trong co s dit liéu bao gom: ['A',
'C', NA', 'OA', 'N', 'HD', 'SA', 'CI', 'P'].

Trong nghién ctru ndy, chung t6i str dung hop chét tropolone d dugc ching
minh c6 co ché tic ché tyrosinase 1am chat chuan.

3.2.3.2. Két qud mé phong ldp ghép phén tir va phdn tich chi s6 dwoc dong hoc

Ciu hinh cta hé thong may tinh duoc st dung cho md phong nhu sau:
Intel®CoreTM i17-9700K CPU@3.60 GHz, with 32GB DDR4 RAM, Ubuntu-Linux
14.04.6 LTS. Cac két qua thu dugc clia qua trinh mé phong duoc phan tich thong qua
cic phan mém PyMOL, LigPlus, Discovery Studio Visualizer va Maestro
(Schrédinger). Thoi gian chay md phong thuc té thuc hién trong 120 tiéng.
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Két qua docking ctia 71 hop chét véi enzyme tyrosinase dugc trinh bay trong
bang 3.1. Theo thuat toan ctia AutoDock4, gia tri ning luong ty do lién két cang 4m
nhiéu c6 nghia 4i luc lién két gitta phdi tir va enzyme dich thu thé cang manh. Tur
bang sd liéu cho thay chat chuan tropolone c6 diém ning luong lién két véi tyrosinase
13 -12,35 kcal/mol, do d6 c6 thé coi ddy 1a gia tri chuin dé so sanh, cac hop chit co
diém nang lugng tu do lién két gan bang hodc 4m nhiéu hon gia tri nay c6 thé duoc
gia thuyét 1a tiém nang lién két tot v6i enzyme tyrosinase.

Tong hop sb liéu da chi ra, cac hop chit 3, 11, 16, 18, 38 va 45 duoc xac dinh
c6 tiém nang tao ai luc lién két manh véi enzyme tyrosinase véi gia tri ning luong
lién két 1an luot 1 -14,06; -13,62; -12,02 va -12,13; -12,15 va -13,99 kcal/mol. Trong
do, nang lugng tu do lién két cuia ba chit 3, 11 va 45 vuot trdi so véi gia tri thu dugc
ctia phéi tir chuan tropolone.

Bdng 3.10. Két qua dw dodn ning hrong lién két ciia cdc hop chat véi enzyme tyrosinase

Ning lwong lién két Ning lwong lién két
Ky hiéu DGypred Ky hi¢u DGopred
(kcal/mol) (kcal/mol)
Dock 1 -7,40 Dock 37 -6,23
Dock 2 -6,53 Dock 38 -12,15
Dock 3 -14,06 Dock 39 -9,27
Dock 4 -11,73 Dock 40 -9,68
Dock 5 -10,85 Dock 41 -6,22
Dock 6 -9,09 Dock 42 -6,81
Dock 7 -10,40 Dock 43 -5,73
Dock 8 -9,56 Dock 44 -11,78
Dock 9 -9,50 Dock 45 -13,99
Dock 10 -8,42 Dock 46 -11,28
Dock 11 -13,62 Dock 47 -11,00
Dock 12 -8,65 Dock 48 -9,58
Dock 13 -5,82 Dock 49 -9,01
Dock 14 -5,85 Dock 50 -8,55
Dock 15 -4,67 Dock 51 -8,16
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Dock 16 -12,02 Dock 52 -7,76
Dock 17 -11,86 Dock 53 -9,85
Dock 18 -12,13 Dock 54 -7,40
Dock 19 -10,27 Dock 55 -11,04
Dock 20 -4,79 Dock 56 -7,93
Dock 21 -4,83 Dock 57 -7,51
Dock 22 -5,04 Dock 58 -9,03
Dock 23 -6,32 Dock 59 -8,94
Dock 24 -7,12 Dock 60 -10,13
Dock 25 -6,53 Dock 61 -9,42
Dock 26 -6,34 Dock 62 -9,23
Dock 27 -7,28 Dock 63 -10,15
Dock 28 -7,30 Dock 64 -10,22
Dock 29 -5,74 Dock 65 -11,04
Dock 30 -6,00 Dock 66 -9,81
Dock 31 -6,59 Dock 67 -6,75
Dock 32 -5,53 Dock 68 -6,80
Dock 33 -5,80 Dock 69 -8,30
Dock 34 -7,24 Dock 70 -7,42
Dock 35 -7,57 Dock 71 -10,40
Dock 36 -8,12 Tropolone -12,35

Phan tich twong tac tao thanh cua ba hop chat c6 ai luc lién két manh nhat véi

dich sinh hoc muc tiéu, két qua dugc trinh bay trong bang 3.10. S6 liéu thu dugc cho

thiy da s6 cic axit amin quan trong hinh thanh nén vung hoat dong cta enzyme

(His259, His263, Met280, Ser282, Ala286) c6 tham gia tao lién két voi chat tc ché

chuéan tropolone.

Bdng 3.11. Két quda mé phong docking phan tir cac hop chat tiém néing voi enzyme sEH

Hop chat

S6 lwong lién

két Hydro

Amino acid tham gia

tao twong tac Hydro

Amino acid tham gia

tao twong tac ky nudc

Dock 3

0

His61, His244, Val248,
His263, Phe264, Val283
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His259, His263, Phe264,
Dock 11 3 Glu256, Gly281, Ser282
Val283, Ala286
Asn260, Arg268, His263, Phe264, Pro284,
Dock 45 4
Met280, Val283 Ala286
tropolone 2 Met280, Ser282 His263, Val283, Ala286

Hinh anh tuong tic khong gian hai chiéu va ba chiéu cta cac hop chat 3, 11

va 45 duoc trinh bay trong hinh 3.5. Két qua cho thay, trong sb ba hop chat thé hién

ai luc lién két manh véi sEH, chi c¢6 hop chét 11 va 45 c6 tiém ning trc ché hoat dong

clia enzyme nay thong qua cic twong tac tao thanh truc tiép v6i nhitng amino axit

quan trong cdu thanh nén ving hoat dong cua enzyme. Hop chit 3 dugc quan sat

khong hinh thanh lién két hydro v&i enzyme tyrosinase, cac tuong tac yéu tham gia

vao tuong tac gitta phdi tir va enzyme goém c6 His61, His244, Val248, His263,

Phe264, Val283. Do d6, c6 thé dinh hudng rang hop chat 3 khong phai 1a chat @c ché

tiém nang vai dich thu thé nghién ciru.

JHIS
‘B:244.

TvaL
B.248

MY
81263’

| VAL .
B:283/

PHE ",
B:264

HIS
8283

CHIs®
=

Dock 3

Dock 11
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Dock 45

‘ VAL283

tropolone
Interactions
I:l Van der Waals - Pi-Sigma
- Unfavorable Bump - Pi-Pi T-shaped
- Salt Bridge |:| Alkyl
|:| Carbon Hydrogen Bond D Pi-Alkyl
B Pi-Anion I Conventional Hydrogen Bond
onventiona rogen Bon
|| pi-sulfur VoS8

Hinh 3.5. Cau hinh lién két trong khéng gian hai chiéu va ba chiéu dwoc dir dodn
boi phan mém AutoDock4.2.6 cia cdc hop chdt
Phan tich c4u hinh lién két ctia hop chét 11 cho thay tao ba lién két hydro véi
cac amino axit Glu256, Gly281, Ser282 va twong tac voi enzyme duoc bo tro boi cac
lién két ky nudc voi His259, His263, Phe264, Val283, Ala286. Nhitng amino axit
hinh thanh lién két voi hop chat 11 nay c6 sy twong dong cao so véi chat chuan
tropolone, dang chu y 1a lién két hydro voi Ser282. Pay 1a mot trong nhirng axit amin

da duogc chiing minh déng vai tro chinh trong hinh thanh chirc nang hoat dong cua
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enyzme tyrosinase. Co thé nhan dinh hop chat 11 c6 tiém ning cao trong viéc trc ché
enzyme nghién ctru.

Két hop dir liéu tir bang 3.11 va hinh anh twong tac (Hinh 3.5) di chi ra hop
chat 45 gin két v6i dich thu thé bang viéc hinh thanh bén lién két hydro véi Asn260,
Arg268, Met280 va Val283, trong d6, Met280 13 mot trong nhitng axit amin c4u thanh
nén ving chirc ning clia enzyme tyrosinase. Bén canh do, cac lién két yéu bo tro cho
tuong tac voi cac amino axit khac dwgc quan sat gdm His263, Phe264, Pro284,
Ala286. Nhu vay, c6 thé gia thuyét rang hop chét 45 1a chit @c ché tiém ning cia
enzyme tyrosinase.

Céc dic tinh gidng thudc cta hai hop chat trc ché tiém nang 11 va 45 dugc sir
dung bo quy tic 5 tiéu chi cua Lipinski (Ro5) nham xéac dinh hop chéat phut hop cho
céc giai doan nghién ctru phét trién thudc tiép theo. Bén canh d6, cac hop chét dugc
danh gia thém vé céc dic tinh duogc dong hoc va dy doan ddc tinh béng cach sur dung
webserver Molinspiration va ProTox-II cheminformatic (Bang 3.12).

Bang 3.12 Chi s6 ADMET va du dodn déc tinh ciia cac chat vrc ché tiem nang

, MR LDso Toxicity
Hop chat | MW | HBD | HBA | LogP HIA
(cm3/mol) | (mg/kg) | prediction?
Dock 11 | 496 10 11 4,17 125,21 600 4 0.9897
Dock 45 | 406 9 11 2,19 94,24 550 4 0.8692
tropolone | 122 1 2 1,12 33,99 385 4 0.9923

2 Tong dién tich bé mat phan cuc cua phan tir

b Dy doan doc tinh: 1 => 6 (Poc tinh cao dén khong doc)

Két qua thu duoc chi ra riang, ca hai hop chit 11 va 45 duoc xac dinh sé hiru
nhitng dic tinh thuan loi cho viéc phat trién thudc duong udng, voi it hon ba lan vi
pham céc chi tiéu cia quy tac Lipinski. Thong sé duoc dong hoc va dir liéu doc tinh
dur doan két hop véi két qua mo phong docking phan tir d3 dong gop hitu ich cho viée
danh gi4 cac hop chat tiém nang c6 kha niang tic ché enzyme tyrosinase va cac dic tinh
gidng thudc dé tién hanh nghién ctru phat trién thudc. Két qua tinh toan cac dic tinh
cho thay cac hop chat 11 va 45 duoc phan loai 14 it doc (hang 4), an toan tuong duong
chat chuan tropolone va c6 gia tri LDso dir doan cao hon so véi chat chuan.

Trong nghién cru ADMET, mét trong nhiing thach thirc quan trong nhat anh

hudng dén sinh kha dung cua thude 1a su di chuyén qua hang rao biéu mo rudt, dicu
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nay quyét dinh téc d6 va mic do hap thu thudc ciia ngudi. Theo phan tich gia tri HIA,
hop chat 11 va 45 c6 gia tri 1an luot 13 0,9897 va 0,8692. Diéu nay cho thiy kha ning
hép thu cao trong dudng rudt, co thé nhan dinh hop chat 11 ¢6 tiém ning trong phat
trién thudc cao hon so véi hop chét 45 nho vuot trdi & cac chi sO ADMET.
3.3. Két qua nghién ciru chiét xuat phenolic tir rong mo
33. 1. Quy t ré&chid xudt phenglicttr pphg mot heo phuwon
phap vi song

Rong niu
Sargassum swart zii

So ché 1 logi tap
2 sach
Rong sach
Lz i I bo sung con (2:1/ ml:g)
Pha v& cau tric 2: nghién nho
3 Vi song 30 phat

Hon hop sau vi song

I: B sung ELOAe { 14/ viv); Be déu
20 Ly tdm 3500 rpm; 15 phi
Lap ki3 kin

Dich EiDAc

I: lam khan bing Naz SOy
X Cocan

Cao dde chira phenolic
(phlorotanin)

Hinh 3.6. Quy trinh chiét xudt phenolic tir rong ndu

Thuyét minh quy trinh

Buéc 1: So ché nguyén liéu

Mau rong mo sau khi thu hoach dugc 1am sach, loai bo rong la va sinh vat bam
trén rong, rira sach béng nude bién sau d6 rira sach lai béng nudc ngot, bado quan &
nhiét d6 -20°C trudc khi sir dung

Buée 2: Str dung vi song pha v té bao nguyén lidu

Rong nau sau so ché sach duoc bd sung nude theo ti 16 4/1 (nudc/ rong: V/m);

nghién nho bang may nghién chuyén dung dén kich thudc < 0,1mm
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Rong nau sau khi nghién duoc tién hanh chiét vi song (Sharp, 800 W) trong
Thoi gian chiét 65 phit, ndng d6 ethanol 52%, cong sut vi song 613 W, va ty 1é dung
moi/nguyén liéu la 33/1.

Budrc 4: Chiét thu hoi Cao ddc chira phenolic (phlorotanin)

Hdn hop Al sau khi chiét dietylete duoc bo sung etyl axetat (1/4, thé tich/thé
tich), khudy déu trong 10 phut sau d6 dwa vao ong ly tim & téc do 3500 vong/ phut
trong 15 phut, thu ldy pha hiru co; 1ap lai qua trinh 3 1an. Gom pha hiru co 1am khan
b@ing NazSO4, ¢cd6 can thu duoc phén can chiét chtra Cao dic chira phenolic
(phlorotanin).

332.Ké&qudAnghiugn c@awanyh 6hgénd qua ©Ephemolic c hi
ttr ongt hao phuwoitg vpih asp6é ncghi

a. Anh huong ciia nong do dung méi dén ham lwong phenolic

Tién hanh 5 méu thi nghiém, mdi mAu lay chinh x4c 5g rong di xay nho dé
nghién ctru chiét rat phenolic bang dung mai ethanol véi cac nong do 1a 0%, 30%,
50%, 75% va 96%; ty 1¢ dung moi:nguyén li¢u 1a 30:1, va thyc hién & trong 10 vi song
v6i cong suat trung binh (400W), vi séng trong thoi gian 60 phut. Tién hanh loc thu
dich chiét dé xac dinh ham luong phenolic, 1dy khoang 10 ml di c6 quay thu cin chiét.

Két qua thu duoc thé hién ¢ hinh sau.

—

0 20 40 60 80 96
Noéng d6 Ethanol (%)

(mng)

Ham lugng Phenolic
trong rong kho
AFE
(]
(9]
[ T L R S & AT ¢ o]
Khoi lwong cao chiét

=@=mg phenolic/ g rong khd Khéi lwong cao chiét (mg)

Hinh 3.7. Biéu do6 anh huéng ciia nong dé ethanol dén ham hrong phenolic
Nhan xét: Tir hinh 3.7. cho thay:
Vé h & mong phenolic Két qua phan tich cho thiy nong d6 EtOH c6 anh
hudng t6i ham luong phenolic thu duge. Cu thé ham lugng phenolic ting manh tir
0,78 mgGAE/g 1én 1,42 mgGAE/g khi ndng do dung mdi ting tir 0% - 60%. Chiét

v6i dung moéi nong d6 60% thu dugec ham luong phlorotannin cao nhat 1,42
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mgGAE/g. Nong do dung mai tiép tuc tir 60% - 96% nhung ham luong phenolic
giam dén.

Vékhdi ohguwedn chiét: Khdi luong cin chiét thu dugc cao nhit 1a 8,4 mg/g
rong khi chiét bang EtOH 20%. Khi nong d6 dung méi chiét ting dan tir 20% - 96%
thi khdi lwvong cin chiét thu duoc giam dén tir 8,4 mg dén 3,68 mg.

C6 thé giai thich két qua trén nhu sau:

Do hé dung mdi 1a mot trong cac yéu td quan trong dé chiét tach polyphenol
thyc vat. Viéc lya chon dung méi s€ anh huong dén ca loai va ham luong cac hop
chét phenol chiét tach dugc. Vi viy do hoa tan cta phenolic chiu 4nh hudng 1én boi
dd phan cyc cua dung moi st dung.

Trong rong nau, phenolic tn tai trong mang té bao thong qua lién két cong
hoéa tri voi polysacharide, protein. Piéu nay din dén 1a khi chiét phenolic cac chat
chiét di kém ludn 16n hon phenolic rat nhiéu. Vi vay khi khao sat dung méi chiét mot
yéu td quan trong can quan tam 1a cin chiét.

Nudc 1a dung moi c6 tinh phan cyc manh nén ngoai kha nang hoa tan phenolic,
n6 con c6 thé hoa tan duoc nhiéu hop chat khac trong rong, dic biét 1a nhimng thanh
phan tan dugc trong nudc lai chiém mot phan 16n. Chinh vi vay, khi chiét bang dung
moi véi cac ndng d6 0%, 20% ham luong phenolic thu dugc ting dan va cao nhét khi
chiét bang dung méi c6 tinh phan cuc trung binh (EtOH ndng d6 60%). Khéi luong
can chiét giam dan vi d6 phan cuc dung méi giam dan thi kha ning hoa tan cac chat
khac ciing giam. Khi chiét bang dung méi nong do 80% - 96%, d6 phan cuc giam dan
thi ddng thoi kha ning hoa tan cac chit cling giam, do d6, luong cin chiét giam dan
va chi c6 mot lugng nho phenolic dugc hoa tan.

Duya trén muc tiéu nghién ctru dé tng dung trong thuc pham, ta chon dung moi
ethanol. Vi kha nang chiét cua dung moi ethanol dat gia tri cao nhét tai néng do
ethanol 60% twong tng véi ham lugng phenolic 14 1,42 mg nén chon néng do ethanol
cho céc thi nghi¢m sau 1a 60%.

b. Anh hwéng ciia ti 1é dung méi/nguyén liéu dén ham liwong phenolic
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Hinh 3.8. Biéu d6 anh huong ciia ti 1é dung méi/nguyén liéu dén ham lwong phenolic

Tién hanh 5 mau thi nghiém, mdi mau ldy khoang 5g rong di xay nho dé
nghién ctru chiét rut phenolic ¢ céc ti 1¢ dung mdi/nguyén lidu 1a 15/1,20/1, 25/1,
30/1, 35/1 va 40/1 khac nhau lan luot 13 ; néng do ethanol 1a 60% va thuc hi¢n & trong
10 vi séng v&i cong suat trung binh (400W); vi song trong thoi gian 60 phut . Tién
hanh loc thu dich chiét dé xac dinh ham luong phenolic, 1dy khoang 10 ml di c6 quay
thu can chiét.

Nhin xét:

Vé h a m onlg phenolic: Ti 1€ dung moi/nguyén liéu ting thi ham luwong
phenolic chiét xuat ciing tang dan. Ti 1¢ dung mdi/ nguyén liéu ting tir 15/1 dén 35/1
thi ham lugng phenolic tang tor 0,66 mgGAE/g 1én 1,48 mgGAE/g. Ti I¢ dung
moi/nguyén liéu ting dén 40/1 thi ham luong phenolic ting khong dang ké.

Vékhdi ohgueao chét: Ciing giéng voi ham luong phenolic, khi ti 18 dung
moi/nguyén liéu ting thi khdi luong cao chiét ciing ting. Khdi luong cao chiét ting
rd rét tir 5,2 mg 1én 8,3 mg khi ti 16 dung moi/nguyén liéu tir 15/1 dén 35/1. Tuy nhién,
khi ti 16 dung méi/nguyén liéu 1én toi 40/1, khdi lugng cao chiét thu duoc ting khong
dang ké so voi ti 1& 40/1, chi duoc 8,4 mg.

C6 thé giai thich két qua trén nhu sau:

Tang ti 1&¢ dung modi/nguyén liéu thi phenolic va cac chét cé trong rong nguyén
lidu s& hoa tan t6t hon vao dung méi, boi luong dung méi 16n s& lam ting kha ning
tiép xuc cia dung moi va chét tan, tr d6 lam tang chénh 1éch 4p suét thAm thiu va sy
khuéch tan ciia cac chét tan c6 trong rong ra dung maéi chiét, 1am cho ham luong chat

tan va phenolic c6 trong dich chiét tang 1én. Ti 1& dung mébi/nguyén lidu 1a 15/1, 20/1
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dung moi it, phenolic khuéch tan ra chwa nhiéu nén ham lugng phenolic chiét duoc
tuong tng véi cac ti 16 nay thap.

Tu ti 1€ 35/1 - 40/1, tao ra su chénh 1éch néng d6 16n nhét, luong phenolic dich
chuyén qua mang té bao va thoét ra ngoai nhiéu, vi vay cho ham lwong phenolic cao nht.
Khi ti 16 dung méi/nguyén lidu qua cao s& nhanh din dén sy cin bang pha. Trong dich
chiét con c6 nhidu chat hoa tan khac. Do d6, luong phenolic ting 1én khong dang ké.

Mac du véi ti 1€ dung moi/nguyén li¢u 1a 40/1 thu dugc ham lugng phenolic va
khéi lwong cao chiét 16n nhat nhung ty 18 dung méi/nguyén liéu cao s& gay ton kém va
kho khan cho qua trinh tinh ché vé sau. Mt khéc tai ti 16 35/1 hay 40/1 thi ham lugng
phenolic va khéi lugng cao thu dugc chénh 1éch khong nhiéu. Do d6, xét vé yéu td kinh
té, chon ti 1& dung moéi/nguyén li€u la 35/1 cho cac thi nghiém vé sau.

c. Anh hwéng cia thoi gian chiét dén ham lwong phenolic

Tién hanh 5 mAu thi nghiém, mdi mau liy khoang 5g rong di xay nho dé nghién
ctru chiét rut phenolic trong khoang thoi gian khac nhau lan luot 13 15, 30, 45, 60, 75,
90 phut voi ti 16 dung moi/nguyén liéu 1a 35/1, ndng do ethanol 14 60% va thuc hién &
trong 16 vi song v4i cong suét trung binh (400W). Tién hanh loc thu dich chiét dé xac
dinh ham luong phenolic, 1y khoang 10 ml di c6 quay thu can chiét.
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Hinh 3.9. Biéu do anh hwéng ciia thoi gian chiét dén ham lwong phenolic

Nhan xét:

Véh a mong phenolic: Tang dan thoi gian chiét tir 15 phit dén 60 phut thi
phenolic thu dugc tdng manh tir 0,69 mgGAE/g 1én t&1 1,40 mgGAE/g. Tuy nhién
khi thoi gian chiét 1a 75 phut thi ham lugng phenolic ting khong dang ké va dén 90
phut thi ham lugng giam xudng con 1,39 mgGAE/g.



75

Vé khéi  ohguedn chiét: Ciing gidng nhu ham luong phenolic, khéi luong
cao chiét tang tir 3,63 mg 1én 7,8 mg khi ting thoi gian chiét tir 15 phit 1én 60 phut.
Tuy nhién, khi thdi ting dén 75 phut va 90 phut thi khéi lwong cao o ting nhung
khong dang ké.

C6 thé giai thich két qua trén nhu sau:

Céc chit c6 phan tir nho thudng 13 hoat chat hoa tan va khuéch tan vao moi
truong nudce trong thoi gian dau, sau d6 mai 1a hdn hop phenol phén tir 16n. Do do,
khi thoi gian chiét qua ngan thi chua chiét duoc hét phenolic. Lugng chét tan trong
rong con rat nhiéu.

Kéo dai thoi gian chiét dai sé ting thoi gian khuéch tan co chat ra khoi rong,
gitip dung méi tham thau vao trong té bao rong qua cac mao quan, ting su hoa tan va
khuéch tan, do d6 thu duoc ham lugng phenolic cao hon. Tuy nhién, phenolic trong
rong c6 muc gidi han nhat dinh, nén tang thoi gian chiét thi ciing khong thu thém
dugc phlorotanin can thiét ma con 1an nhiéu tap chat, gay bat loi cho qua trinh tinh
ché va bao quan, ton kém chi phi va thoi gian. Pong thdi, phenolic con bi phan hiy
mot phan do nhiéu diéu kién khac.

Pé tranh 1am kéo dai thoi gian, gdy hao ton nang luong va hiéu suat chiét, ta
s& chon thoi gian chiét thich hop cho qua trinh chiét 1a 60 phit.

d. Anh huong ciia céng sudt 16 vi séng dén ham lwong phenolic

Tién hanh 5 mau thi nghiém, mdi mau ldy khoang 5g rong di xay nho dé
nghién ctru chiét rat phenolic ¢ trong 16 vi séng véi cong suat khac nhau lan luot 1a:
thip (80W), trung binh thip (240W), trung binh (400W), trung binh cao (560W), cao
(800W), véi ti 1& dung mdi/nguyén lidu 35/1 (v/w), thoi gian 1a 60 phit, nong do
ethanol 13 60%. Tién hanh loc thu dich chiét d&é xac dinh ham lugng phenolic, 1ay

khoang 10 ml di ¢6 quay thu cin chiét. Két qua thu duoc thé hién trong hinh sau.
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Hinh 3.10. Biéu d6 anh hwong ciia cong sudt vi séng dén ham lrong phenolic

Nhan xét:

Véh a mong phenolic:khi ting cong suat 10 vi song tir mic thap (80W) 1én
muc trung binh (400W), ham luong phenolic ting manh tir 0,6 mgGAE/g 1én 1,41
mgGAE/g va khi cong suat 10 vi song & mic trung binh (400W) thi thu dugc ham
lugng phenolic cao nhét 1a 1,41 mgGAE/g. Tuy nhién khi ting cong suét 10 vi song
lén muc trung binh cao (560) va muc cao (800W), ham lugng phenolic gidm
xudngl1,39 mgGAE/g va 1,38 mgGAE/g.

Ve khéi  ohgucao chét: Cing gidng nhu ham luong phenolic, luong cao
chiét ting tir 6,05 mg 1én 7,8 mg khi ting cong suat 10 vi song tir murc thap (SOW) 1én
trung binh (400W). Khéi luong cao chiét thu dugc cao nhét 12 8,3 mg & cong suat cao
(800W). Tuy nhién véi cong suat 10 vi séng & ba muc 13 trung binh, trung binh cao
va cao thi khéi luong cao chiét thu dugc chénh 1éch nhau khong nhiéu.

C6 thé giai thich két qua trén nhu sau:

O cong suét trung binh (400W), cac phan tir ciia dung mdi x4o tron ma sat voi
van tdc rat 1on dudi tac dong cua dién truong lam cho nhiét d§ dung mdi néng 1én,
thuan loi cho viéc phd hiy mang té bao thuc vat va tdng tbc d6 hoa tan cua phenolic.
Do nhot cua dung dich giam, tdc do phan tng gitra cac thanh phan hoa hoc trong rong
tang, dan dén téc do khuéch tan cta cac chit tan ciing nhu phenolic tir bén trong té
bao ra mdi trudng chiét ting, ddng thoi sy thim thau gitta dung moi va té bao nguyén
liéu cling tang. Do d6, ham lugng phenolic thu duoc nhiéu hon.

Cong suat 10 vi song cang 16n (ting dén mirc 560W va 800W) thi dung méi

nong cang nhanh, d€ s61 va bay hoi. Tuy nhién, nhiét do tdng cao s& xdy ra cac phan
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g khong mong mudn. Tdc d6 bién tinh va phan ri ctia thanh té bao rong 16n, do tac
dung ctia nhiét d6 1am déng tu, chuyén gdc cua cac 16p mang té bao nhu glycoprotein,
lipoprotein 1am thay ddi cdu truc té bao. Phenolic d& bi phan huy béi nhiét dd nén khi
nhiét dJ tang cao thi ham lugng phenolic cang giam.

Tir cac két qua nghién ciru thu duoc, ta chon cong suét chiét thich hop 1a mirc
trung binh (400W).

3.3.3. Két qua tdi wu &b Kiém chitixudt phenolic trr ong am@ u
phwvong plngbpmat(@IM)

Sau khi khao sat tirng yéu t6 anh hudéng dén qua trinh thu nhan phenolic & trén,
em st dung mo hinh ti uwu theo phuwong phap Box-behnken cho 4 yéu t6 cong nghé
voi cac mire khao sat duge thé hién nhu & bang sau

Bang 3.13. Cdc mikc thi nghiém ciia cdc bién cong nghé

Bién thuc Bién | Khoang bién | Mikc nghién ctru
ma thién (A) -1 0 1
Z1: Nong d6 ethanol (%) A 15 45 | 60 | 75
72: Ty 1¢ dung mdi/nguyén li¢u (v/w) B 10 20 30 40
Z3: Thoi gian chiét (phut) C 30 30 60 90
Z4: Cong suat siéu am (W) D 160 240 | 400 | 560

a. Anh huong ciia thong s6 cong nghé qud trinh chiét xudt t6i ham heong phenolic

Str dung phan mém Design expert 7.0 dé xay dung ma tran ké hoach thuc nghiém
v6i 27 thi nghiém theo mo hinh ciia Box-Behnken. Cac ham muc tiéu 1an luot 1a Y1 (mg
GAE/g) Ham luong phenolic tong va Y2 (mg) Khéi lugng cao chiét tong.

Bang 3.14. Ma tran ké hoach héa thuc nghiém cua qud trinh chiét xuat

Bién mi hoa Ham muc tiéu
T B C D &%g) Y2 (mg)
1 -1 -1 0 0 1.06 4.62
2 +1 -1 0 0 1.18 1.63
3 -1 +1 0 0 1.29 8.61
4 +1 +1 0 0 1.22 3.59
5 0 0 -1 -1 1.23 4.75

b
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6 0 0 +1 -1 0.95 3.53
7 0 0 -1 +1 1.22 6.19
8 0 0 +1 +1 1.25 6.44
9 -1 0 0 -1 1.20 6.01
10 +1 0 0 -1 1.18 2.67
11 -1 0 0 +1 1.31 7.82
12 +1 0 0 +1 1.38 3.24
13 0 -1 -1 0 1.20 2.98
14 0 +1 -1 0 1.26 4.57
15 0 -1 +1 0 0.79 2.04
16 0 +1 +1 0 1.15 8.20
17 -1 0 -1 0 1.11 5.67
18 +1 0 -1 0 1.26 2.31
19 -1 0 +1 0 1.25 7.34
20 +1 0 +1 0 1.12 2.39
21 0 -1 0 -1 1.18 3.17
22 0 +1 0 -1 1.04 5.80
23 0 -1 0 +1 1.01 3.67
24 0 +1 0 +1 1.31 7.89
25 0 0 0 0 1.60 6.82
26 0 0 0 0 1.51 6.89
27 0 0 0 0 1.50 6.85

Str dung phan mém Design expert 7.0 dé danh gia tinh trong hop ctia mé hinh
thong qua bang két qua phan tich ANOVA nhu sau:
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Bang 3.15. Bang két qud phan tich ANOVA cia 2 ham muc tiéu

. Y1 (mg GAE/g) Y2 (mg)
Nguon F - Value | P- Value | F- Value | P - Value
Model 1021 | 0.0001% | 3227 |<0.0001*

A 034 | 0.5724% | 19343 |<0.0001*
B 1242 | 0.0042* | 139.0 |<0.0001*
C 1019 | 0.0077% | 397 | 0.0697™
D 891 | 0.0114* | 2862 | 0.0002%
AB 186 | 0.1975™ | 403 | 00677
AC 404 | 006748 | 250 | 0.1399N
AD 025 | 062438 | 150 | 02413%
BC 484 | 0.0492% | 2064 | 0.0007*
BD 998 | 0.0082* | 250 | 0.1399N
CD 496 | 0.0459% | 214 | 0.1696™
A2 1662 | 0.0015% | 3227 | 0.0001*
B 5778 | <0.0001* | 26.84 | 0.0002*
1o 51.64 | <0.0001* | 2897 | 0.0002*
D2 2831 | 0.0002* | 699 | 0.0214*
R 0.9225 0.9741
Adj-R2 0.8807 0.9439
Adeq-Precision 12.637 19.905

*p < 0,05: Cdc gid tri 6 y nghia; “p > 0,05: cdc gid tri khéng cé y nghia

Bang trén biéu dién cac két qua cia ANOVA cho 2 mé hinh hdi quy béac hai
(second order regression model) ctia phenolic chiét tach tir rong quat véi 4 tham sb dugc
phan tich. Gia tri p lién quan dén kiém dinh F ctia 2 mé hinh & bang 3.3.3 ¢6 gi4 tri nho
hon 0,05 (< 0,0001) cho thay do twong thich ctia phurong trinh hdi quy véi thyc nghiém
tir 46 cho thdy mo hinh xay dung 13 c6 ¥ nghia. Trong truong hop nay, cac yéu to A, B,
C, D, AD, BC, B déu c6 nghia (p < 0.05). Hé sd xac dinh R? ctia m6 hinh 1 cho biét
92,25% sur bién doi cuia ham lwong phenolic thu duoc 14 do anh hudng cua cac bién doc
1ap nhu thoi gian chiét, ty 16 dung moéi/nguyén liéu, nong d6 dung mdi, cong sudt vi song
va anh hudng giira cic bién thoi gian v6i nong do ethanol; ti 1¢ dung moi/nguyén liéu
v6i cong sut 10 vi sdng, c6 7,73% su thay di 13 do cac yéu t6 khong xac dinh dugc giy

ra (sai s6 ngau nhién). Tuong ty, v6i mé hinh 2 hé s6 R? cho biét 97,41% su bién d6i cia
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ham Iuong phenolic thu dugc 1 do anh hudng cua cac bién doc 1ap va anh hudng giita
cac bién thoi gian voi ndng d6 ethanol; ti 16 dung moi/nguyén liéu voi cong sudt 10 vi
song, chi c6 2,59% su thay di 13 do cac yéu t6 khong xac dinh duoc gy ra (sai s6 ngiu
nhién). Gia tri R2 ctia m hinh 1 bang 0,9225 va mé hinh 2 14 0,9741 cho thiy mé c6 tinh
hoi tu rit cao. Hé s trong quan R? cang gan gia tri 1 thi sai sb cua thi nghiém cang nho
va tinh tuong hgp ciia mo hinh cang cao.

Phuong trinh hdi quy mé ta mé ta anh hudéng cua cac yéu td cong nghé anh
huong dén ham luong phenolic téng va khdi luong cao chiét duge xac dinh sau khi
loai bo cac yéu t6 khong cé ¥ nghia (p > 0.05) trong bang phan tich ANOVA. Phuong
trinh hdi quy ctia 2 ham muyc tiéu duoc thé hién & bang sau

Badng 3.16. Bang két qud cdc ham muc tiéu Y1, Y2

Ham muc M0 ta toan hoc
tiéu
Y1 Y1=1.54+0.071B — 0.064C + 0.06D + 0.075BC + 0.11BD + 0.077CD
—0.12A%2 - 0.23B> - 0.22C* - 0.16D?
Y2 Y2=6.85-2.02A+1.71B+0,78D + 1.14BC — 1.24A% - 1.13B? -
1.17C? - 0.58D?

Dura trén mo hinh da thirc bac hai, dit li¢u thir nghiém duoc phan tich bﬁng phﬁn
mém Design Expert 7.0. Anh hudng tuong tac dbi ctia cac cip yéu td cong nghé tac
dong 1én ham myc tiéu Y1 va Y2 dugc thé hién thong qua cac bé mat dap tng nhu hinh
3.3.5 va hinh 3.3.6. Trong d6 Cac truc X va Y ctia bé mit dap ung dai dién cho hai yéu
t6 tuong tac, 1an luot 1a: ndng do dung méi vai ty 16 dung moi/nguyén lidu; ndng do
dung méi véi thoi gian chiét xuat; nong d6 dung moi v6i cong suat vi song; ti 1 dung
moi/nguyén liéu vé6i thoi gian chiét; ti 16 dung moi/nguyén liéu véi cong suét vi song;
thoi gian vi séng véi cong sut vi song. Cac truc Z dai dién cho ham muc ti€u (ham

lwong phenolic; khéi lugng cao chiét thu duoc).
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Hinh 3.12. M6 hinh bé mdt ddp g ciia ham muc tiéu Y2

Phan tich cu thé timg bé mit dap (mg cho thay cac thong s trong phuong trinh
hoi quy cta cc bé mat dép tmg hoan toan phii hop va co y nghia thong ké&; mo hinh
bac 2 hoan toan phu hop véi 1y thuyét va thuc nghiém p < 0,0001 < 0,05. Cac hé sb
ctia md hinh ciing ¢6 p < 0,05 nén chiing hoan toan ¢ ¥ nghia vé mat thong ké va phu
hop véi mé hinh. Két qua phan tich dit liéu va mé hinh hoa duéi dang bé mit dép tng
c6 bé mit tuong tac gitra cac yéu t6 néng dd ethanol, ti I¢ dung méi/nguyén li€u, thoi
gian va cong sudt vi song ddi voi cac ham muc tiéu cua qué trinh chiét Y1, Y2 thé hién
& dang bé mit voi dinh cuc dai nam trong mién nghién ciru cac yéu t6 tac dong.

b. Toi uu héa ham muc tiéu

Tién hanh t6i wu hda ham muc tiéu bang phadn mém Design expert 7.0.. Lya
chon t&i vu cho ham Y1 va Y2 déu dat gia tri 16n nhat v6i mirc d6 uu tién déu & mirc

3 ta thu duoc két qua nhu bang sau:
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Bang 3.17. Gia tri bién md héa va bién thuc tai diéu kién toi uu

Bién ma hoa

Bién thuc

A B C D Nong do Ty 1¢ dung Thoi gian | Cong suét vi
ethanol (%) moi/nguyén (phut) song (W)
ligu (v/w)
-0,37 | 0,46 | 0,16 | 0,46 54,5 34,6 64,8 473,6

Dit liéu cho thay luong phenolic va cao chiét thu dugc dat gia tri 16n véi cac thong

s0: Nong do ethanol 54,5%; ty 1& dung moi/nguyén lidu 1 34/6; thoi gian chiét xuat 64,8

phit, cong suit vi song 14 473,6W. Dé phu hop diéu kién thuc té, cac diéu kién chiét ti

uu duoc du doan nhu sau: Néng do ethanol 1a 55%; ty 1€ dung moi/nguyén liéu la 35/1;

thoi gian chiét 1a 65 (phut) va cong suat 16 vi song 1a 475(W).

Tién hanh thuc hién lai 3 thi nghiém tai diéu kién t6i uu vira tim dugc. Ta thu

duoc cac gia tri thuc nghi€ém ctia ham muc ti€u nhu ¢ bang 3.16.

Bang 3.18. Gia tri cac ham muc tiéu tai diéu kién toi wu

Gia tri
Ham muc tiéu .
Thuc nghiém Ly thuyet
Y1 (mgGAE/g) 1,50 £ 0,12 1,52
Y2 (mg) 8,52+0.13 8,60
& &
-1.00 -1.00
A=-037 B=046
& &
-1.00 1. -1.00 1.
C=0.16 D=1046




83

B L

0.79 1.6 1.63 8.t

Y1 = 152065 Y2=86
Hinh 3.13. Diéu kién t6i wu va két qua ham muc tiéu

Két qua bang 3.18 va hinh 3.13 cho thy lugng phenolic t6i uu cua dich chiét
dugc du doan 1a 1,52 mgGAE/g, khéi lugng cao chiét téi vu du doan 13 8,6 mg. Thong
s6 toi wu cla qua trinh chiét duoc du doan 1a: Néng do ethanol 54,5%; ti 1¢ dung moi/
nguyén liéu 1 34,6; thoi gian chiét 64,28 phut va cong suat may vi song 1a 473,6W.
Thuc nghiém chiét xuat ¢ diéu kién néng do etanol 55%, ty 1€ dung moi/ nguyén liéu
= 35; thoi gian chiét 65 phut va cong suat 10 vi song 1a 640W; Két qua cho thiy: Ham
lugng phlorotannin thu dugc 14 1,50 + 0,12 mgGAE/g; khdi lugng cao chiét 1a 8,52
+ 0,11 mg, chénh 1éch khong dang ké so véi du doan. Nhu vay, thue nghiém cho thay
két qua thuc nghiém hoan toan phi hop véi nhitng phan tich du doan tir phin mém
Design expert 7.0.

334. D an hatadét @o dnéd phendic

02 mau cao chiét phenolic (bang chiét vi song va siéu am) tir rong P. crassa
da dugc danh gié hoat tinh sinh hoc bao gém:

- Hoat tinh chdng oxy hoa: Panh gia bang thir nghiém DPPH.

- Kha ning gy doc té bao: Thir nghiém véi 3 dong té bao 1a té bao ung thu va
MCF-7, ung thu ¢ tir cung HeLa va ung thu tuyén tién liét PC3.

Két qua danh gia duoc thé hién trong Bang 3.19. va Bang 3.20.
Bang 3.19. Két qua danh gid hoat tinh gdy ddc té bao ciia mdau cao chiét phenolic tir

rong Padina crassa

N Nong d6 tc ché 50% té bao (ICso, pg/mL)
TT | Ky hiéu mau
MCF-7 HelLa PC3
1 | Mau siéu am 12.80 27.83 57.40
2 | Mau vi séng 12.78 42.68 67.25

Bang 3.19 cho thay, 02 mau thir nghiém déu c6 kha ning @c ché cac dong té
bao ung thu MCF-7, HeLa va PC3 véi gia tri IC50 nam trong khoang 12.78 dén 67.25

ug/ml. Trong s6 2 mAu thtr nghiém, cao chiét rong c6 siéu am (rong SA) cho thiy
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hoat tinh trc ché 2 dong té bao HeLa va PC3 t6t hon mau rong dugc hd trg vi song
(rong VS) do c6 ICso thap hon, cu thé: t& bao HeLa v6i 27.83 pg/ml (SA) thip hon
42.68 pg/ml (VS); té bao PC3 ciing twong ty 57.40 pg/ml thap hon 67.25 pg/ml. Bbi
v6i dong té bao ung thu vit MCF-7 thi 2 miu c6 hoat tinh twong duong nhau. Trong
thi nghiém nay, hiéu qua tc ché t& bao MCF-7 clia P.crassa chiét vi séng tt hon so
v6i mau rong Cystoseira sedoides ciing dugc chiét vi song trong nghién ciru cia
Abdelhamid et al., (phan giau phlorotanin cua cao chiét vi séng c6 gia tri ICso 1a 78
ng/ml, 16n hon 12.78 pg/ml ctia mau rong vi séng trong nghién ctru ciia chiing t6i).

Bdng 3.20. Két qua danh gid hoat tinh chong oxy héa

STT Mau SCso (pug/mL)
1 Chtng (+) [ascorbic acid] 12.6
2 Chung (-) [DPPH/EtOH+ DMSO] -
3 Mau vi séng 683
4 Mau siéu 4m 590

Bang 3.20. cho thay, hoat tinh chong oxy héa cia mau thir nghiém véi kha
nang trung hoa 50% gbc tu do DPPH (SCso) trong khoang 590 pg/ml dén 683 pg/ml.
So véi mau kiém chimg duong (ascorbic acid) thi cac gi tri nay déu 16n hon (kiém
chtng dwong 1a 12.6 pg/ml) cho thay hoat tinh chdng oxi hoa ctia mau thir nghiém
kém hon acid ascobic. Gia trj SCso ctia mau siéu 4m xac dinh duoc 13 590 pg/ml thap
hon (dong nghia hoat tinh cao hon) so voi miu vi song (683 pg/ml).

3.4. Nghién ciru qua trinh thu nhén fucoidan

34 1. Quy t réchittkudcFacoidanbdrgch phuwong phap

Tién hanh xac dinh mot sé thanh phan hoa hoc cia rong mo va ba thai rong
mo trong quy trinh san xuat fucoxanthin dé danh chét luong ciia ba thai rong mo.
Bang 3.21. Thanh phan héa hoc ciia rong mo va ba rong mo' thu hoi trong qud trinh

san xudt fucoxanthin

Thanh phan héa hoc (% tinh theo lwong DS Ham luong
. 0 .
Mau kho ciia nguyén li€éu) én.1 Ca trao doi
Fucoidan | Alginate | Protein Tro mg/g
Nguyén 1i¢
SWER TN 308 32,2 5,1 182 | 8,03 30,6
ban dau
Ba
arongsat | 306 28,6 3,0 129 | 62,5 28,9
chiét etanol
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Sau khi chiét fucoxanthin ba rong con lai ham lugng alginate, protein va tro
giam khong dang ké do cac chat nay khong tan trong ethanol, vi vay c6 thé str dung
ba rong nay dé chiét 13y fucoidan va alginate.

Thuyét minh quy trinh

Mau rong niu Sargassum swartzii dugc xu 1y theo quy trinh chiét xuét
phlorotanin (muc 3.3.1). Phan con lai sau khi chiét etyl axetat 13 hdn hop bao gdm
phan nudc va chit ran (Hon hop A2) s& duoc xir 1y dé chiét thu hoi fucoidan.

Buwoc 1: Hon hop A2 dugc ly tim & téc d6 9000 vong/ phut thu duge phan
chét ran B1 va phan long C1.

Budérc 2: Phan chat ran Bl dugc bo sung nude khir ion theo ti 18 10/1 (ml/g),
khudy déu sau d6 siéu am ¢ muc cong suat 30W/cm? trong 5 phut & 50°C, loc thu
dung dich; tién hanh lap lai 2 1an thu dugc dich loc va phﬁn chat rin A3.

Buéc 3: Gom phan dich loc, bo sung CaCls theo ti 1& 0,8g/lit, ly tim duoc
phan chat rin B2 va phan long C2. Phan chit 1ong C2 dugc ¢ can con 1/3 thé tich
duéi ap suat giam. Bo sung etanol 96° theo ti 1& 7/10 (thé tich/thé tich), ly tim & toc
d6 5000 vong/ phut thu dugc phan chét ran B3.
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Bué'c 4: Phan chat ran B3 sau khi say kho thu duoc Fucoidan 90%.

Rong niu
Sargassum swart Zii

S ché L: logi tap
2:rira sach

Rong sach

: bo sung con (2:1/ ml:g)
: nghien nho
» Vi simg 30 phint

I
Pha v cau tric 3
3

Hon hop sau vi song

I: Bosung BEtOAC (14 viv): Fic déu
2: Ly tim 3500 rpm: 15 pha
Lip b 3 kin

Hon hgp sau chict EtOAc A2 Dich EtOAc
12 lam khan bing Ma:S0.

2 C0 can
Pha long Pha rin B1

Chiét thu héi phlorotanin

Mirde kKharion (1O7]: mbig)
Sidu dm 30W/enr', 3 phat 50°C
Pha long

B sung CaCl: 0.8%

Ly tim

Pha long C2 Pha rin B2

o LCadhe 143
2 Con wa” (7:100wiv)
30 Ly tdm 5000 rpm

Pha rin B3

Hinh 3.14. Quy trinh chiét xudt Fucoidan tir rong ndu
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34. 2. &w@raogngwd qua ér itmhc hcHfiucoi dan

a. Xdc dinh dung méi cho chiét tach fucoidan tir b rong

Dua trén cc nghién ctu di duge cong bd, chung toi tién hanh thi nghiém
khao sat véi: Dung moi HCI 0,1 N (pH 2-3); dung moi 1a nudc khir ion va dung
moi CaCl; (0,55 kg CaCly / 20 lit ).

B:

GO AN

: ycn| | I |I

Category 1 Category 2 Category 3 Categc Dung

Ham lugng fucoidan (% so voi

liéu)

QOO0 H— NN

Hinh 3.15. Anh hwéng cua loai dung méi dén ham hrong fucoidan cia dich chiét

Két qua cho thdy: Chiét xuat bang cac dung mdi khac nhau cho ham luong
fucoidan thu dugc khac nhau. Cu thé, néu chiét xuit fucoidan tur rong béng HCI10,IN
thi cho hiéu suat cao nhat (1,88 + 0,06 % fucoidan so v6i nguyén liéu), sau d6 1a nude
khir ion (1,85 + 0,05 % fucoidan) va cudi cung 1a dung méi CaCls (1,06 + 0,07 %
fucoidan). Thuc nghiém ciing cho thiy khi chiét taich bang méi CaCl, thi thu dugc
dich chiét tach trong va dé loc, dé 1am sach, dich chiét tach phﬁn 16n 1a fucoidan, con
axit alginic ctia nguyén liéu da chuyén thanh alginate calcium két taa. Tuy nhién khi
alginate bi két tia trong mang té bao lam ngin can qué trinh khuyét tan fucoidan.
Chinh vi vay, ham luong fucoidan thu duoc khong cao, ddng nghia véi hiéu suat chiét
tach fucoidan ctia dung méi CaCl, sé& thap.

Két qua thyc nghiém cho thay dung méi HC1 0,1N va nuéc khir ion cho ham
luong fucoidan cua dich chiét tach 1éch nhau khong nhiéu. Nudc khtr ion d& san xuét,
khong ddce hai, chi phi thép. Vi thé, nghién ctru chon nudc khir ion lam dung moi dé
chiét tach fucoidan ctia rong mo bang song siéu am.

b. Anh hwéng ciia 1y 16 dung méi: nguyén liéu (bd rong mo) dén kha ndng chiét

tach Fucoidan bang song siéu dm
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Ty 16 dung méi (nude khir ion): nguyén lidu
Hinh 3.16. Anh huéng cia ty 1é dung méi (nwde khir ion) : nguyén liéu dén ham
lirong fucoidan thu dwoc cia dich chiét tach bang séng siéu dm

Viéc tim ra ty 1¢ hdn hop dung moéi 13 rat can thiét vi lugng hdn hop dung moi
s& anh huong dén hiéu qua chiét tich cac chat trong nguyén liéu. Ty 1¢ dung méi nudce
khir ion/nguyén lidu cang 16n thi hiéu qua chiét tach cang tang. C6 thé thay véi ty 18
dung moi ty I¢ dung moi (nudc khir ion): nguyén li¢u 1a 6 (1/kg) thi ham luong dat
hiéu qua thap nhat 1a 1,01 + 0,09 % fucoidan so v&i nguyén liéu. O ty 1& dung moi
nudc khur ion: nguyén li€u 1a 7 (1/kg) thi ham lugng c6 sy tang lén rd rét dat hiéu qua
tuong ddi cao 13 1,52 + 0,07 % fucoidan so v6i nguyén liéu. Hiéu qua cao nhat ¢ ty
1€ nude khir ion: nguyén liéu 1a 8 va 9 (1/kg) tuong trng 1a 1,84 + 0,06 va 1,89 + 0,05
% fucoidan so voi nguyén liéu, ¢ 2 ty 1€ dung méi nudc khir ion: nguyén liéu nay cho
ham lugng fucoidan thu duoc khong c6 sai khac nhiéu.

Thuc nghiém cho thay ty 1& dung méi: nguyén liéu 1a 8 (1/kg) phi hop dé chiét
xudt fucoidan tir b rong nau bang song siéu am, gitp dam bao hiéu suat quy trinh
cling nhu t6i wu hiéu qua kinh té (giam chi phi nguyén liéu, nang luong...).

c. Anh hudng cia nhiét dé dén kha néing chiét tach fucoidan bang song siéu dm

Khao sat anh hudng ctuia nhiét do dén hiéu suét chiét tach fucoidan & cac mdc

25, 30, 40, 50, 60 va 70°C. Két qua duge thé hién & hinh sau.
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Nhigt d6 trich Ly (°C)
Hinh 3.17. Anh huong cua nhiét do chiét tach dén ham luong fucoidan cua dich
chiét tach rong mo bdng séng siéu am
Két qua phén tich & Hinh 3.17. cho thiy khi nhiét d6 ting, ham luong fucoidan
thu duoc & dich chiét tang. O cac nhiét d6 khao sat cho ham luong fucoidan thu dugc
lan luot 13: 1,08 £ 0,03; 1,75 £ 0,06; 2,62 + 0,04; 2,64 + 0,02; 2,64 + 0,07 va 2,66 +
0,05 % fucoidan so véi nguyén liéu. Do kha ning hoa tan cua céc chat trong dung
dich, nhat 14 céac polysacchatide hoan toan phu thudc vao nhi¢t do. Hon nira, fucoidan
nim trong cdu trac trong ma cdu trac bén ngodi 1a 16p cellulose, pectin,
polysaccharide khong tan. Vi vay, can xtr 1y nhiét 6 cao dé pha v& 16p mang, cling
nhu 1am hoa tan cac polysaccharide trong d6 c6 fucoidan. Khi ting nhiét d6 bang
song siéu am tur 25°C 1én 40°C, lugng fucoidan thu dugc cling tang 1én. Tuy nhién,
khi nhiét tang tir 40 1én dén 70°C thi luong fucoidan thu duoc bat dau tang cham,
mtrc do chénh 1éch & cac mire nhiét 40°C, 50°C, 60°C, 70°C la khong nhiéu. Néu san
xuat 16n ma khoang nhi¢t do chénh 1éch gitra 50°C, 60°C véi 70°C thi s€ anh huong
tGi gid thanh san pham trong khi chénh léch lwong fucoidan thu duoc 1a khong dang
ké. Vi vy, nhiét d6 40°C 1a thich hop cho chiét tach fucoidan tir ba rong bang song
siéu am.
d. Anh hwonmg cia thoi gian va cwong dé song siéu am dén kha ndng chiét tach
fucoidan
Thoi gian chiét anh hudng rat 1on téi chat lugng va hiéu qua chiét tach. Néu
kéo dai dén mot thoi gian nao d6 ham lugng hoat chat trong dich chiét khong ting
nhung sé& tang ty 1¢ tap chat khuéch tan vao dich chiét. Két qua thu dugc nhu bang va

dd thi sau:
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Hinh 3.18. Anh huéng cia thoi gian va cuwong dé séng siéu am dén ham heong
fucoidan cia dich chiét tach b rong ndu

Két qua trinh bay (Hinh 3.18.) cho thay:

- Chiét tach khong str dung séng siéu am (ddi ching), khi diéu chinh véi thoi
gian chiét tach theo thtr tu 0, 1, 2, 3, 4, 5 va 6 phut cho dich chiét tach c¢6 ham luong
fucoidan lan luot tuong trng 0,22 £+ 0,03; 0,25 + 0,04; 0,27 £ 0,05; 0,28 + 0,03; 0,31
+ 0,03; 0,33 = 0,05 va 0,36 = 0,05 % fucoidan so vo1 nguyén li¢u.

- Chiét tach v6i phuong phap song siéu am (20 kHZ), khi diéu chinh véi thoi
gian chiét tach theo thir tw 1,2, 3,4, 5va 6 phut, & cuong do si€u am:

+ Cuong do 40 w/cm?, fucoidan ting lan lugt twong tng 1a: 0,21 + 0,04; 0,82
+0,05; 1,08 + 0,06; 1,35 + 0,07; 1,48 + 0,04; 1,61 £ 0,05 va 1,72 £ 0,06 % fucoidan
trong dich chiét tach so v&i nguyén lidu.

+ Cuong do 50 w/cm?, fucoidan ting 1an luot twong tng 1a: 0,21+ 0,04; 1,12
+0,06; 1,82 +0,04; 2,124 + 0,05; 2,36 + 0,04; 2,47 £ 0,07 va 2,60 £+ 0,04 % fucoidan
trong dich chiét tach so v6i nguyén liéu .

+ Cuong do 58 w/cm2, thoi gian siéu am 0, 1, 2 va 3 phat, siéu am cho
fucoidan tang tuong tng 1a 0,21 £+ 0,04; 1,57 £ 0,05; 2,32 + 0,05 va 2,87 + 0,04 %
fucoidan, sau 4; 5 va 6 phut siéu am chiét tach cho thay fucoidan van ting, nhung
tang khong dang Kké, tuong tng 1a 2,88 + 0,05; 2,90 £ 0,03 va 2,92 + 0,06 % fucoidan
trong dich chiét tich so v&i nguyén lidu.

Phén tich cac két qua cho thiy: Khi cuong d6 va thoi gian siéu 4m ting thi kha
nang chiét tach fucoidan ting cao (fucoidan & dich chiét tich khong sir dung song
siéu am 14 thap nhat). Két qua & cung thoi gian chiét tach cho thiy cuong d6 siéu am

1a 58 w/cm? dat hiéu suét chiét fucoidan cao nhat. Cting thoi gian 3 phit & cudng do



91

siéu 4m 0, 40, 50 va 58 w/cm? cho két qua chiét 1a 0,28 + 0,06; 2,12 + 0,05 va 2,87 +
0,04 % fucoidan. C6 thé giai thich 1a do cudng do siéu 4m cang cao s& cang ting hién
tuong sui bot tao lyc pha vd cao, lam tang tde do truyén khdi cua chat chiét tach, tao
su khudy tron gitip cho khuyéch tan chat bén trong nguyén liéu ra ngoai dé dang hon.
Tuy nhién, kéo dai thoi gian chiét ciing lam ting cac tap chit hoa tan vao dung méi
chiét tach.

Két qua nghién ctru cho thiy sir dung cuong do siéu am 58 w/cm?, thoi gian 3
phut 12 phi hop nhét dé chiét tach fucoidan tir b rong.

e. Anh hudng cia ham heong CaCly dén do sach fucoidan

Dich chiét tach fucoidan con c6 mot luong axit alginic. Vi vay, dé 1am sach
fucoidan ¢ day tién hanh khao sat ham luong CaCls tia loai bo axit alginic ra khoi
dich chiét tach. Thuc nghiém khao sat & cac ham luong 0,25; 0,50; 0,75; 1,00 va 1,25
gam CaCly/lit dich trich fucoidan. Két qua dwogc thé hién qua Hinh 3.16.

70 -
60 -
50 -
40 -
30 -

20 -

Ham lugng fucoidan (% so vdi nguyén
liéu)

10 +

0

0,25 0,50 0,75 1,0 1,25

Ham luong CaCl (g/1)
Hinh 3.19. Anh huéng ciia ham lwong CaCl> tia axit alginic trong dich chiét tach
dén dén dé sach fucoidan thu nhan dwoc

Két qua & Hinh 3.19 cho thdy ham luong CaCl, cang cao thi cho fucoidan thu
duge co do sach tang. O nong d6 0,25; 0,5 va 0,75 g CaCly/lit dich chiét tach cho két
qua 1an luot 12 35,6 + 2,3; 46,7 + 3,5 va 61,6 + 2,7 % fucoidan cta chat kho hoa tan.
O ndng d6 1,00 va 1,25 g CaCly/lit dich chiét tach, ham luong fucoidan ting khong
dang ké, 1an luot 1a 61,8 + 3,8 va 61,7 + 4,1 % fucoidan cta chét kho hoa tan thu
dugc. Piéu nay cho thdy & ham luong 0,75 g CaCly/lit dich chiét tich da két tia axit
alginic trong dich chiét tach dugc loai ra 13 1on nhat. Vi thé, két qua chon ham lugng

CaCl, dé tua axit alginic trong dich chiét tach 1a 0,75 g CaCly/lit dich chiét tach.
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. Anh hwéng ciia nong do ethanol dén khd ndng két tia thu nhdn fucoidan tir

dich loc fucoidan

| 100 + - 100
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Hi&u su&t thu nhan fucoidan (% fucoidan tia so vdi 4 ethanol
fucoidan trong dich loc)
Db sach (% fucoidan & phan tha)

Hinh 3.20. Anh huéng ciia nong dg ethanol dén dé sach (% fucoidan ¢ phan tia) va
hiéu sudt thu nhén fucoidan (% fucoidan tia so véi fucoidan trong dich loc)
Fucoidan c6 kha ning két tiia bang dung méi hiru co khac nhau nhu: methanol,
ethanol, aceton... Do ethanol pho bién va ré tién va ciing dat hiéu thu hdi kha cao nén
chung t6i chon ethanol 13 dung méi két tua thu hoi hoat chat fucoidan. Nguyén 1y cta
qua trinh két tiia bang ethanol 1a mot dung méi phan cuc rat hio nude, khi cho ethanol
vao dung dich chtra cac polysaccaride thi n6 s€ canh tranh nudc vadi cac polysaccaride
nay lam cho chung khong con lién két dugc v6i nude nira, nén tach riéng ra va lang
xudng day. Ma khi cho con vao dich loc fucoidan véi ty 18 ethanol phu hop thi
fucoidan s& tua, laminaran s& 14n trong dich con s& duogc tach ra. Kha ning tua
fucoidan tir dich chiét con phy thudc vao nong do dung méi, do d6 can phai xac dinh
ndng do cua ethanol dé dat hiéu qua taa cao nhat. Do d6 nghién ctru ¢ day tién hanh
thuc nghiém khao sat voi cac nong d6 dung méi: 50; 55; 60; 65 va 70 % ethanol.
Két qua & Hinh 3.20 cho thdy ndng d6 dung méi cang cao thi hiéu suit thu
nhan fucoidan & phén tua cang lon, néng dd etanol tang tir 50; 55; 60; 65 va 70 % cho
hiéu suit thu nhdn fucoidan (% fucoidan tia so véi fucoidan trong dich loc) ting
tuong irng lan luot 1a: 52,7+ 3,4; 73,7+ 2,8 ;88,7+1,7;91,7+£29va 93,8 +£3,1 %
fucoidan tila so vé&i fucoidan trong dich loc. Trong khi d sach & phan tia ting tir
ndng do 60; 65 va 70 % ethanol turong tng theo tht tir 13 41,8 + 4,8; 61,8 + 3,5 va
77,8 + 2,7 % fucoidan & phan tia, khi ndng d9 ethanol tiép tuc ting tir 60 1én 65 va
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70 % ethanol thi d0 sach giam dan tuong ung la 77,8 +2,7; 67,2 £ 4,1 va 58,8 + 3,8
% fucoidan & phan tua, ciing cho thdy hiéu suat thu nhan fucoidan & ndng d6 60 %
ethanol so voi & ndng d6 65 va 70 % ethanol ting khong dang ké. Vi thé nong d6 60
% ethanol 1a thich hop dé taa thu hoi hoat chét fucoidan tir dich loc.
3.5. Két qua nghién ciru chiét xuit alginate tir rong niu

Xac dinh thanh phin héa hoc ciia rong niu va bi rong nau sau khi chiét
tach fucoidan

Dé danh chat luong ciia bi thai rong nau ching t6i tién hanh xac dinh mot s6
thanh phan hoa hoc clia rong mo va bi thai rong mo sau quy trinh san xuét fucoidan.

Bdng 3.22. Thanh phan héa hoc ciia rong mo va ba thdi rong mo trong qud trinh

san xudt fucoxanthin

Thanh phan héa hoc (% tinh theo Ham luwgng
Miu lwgng kho ctia nguyén li¢u) P) 4m | Ca trao doi
Alginate | Protein Tro mg/g
Rong mo 31,9 5,2 18,2 8,12 30,5
Ba rong mo sau khi
L . 29,5 1,6 11,8 65,2 18,5
chiét tach fucoidan

Do nguyén liéu b thai rong nay khéac véi rong ban dau ¢ chd da dugc chiét tach
bang ethanol 96° va chiét tach bang nude do d6 ba thai rong di duoc loai fucoxanthin,
lipit, phlorotanin, chat mau, fucoidan, mot s6 ion kim loai...chinh vi vay ma ba thai nay
c6 mang cellulose bi bao mon va céac lién két mang té bao chira alginate ciing nhu té
bao bén ngoai rong bi pha v& va trén co sd s6 lidu thanh phan bi rong mo & Bang 3.20,
dé tang hiéu qua chiét tach alginate can phai 1y toan bo cac ion kim loai hoa tri hai va
da hoa tri. Vi vay, diéu kién thiét ké duoc chon dé nghién ctru anh hudng cta néng do
HCI dén hiéu suat chiét tach, vi néu ndng do HCI khong du dé tach cac ion kim loai thi
qua trinh chiét tach voi NaxCOs chi hoa tan céc axit alginic con cac alginate kim loai
chua chuyén hoéa van nam lai 1am qua trinh chiét tach khong triét dé.

35. 1. Quy t réchigtkuat@lgim@trnghg mo t heo
t i copbentymes i €u am

Thuyét minh quy trinh

Mau rong nau Sargassum swartzii duge xit Iy theo quy trinh chiét xuit
phlorotanin (muc 3.3.1) va fucoidan (muc 3.4.1). Phan pha ran B2 s& dugc xir Iy dé

chiét alginate.
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Budrc 1: Phan pha ran B2 dugc bd sung enzyme phan giai xenlulozo ¢ nguén
gdc tir chung ndm men Aspergillus aculeatus (Enzyme Viscozyme L) theo ti 18 0,06%
(enzyme/ co chét) tai pH 5-6, tién hanh trong 40 phut & nhiét do 40-42°C sau d6 ha
nhiét do hon hop vé nhiét do phong. Sau khi xtr Iy Enzyme, ta thu dugc ba ran 3.

Buwéc 2: Bi rin 3 duoc ngam trong dung dich HC10,1M theo ti /2 (m/v), siéu
am 3 phut, ngdm trong 10 phut sau d6 loc thu dich thai 1 va bi ran, bi rin dem rira
lai v6i nude dén pH = 5,5 — 6. Sau d6 tiép tuc bod sung dung dich NaxCO; theo ti 16
1/5 (m/m) sau d6 siéu 4m trong 30 phut & 60°C, sau d6 khuay tiép 10 phut roi tién
hanh lgc ta thu dugc ba thai lam nguyén li¢u san Xuét phan bon va dich loc 3.

Buée 3: Dich loc 3 duge bo sung dung dich CaCl, 10% (ti 18 CaCl, khan/chat
tan 14 2/1) mot cach tir tir c6 kém siéu am va khudy manh. Két thic qua trinh rot dé
yén trong 3h sau d6 tién hanh loc thu dich thai 2 va gel alginate tho.

Buéc 4: Gel alginate thd duoc bo sung dung dich H202 6% (1/3; khéi luong
alginate kho/khdi lugng dung dich H20»), dé yén trong 30 phut sau d6 loc va rira lai
bang nude 3 1an ta thu dugc gel alginate trang. Siy kho ¢ 45°C dudi ap suit giam thu
duogc bot alginate mau trang.

Bdng 3.23. Két qua san xudt thir nghiém cdc mé & cdc quy mé thi nghiém khdc nhau
San pham 100g 200g 500g
Alginate (g) 4,5+0,18 8,8 +0,34 21,5+0,72
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Rong niu
Sargassum swart Zii

S ché 1 logi tap

2o sach

Rong sach
Pha vé&r cau tric

Hon hop sau vi song

I: b sung eon (2:1/ ml:g)
2: nghien nho
3 Vi song 30 phat

I: Bo sung EvOAC (14 viv): Eic déu
2: Ly tim 3500 rpm: 15 pha

Lip ki 3 lin
Dich EtOAc

1: Jam khan bing Mas S0
20 Covcan

Chiét thu héi phlorotanin

Hon hop sau chict EtOAc A2

L 1dm MK rpm
Pha rin Bl

Mirde kKharion (10/1: mlig)
Siéu dm 30Wienr, 3 phat, 30°C

Pha long

By sung CaCl: 0.8%
Ly tim

Pha lang C2 Pha ran B2

o blile &ic 1/3
2 Com 9a" (7100 )
32 Ly tim 5000 rpm

Pha rin B3

Pha long

Viscozyme L 0,06%

pH 5-6
Pha rin B3

E
Dung djch NaeCOs 5% (4:1/ml:g)
Siéu am 10W/em?; 60°(
Loc

Dung dich alginat tho

Pién are Titan
1.5V, 0.3mA/cm?, 2h

Dung dich alginat tay mau

Dung dich CaCl: 1.8%
(2:1/viv)
Dé Eing 2h: loc: siy khd

. khuiy &u

Hinh 3.21. Quy trinh chiét xudt alginate tir rong ndu
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352. Kétquan g hit&in qa & dyr iprhha ntéfrb@ engymd i

Bén day thi nghiém sau day da duogc thuc hién dé khao sat tac dong cua viéc
xtr Iy nguyén liéu v6i enzyme 1én qua trinh, dong thoi dé chon ra phuong thire xtr Iy
nguyén liéu thich hop nhat:

- Dy thi nghiém 1: Nguyén liéu rong nau th6 khong qua xir Iy ban dau duoc
chiét tach alginate theo quy trinh thong thudng.

- Day thi nghiém 2: Nguyén li€u rong nau thé duogc xtr Iy voi enzyme Htec?2
sau d6 duoc chiét tach alginate.

- Déy thi nghiém 3: Nguyén liéu rong nau sau khi di dwogc chiét tach cac hop
chat thir cap, phan ba ran con lai duoc dem chiét tach alginate.

- Day thi nghiém 4: Nguyén liéu rong nau sau khi duoc chiét cac hop chat thir
cap, xur Iy v6i enzyme Htec2 r6i dem chiét tach alginate.

Céc thong so sau day dugc xac dinh trong mdi thuc nghiém:

- Ham lugng duong khir trong nguyén liéu sau khi xur Iy enzyme (pg/ml).

- Ham luong alginate thu duoc % tinh trén khdi lwong nguyén liéu kho tuyét doi.

- b6 nhét alginate thu dugc

Thong s6 dau ding dé danh gia tac dong ciia enzyme 1én mirc do thuyy phan thanh
t& bao ctia nguyén liéu. Hai théng s6 con lai duogc sir dung dé danh gia hiéu qua va chat
luong ctia san pham khi str dung phwong phép két hop vai thity phan boi enzyme.
3.3.2.1. Tdc ddng ciia viée xit Iy nguyén liéu véi enzyme 1én hiéu sudt thu héi cac chdt
chéng oxi héa va mike @ thiy phdn cdc chat nén

Céc két qua thu duoc vé tac dong cua viée xir Iy nguyén liéu véi enzyme 1én
hiéu suat thu hdi alginate duoc trinh bay trén Bang 3.3.7

Bdng 3.24. Két qua khdo sdt tac déng ciia viéc xir Iy nguyén liéu véi enzyme lén

mikc dg thity phdn thanh té bao va hiéu sudt thu hoi chdt chéng oxi héa

Puwong khir Alginate Do nhot (1%)

Enzyme
(ng/ml) (%) (mPa.S)
D6i ching 0 51,43 0,24 235
Rong thé + enzyme 27,13+032  59,21+0,21 230
Rong di chiét 0 63,32£0,15 238

Rong di chiét + enzyme 55,25+ 0,24 75,01 + 0,24 233
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Céc két qua néu trén cho thay qua trinh tién xir Iy nguyén liéu bang enzyme
d3 1am ting dang ké hiéu suit thu hoi alginate. Sy gia ting cua hiéu suit co tuong
quan ti 1€ thuan véi su gia tang cua ham lugng duong khir (khi str dung enzyme). Mt
khac, qua trinh chiét xudt cac hop chit thir cp bang etanol da tao diéu kién giup
enzyme xam nhap va thuy phan t6t hon cac cellulose c6 trong mau rong bién thé hién
& cac gia tri thu hoi alginate. Ngoai ra, cic qué trinh chiét xuat hop chét thir cip va
st dung enzyme khong lam thay d6i cdu trac cua alginate thé hién ¢ gia tri do nhét
ctia mau alginate & 1% khong c6 su khac biét rd rét.
3.3.2.2. Khdo sdt cdc yéu 6 tic dong téi qud trinh thity phdn rong bién béi enzyme

Ké& quakhdo smh ohguala pH

Chung t61 thyc hién 7 thi nghi¢m khao sat trong vung pH tir 3 - 8 stt dung h¢
dém thich hop, gilr ¢ dinh cac diéu kién khac nhu ty I¢ nguyén li¢u/nude 1:5, nhiét
d6 45°C, thoi gian thily phan 6 h. Cac két qua thu duoc thé hién trong Bang sau.

Bdng 3.25. Biéu dién dnh hiong cia ciia pH 1én ham leong dwong khir

Thi nghiém pH Ham lwgng dwong khir
1 3,5 43,5
2 4,0 48,9
3 4,5 55,3
4 5,0 62,1
5 5,5 52,8
6 6,0 46,7

Do pH cta moi trudng phan (mg 13 mot trong nhitng yéu to quan trong anh
huong dén hoat dong cta enzyme trong qua trinh thiy phan, mdi enzyme c6 mot
khoang hoat dong t6i thich riéng. Enzyme Htec2 theo khuyén cdo cuia nha san xuat
hoat dong tot nhat trong khoang pH 4,5 - 5.5. Trong céc thi nghiém khao sat nay, pH
dugc xac dinh t6i wu & 5.

Ké& quakhdo srah ohguala nhiét 6 d

Két qua khao sat anh hudng cta nhiét d6 dén qua trinh thuy phan thé hién
trong Hinh 4.8b cho thay, nhiét do cang ting hiéu qua thiiy phan cang cao va dat cuc
dai & 45°C, néu tiép tuc tang nhiét do dén 50 - 55°C thi hiéu qua thuy phan c6 xu

hudng giam.
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Badng 3.26. Biéu dién dnh hieong ciia ciia nhiét dg 1én ham lwong dwong khir

Thi nghiém Nhiét do Ham luwgng duwdong khiwr
1 30 33,5
2 35 422
3 40 54,6
4 45 64,4
5 50 59,2
6 55 50,7
7 60 41,5
Ké& quakhdo s@mah ohgidatyléenzy med co ch

Két qua khao sat anh hudng cia ty 18 enzyme /co chit cho thdy khi nong do

enzyme cang tang hiéu qud thuy phan cang cao, c6 nghia la lugng duong khir tao

thanh cang nhiéu va dat cuc dai tai n@)ng dd Htec2/co chat 1a 1,5%.

Bdng 3.27. Biéu dién dnh hieong ciia ty 1é E/S 1én ham lwong dwong khir

Thi nghiém Ty 1€ E/S Ham lwgng duwong khir
1 0,50 36,7
2 0,75 45,4
3 1,00 58,5
4 1,25 65,2
5 1,50 68,4
6 1,75 62,1
7 2,00 57,2

Két qua khao

famh ohguada thdi gian x|y

Ta c6 thé nhan thay, khi ting thoi gian thuy phan tir 2 dén 6h, ham luong
duong khir c6 sy ting manh chimg to qua trinh thily phan dién ra manh mé; trong
khoang thoi gian tir 6-8h, qua trinh thily phan c6 su gia ting khong dang ké ham
lugng duong khur; kéo dai thoi gian lai lam cho qua trinh thuy phan c6 xu hudng
giam. Két qua duoc biéu dién trén bang sau:

Bang 3.28. Biéu dién dnh hieong ciia thoi gian 1én ham heong dweong khir

Thi nghiém Thoi gian (h) Ham lwgng duwong khir
1 2 28,6
2 4 48, 8
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3 6 76,9

4 8 78,1

5 10 67,8

6 12 61,2
Nhan xét chung:

Céc két qua néu trén cho thiy cac diéu kién sau ddy 1a tot nhat cho qua trinh
phan giai cellulose thanh té bao bang enzyme Htec2:

- pH=4,5-5,0

- Nhiét dg thuy phan: 45°C

- Néng d6 Htec2/co chat 1a 1,5%

- Thoi gian thuy phan: 6-8 gio

353 Nghi@n qua tranalgnatt hu nh

3.5.3.1. Cdc yéu té tac dong dén quda trinh chiét tach alginate

a. Anh huwong ciia nong dé HCI xik Iy bd rong dén hiéu sudt chiét tach alginate
tr ba rong mo

Két qua & Hinh 3.11 cho thdy, khi ting ndng d6 HCI tir 0,0 (d6i chimg) 1én lan
luot 13 0,05 M; 0,1 M; 0,15 M va 0,2 M thi hiéu suét chiét tach ting twong tng tir
17,21 £ 1,37; 20,34 + 1,38; 23,87 £ 0,94; 25,01 + 1,09 va 25,94 + 1,22 % alginate.
Nguyén nhan do ba rong duoc xir Iy bang HCI, phan tng trao doi ion xay ra, chuyén
alginate tr dang mudi khong tan (Ca*, Mg?*,Sr?"...) sang dang axit alginic s& gitp
thuan loi cho viéc chiét tach trong dung dich kiém chuyén thanh mudi alginate dang
tan dugc trong nude. V&i rong da xir Iy qua acid, khi chiét xuat bang kiém vdi mot ty

1¢ thich hop, phan tng trao ddi ion xdy ra gan nhu hoan toan.

|30, r 55

s 25 - =
= = - 45
2§ 20
=1
& 2 -4
=% 15 -
- 35
10 -
-3
5 1 - 25
0 | | : . 2
0 0,05 0,1 0,15 0,2 Néng d6 HCI

Hiéu suat (% alginat) Pd nhdt (mPa.s)
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Hinh 3.22. Anh hwéng cia nong dé HCI xik Iy bd rong mo téi hiéu sudt va dg nhét
alginate chiét tach tir rong mo bang séng siéu am

Khi ting nong d6 HCI tir 0 1én 0,05 M va 0,1 M thi d6 nhét ciing ting 1én, do
nhét thu dugce tdng tuong tng la: 3,04 £ 0,07; 3,21 + 0,04 va 4,14 £ 0,05 mPa.s. O
ndng do HCI 0,1 M, phan tng xay ra triét dé va hiéu suat chiét tach alginate cao hon.
Tuy nhién khi tang ndng d6 HCI 1én 0,15 M va 0,2 M cho hiéu suat chiét tach alginate
duoc cao, nhung do nhat lai gidm tuong ung 1a 3,92 £ 0,07 va 3,61 + 0,03 mPa.s, do
lién két glucosid bi pha huy, alginate phan tir 1én bi cit mach nhiéu lam giam do nhét.

Nhu vay véi nong d6 HC1 0,1 M duge chon dé xir 1y ba rong & 25°C.

b. Anh huéng ciia nong dé natri carbonat dén hiéu sudt chiét tach alginate tir

bd rong bang song siéu dm

| 30 - -5 |
—_ 28
g % | I -TP
< 24 . i
S 22 - “E
,«‘aa‘ 20 - - 3.5
& B -3
= 16 -
14 1 25
12
10 T T T T 2
1 1,5 2 2,5 3
Hiéu suat (% alginat) Néng dé natri carbonat
Do nhét (mPa.s)

Hinh 3.23. Anh huéng ciia nong dé natri carbonat t6i hiéu sudt va dé nhot alginate
chiét tach tir rong mo bang song siéu am

Két qua ¢ Hinh 3.23 cho théy khi tang néng d0 natri carbonat tir 1; 1,5; 2,0; 2,5
1én dén 3,0%, hiéu suét chiét tach alginate tang tuong tng tur 20,34 + 1,82; 24,41 + 1,49;
27,36 + 1,07; 28,12 + 0,87 va 28,36 + 1,02 % alginate va tai nong d6 kiém 3,0 %, hiéu
suat thu duoc 13 cao nhét. Nguyén nhan do qua trinh chiét xuit trong moi truong kiém
xay ra phan (g trao doi ion, chuyén alginate tir dang mudi khong tan (Ca®*, Mg?*, Sr*...)
sang dang mudi natri alginate tan duoc trong nude. Vi rong da xir Iy qua acid, khi chiét
xuét bang kiém v6i mot ty 18 thich hop, phan tmg trao d6i ion x4y ra gan nhu hoan toan,
nong do kiém ting 1én, phan mg trao ion ting 1én, tao ra dugc nhiéu natri alginate hon.
Khi ting ndng do kiém, d6 nhét ciing ting 1én, nguyén nhan do lac dau kiém thap, thanh
té bao rong van con ran chac chi c6 mot phan alginate phan tir nhé khuéch tan ra nén do
nhot thép. Vi n6ng d0 natri carbonat 1,0 % d0 nhét thu duoc 1a 3,21 £ 0,03 mPa.s. Khi

tang ndng d6 kiém 13 1,5 % va 2,0 % , phan g xay ra triét dé hon, nong do alginate
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chiét duoc cao hon, d6 nhét tang lén tuong ung la 3,27 + 0,06 mPa.s va 3,52 + 0,03
mPa.s. Tuy nhién khi luong kiém 14 2,5 % va 3,0 %, lién két glucosid bi pha huy, alginate
phan tir 16n bi cit mach nhiéu lam do nhét cua dung dich do dugc giam, chi con tuong
g 13 3,29 + 0,07 mPa.s va 2,91 + 0,06 mPa.s... Két qua nay phu hop v6i mot sé cong
trinh dd cong bd. Ngb Ding Nghia dua ra diéu kién chiét dbi v6i rong S.meclurei va
S.kjellmanianum 13 ndng do NaxCOs (1,54-1,68%), nhiét do chiét tir 55-60°C va thoi
gian chiét 1,15-0,2 gio.

Nhu vay, chon dugc néng dd NaxCO3 2% cho chiét tich alginate tur ba rong
bang song siéu am.

c. Anh huong cia nhiét @6 dén kha nang chiét tach alginate tir bd rong bang
song siéu dm

Nhiét do cao va thoi gian chiét kéo dai lam gy mach din dén 1am giam do
nhét cta natri alginate. Vi vay trong phan nay ching t6i nghién ctru anh hudng cia
nhiét d6 chiét 1én hiéu suit, d6 nhét cua alginate. Khao sat anh hudéng cua nhiét do
chiét 1én hiéu suét alginate thu dugc va d§ nhét dung dich alginate thu dugc.

7

6.5
6
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25

Do nhét (mPa.s)

5.5
5
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Higu suat (% alginat)

15 4.5
4

10 3.5
30 40 50 60 70 80 90 100

Nhiét 6 (°C)
Hiéu sudt (% alginat) D6 nhét (mPa.s)

Hinh 3.24. Anh hwong cua nhiét do chiét tach téi hidu sudt va dé nhot alginate chiét
tach tir rong mo bang séng siéu dm

Két qua cho thay khi nhiét d6 tang tir 50°C t&i 100°C, hiéu suat thu dugc ting
tr 18,92 +1,67; 20,92 + 0,87; 26,06 = 1,07; 27,67 + 1,12; 27,94 + 0,97; 28,07 + 1,02;
28,91 + 1,48 1én 29,57 £ 2,27 %.

C6 thé giai thich nhu sau: Khi nhiét d6 ting, phan tng xay ra véi téc d6 nhanh
hon, déng thoi cling tao diéu kién cho su khuéch tan ra cta cac phan tir alginate. Két
qua nay phu hop véi két ludn ctiia Gustavo va CS. Chiét tach cho hiéu suét alginate

ting cao ¢ nhiét do 60 — 80°C, hiéu suat alginate thu duoc cling cao twong tng tir
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27,67+1,12 % 1én 28,07 + 1,02% alginate, ting cao nhat & nhiét d6 90 va 100°C twong
ung 1a 28,91 + 1,48% va 29,57 + 2,27% alginate.

Tuy nhién, nhiét d6 cao ciing 1am giam do nhét dang ké. Cung chiét xuat &
natri carbonat 1,5 %, thoi gian 5 phut tai nhiét do 90 va 100°C, d¢ nhét thu duge giam
thip nhit, trong tng 13 4,08 + 0,04 va 3,89 + 0,07 mPa.s. O nhiét d6 30, 40 va 50°C,
do nhét thu dugce tang tuong ung 1a 4,42 + 0,07; 4,67 + 0,05 va 4,82 + 0,06 mPas.
Nhiét do tang tur 60; 70 Ién 80°C, d6 nhdt thu dugc ting khong co sai khac nhiéu,
tuong Uung 1a 4,86 + 0,08 ; 4,93 + 0,06 va 4,96 £+ 0,09 mPas, hi¢u suat alginate cling
chénh 1éch khéng dang ké.

Thuc nghiém trén cho thay, nhiét d6 60°C 1a thich hop nhat dé thu hoi alginate
(dap Gmg duoc ca yéu cau vé hiéu suit va do nhét).

d. Anh huong ciia thoi gian va cwong do séng siéu am dén hiéu sudt chiét tach
alginate tur bd rong

Két qua & Hinh 3.25 va 3.26 cho thay:

Chiét tach alginate khi ting cuong do siéu am tir 0 — 58 w/cm?, nhiét d6 60°C,
thoi gian ting tir 0 dén 10 phut thi hiéu suat chiét tach alginate so v6i nguyén liéu
tang, d§ nhot cling tang.

- Khéng sir dung song siéu am (dbi chimg) cho hiéu suat thu nhan alginate tang
lan luot twong ung la : 3,27 £0,38; 3,41 £0,43; 3,75+ 0,51; 4,85 £ 0,28; 7,02 £ 0,49;
7,54 £0,51; 8,32 £0,76; 8,85 +0,38; 9,18 + 0,47; 9,61 + 0,34 va 9,89 + 0,43 %. Do
nhdt tang twong ung 1a 0,56 + 0,04; 0,58 + 0,05; 0,65 £ 0,03; 0,82 + 0,08; 1,18 + 0,04;
1,38 +£0,03; 1,42 £ 0,06; 1,51 £ 0,02; 1,56 = 0,05; 1,64 + 0,04 va 1,68 + 0,08 mPa.s.

35 4
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20 23.18
15
. 10 | 3.27
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Hiéu sudt (%)- Siéu am 40 w/cm2)2
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Hiéu sudt (%)- Sidu am 58 w/cm2)
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Hinh 3.25. Anh huong cua thoi gian va cuong do song siéu dm dén hiéu sudt

alginate chiét tach tir rong mo bang song siéu dm

5.5
5
4.5
4
3.5
3
2.5
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PG nhét (mPa.s)

1.5
1
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Thoi gian (mPa.s)
D& nhét (mPa.s)-{(Khéng siéu 4m) D6 nhét (mPa.s)-(Siéu dm 40 w/cm2)

D0 bt (mPo.} {563 50 wem2) 58t (mPa s} (52 3 58 /)
Hinh 3.26. Anh hudng ciia thoi gian va cuwong do séng siéu am dén dé nhot
alginate chiét tach tir rong mo bang song siéu dm

- Chiét tach bing song siéu 4m (20 kHz) & 40 w/cm? cho hiéu suét thu nhan
alginate tang lan luot 1a: 3,27 £ 0,38; 12,53 £ 0,37; 15,19 + 0,45; 18,83 £ 0,61; 20,91
+0,34; 21,49 £0,53; 23,18 £ 0,46; 24,07 + 0,71; 24,67 £ 0,67; 25,17 £ 0,38 va 25,72
+ 0,48%. D0 nhét tang lan luot tuong ung la: 0,56 + 0,04; 2,21 = 0,05; 2,54 + 0,06;
3,06 = 0,04; 3,28 + 0,07; 3,46 + 0,04; 3,67 = 0,05; 3,88 + 0,06; 4,09 £ 0,05; 4,21 +
0,03 va 4,32+ 0,07 mPa.s

- Chiét tach bang song siéu am & 50 w/cm? cho hiéu suét thu nhan alginate
tang 1an luot 1a: 3,27 + 0,38; 15,24 + 0,48; 18,64 +0,31; 21,53 £ 0,51; 24,41 + 0,27;
25,57 +0,37; 26,05 £0,61; 26,61 = 1,02; 27,39 + 0,68; 27,81 £ 0,71 va 28,47 + 0.59
%. BJ nhoét tang lan luot tuong tng la: 0,56 £ 0,04; 2,53 £ 0,05; 3,01 £ 0,07; 3,46
0,06; 4,02 + 0,08; 4,38 £ 0,03; 4,43 + 0,05; 4,48 = 0,09; 4,53 £ 0,04; 4,64 + 0,07 va
4,67 £ 0,06 mPa.s.

- Chiét tach & cuong d6 song siéu am 58 w/cm? cho hiéu suat thu nhan alginate
tang lan luot twong ung la: 3,27 + 0,38; 17,22 + 0,42; 21,87 + 0,67; 24,62 + 0,58;
26,67 +0,38; 28,87 = 1,08; 30,72 £ 0,91; 30,82 £ 0,52; 31,01 £ 0,61; 31,33 +£ 0,72 va
31,45 £ 0,52 %. Do nhét tang lan lugt teong ung la: 0,56 £ 0,04; 3,03 £0,03; 3,51 +
0,05;4,14+£0,07; 4,47 £0,04; 4,73 £ 0,05; 4,78 £ 0,08; 4,82 = 0,05; 4,91 £ 0,03; 4,93
+ 0,06 va 4,98 + 0,07 mPa.s.

Nhu vay, khi cuong d6 va thoi gian siéu 4m ting s& ting kha ning chiét tach
alginate, ting d6 nhét so voi d6i ching (khong sir dung song siéu am). Chiét tach &

cuong do 58 w/cm? cho hiéu suét thu nhan alginate va d§ nhdét 1a cao nhét. O cuong
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d06 siéu am 1a 58 w/cm?, véi thoi gian siéu am chiét tach tang tir 0 - 6 phit, hi¢u suat
chiét tach alginate va do nhét ting manh. Khi ting thoi gian 1én tir 6 dén 10 phut, sy
tang chénh 1éch vé hiéu suit chiét tach va d6 nhét 1a khong dang ké.
Nhu vay, dé dam bao yéu t kinh té, ta lua chon cuong do siéu am 1a 58 w/cm?,
thoi gian 6 phut dé chiét tach alginate tir bi rong.
e. Anh huwong ciia nong do CaCl2 dén hiéu sudt thu tiia Ca(Alg)2
Sau khi chiét alginate natri giai doan tiép theo d6 1a thyc hién sy chuyén héa
ching sang dang alginate canxi (Ca(Alg):) theo phan Ung: NaAlg + CaCl, —
Ca(Alg), + 2NaCl dé thuan loi cho qua trinh tay tring. Kha ning thu tia Ca(Alg),,
phu thudc vao lugng CaClz tham gia phan ung. Do d6, ta thuc hién khao sat anh
huong cua ty I¢ CaCl,: Alginate lan luot 14 1,25; 1,50; 1,75; 2,0; 2,25; va 2,50 (W/w)
1én hiéu suat thu nhan Ca(Alg), dé tim ty 1¢ thich hop.
30 +
29
Higu sudt (%28
alginate) 57 |
26 -

25 A

24

1 1,25 1,5 1,75 2 2,25 2,5
Ty 1¢ CaClz: Alginate (w/w)

Hinh 3.27. Anh huéng ciia nong dé CaCls téi hiéu sudt thu tiia Ca(Alg):

Két qua Hinh 3.27 cho thiy ty 18 CaCla: Alginate (w/w) cang cao thi hiéu suét
thu nhan alginate & phan taa cang 16n, ndng d6 ehanol ting tir ty 16 CaCla: Alginate
la: 1,00; 1,25; 1,50; 1,75; 2,25 1én 2,50 (w/w) cho hiéu suét thu nhan alginate tang
tuong ung lan luot la: 25,6 £ 1,06; 26,5 £0,96; 27,7+ 1,16; 28,1 £0,87; 28,5 + 1,21;
28,6 +£ 1,12 va 28,8 = 1,25 % alginate. Va cho théiy ¢ ty 1€ CaCl,: Alginate 1a: 2,00;
2,25 va 2,50 (w/w) cho hiéu suat cao nhat, nhung & céc ty 1& nay cho hiéu suét ting
khong dang ké. Vi vay, dung dich CaCl 10 % dé tua thu hdi Ca(Alg), véi ty 18 tuong
g CaCla: Alginate = 2 (w/w) 14 thich hop dé tia thu hoi Ca(Alg), tir NaAlg.

Do d6, ndng d6 CaCla 10 % véi ty 1é twong Gmg CaCly: Alginate = 2 (w/w)
dugc chon thich hop dé tia thu hdi Ca(Alg), tir NaAlg.
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3.5.3.2. Nghién ciru qud trinh tay trang Ca(Alg)2

Hién nay, H,O, thuong sir dung dé loai mau san pham trung gian 13 axit alginic
hodc canxi alginate trong quy trinh san xut alginate, mic du H,O2 gy ra depolyme
mach alginate lam giam chit luong san phém. Ngoai ra, s ¢6 mat c6 ion Na* ¢o thé
lam giam ham luong Ca®", tao ra su mét on dinh cua san phém.

Tuy theo nguyén li¢u khac nhau ma ham lugng H>O» str dung khac nhau. Do
d6, nghién ciru khao sat anh hudng cta ndng do H.O» bang dung dich 5% H»0; tuong
ung voi ty 1€ % ham luong H2O; so véi tua Ca(Alg): 1a: 0,5; 0,75; 1,00; 1,25; 1,50;
1,75; 2,00; 2,25; 2,50 va 2,75 % lén mau va do nhot cua alginate.

Két qua cho thﬁy néng dé H>O> cang tang tur 0,5; 0,75; 1,00; 1,25; 1,50; 1,75;
2,00; 2,25: 2,50 1én dén 2,75% H20, cho d6 truyén qua cang tang tuong Uung 73,2 +
2,1;76,7+3,2;782+1,9;81,3+2,6;86,8+1,8,87,9+1,5;88,7+2,2;91,4+1,7va
96,2 +£ 1,7 Crs, do tréng cua san phém tang 1én va ngugc lai cho do nhdot gidam xuéng.
Khi ting néng do H.0; tir 1,00; 1,25; 1,50; 1,75 va 1én dén 2,00% H20: so véi tua
Ca(Alg), cho thay do nhét twong dbi 6n dinh, twong tmg 14 9,21 + 0,04; 9,22 + 0,06;
9,22 + 0,05; 8,94 + 0,03; 8,95 + 0,04 va 8,94 £ 0,06 Cps (giam khong dang ké), con
khi nong do H20: tiép tuc tang tir 2,25; 2,50 va 1én dén 2,75% H20: so véi tia Ca(Alg)s,
cho théy dd nhdt gidm manh tuong tng: 7,70 £ 0,07; 7,10 + 0,06 va 7,07 + 0,08 Cps.
Nhu vay, dé thu dugc san phém dat chat luong vé mau, do nhét c6 thé st dung cho
thuc phérn, chung t6i chon ham lugng H202 5 % t6i wu nam trong vung 1,75 -2,00%
H>02/100g Ca(Alg): khi d6 san pham c6 mau vang nhat dén tring nga.

Viy, tiy trang san pham Ca(Alg), bang dung dich H,0, 5 % voi luong tuwong
ung 2 % H>O» so voi tua Ca(Alg): 1a phu hop.

100 12
S0 11
a0

70

Do nhot (Cps)

60

Bo truyen qua(Crs)

50

30 6
1 125 15 175 20 225 25 275

% NaOCl so vdi tia Ca(Alg):
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Hinh 3.28. Anh huong ciia ham lwong H>O: (dung dich H-O> 5 %) lén do nhét va
dé truyén qua cua san pham alginate

Nhu vy, diéu kién thu alginate tir bd rong bang song siéu 4m nhu sau:

- Ham luogng alginate trong ba rong xur 1y véi ty 1€ dung dich HC1 0,1 M: ba
rong la 10 (w/w), 25°C.

- Piéu kién chiét tach alginate bang song siéu am 1a 60°C, 58 w/cm? (tan sb
20 kHz)/ 6 phut, ty 1¢ dung dich Na,CO3 2%: ba rong 1a 10 (I/kg).

- Nong do CaCla 10% véi ty 18 twong tng CaCly: Alginate = 2 (w/w) duoc
chon thich hop dé tua thu hdi Ca(Alg), tir NaAlg, tay tring san phim Ca(Alg), bang
dung dich NaOCl 5% véi lugng tuong tng 2% H20: so voi tua Ca(Alg), cho san
pham Ca(Alg),, c6 mau vang nhat dén tring nga.

3.6. Panh gia chit lwong va mdt sé hoat tinh ciia Canxi alginate

36.1. D an ha gohgilCanxilalginate

Hoat chat Canxi alginate diéu ché tir Rong bién duoc danh gia chat lugng qua
phan tich céc chi ti€u sinh hda bao g@)m cac chi tiéu vé d6 am, ham lugng tro, ham
lugong Canxi, ham luong Alginic, do pH; chi ti€u vi sinh vat; ham luong kim loai
nang. Két qua phan tich dugc trinh bay trén cac Bang 3.29, Bang 3.30 va 3.31.

Bang 3.29. Xdc dinh chi tiéu chdt liwong chinh

TT Tén chi tiéu Pon vi tinh Mikc chat lwong
1 Do am % 6.82%
2 Ham lugng tro tong % 31.08%
3 Ham luong canxi % 7-10%
4 Ham lugng Alginic % 20.67%
5 pH 6.0-7.5
6 Do nhét (dd 1%) (mPa.S) 235

Két qua phan tich ¢ bang 3.29 cho thiy, mau nghién ctru c¢6 d6 am dat gia tri
6.82%; ham luong tro dat 31.08% va ham lugng Alginic dat 20.67%. Bén canh do,
ham luong canxi trong bot alginate rat cao tir 7-10%, cho thay bot alginate rat tot cho
xuong khép. Pay 13 co sd khoa hoc dé chung t6i tién hanh thir nghiém hoat tinh chdng

lodng xuong cuia miu nghién ctru nay.
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Bdng 3.30. Két qua phan tich chi tiéu vi sinh vit

Mirc chat

TT Tén chi tiéu Don vi tinh Mire chat lwgng theo
lwgng .
QCVN' [12,13]
Tong s6 vi sinh vat hiéu CFU/g < 1000 <5000
khi

Téng sb bao tir nAm méc, CFU/g <100 <500

? nim men

3 Coliform CFU/g <10

4 E. coli CFU/g Am tinh Am tinh

5 S. aureus CFU/g <3

6 C. perfringens CFU/g <10

7 B. Cereus CFU/g <10

8 Salmonella CFU/25¢g Am tinh Am tinh

*OCVN 8-2:2011/BYT; QCVN 4 - 21: 2011/BYT

Két qua phan tich chi tiéu vi sinh vat cho thdy trong mau nghién ciru c6 mit
cac loai vi khuan Coliform, S. Aureus, C. Perfringens, B. Cereus véi ham luong
<10CFU/g va khong c6 mat ciia hai loai khuan gy bénh 13 E. Coli va Salmonella.
Két qua nay dap tng duogc tiéu chudn an toan thyc pham do B Y té ban hanh.

Theo két qua phan tich duogc trinh bay trén Bang 3.31, ham luong Cu, Zn ¢6
cac gia tri <10 ppm; ham luong cac kim loai nang Pb, Cd, Hg thép hon rat nhiéu. Cac
gia tri vé ham luong cac kim loai ning déu nam trong ngudng cho phép theo quy
dinh an toan thuc phém cia BO Y té.

Bang 3.31. Chi tiéu ham luong kim logi nang

Mikc chat

Mirc chit
TT Tén chi tiéu Don vi tinh lwgng theo
luwgng .
QCVN' [11,13]
1 Ham luong Pb ppm <3.0 <5.0
2 Ham lugng Cd ppm <0.1 <3.0
3 Ham luong Hg ppm <1.0 <1.0
4 Ham luong Pong ppm <10
5 Ham luong kém ppm <10

*OQCVN 8-2:2011/BYT;, QCVN 4 - 21: 2011/BYT
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362 DPanhatgit abnlpo t b & n gila Ganxmalgigate c

Té bao tién nguyén bao xuwong MC3T3-E1 14 loai té bao c6 kha ning biét hoa
thanh cac té bao tao xwong. Trong qua trinh biét hoa, té bao MC3T3-E1thé hién
nhimg dic diém dic trung cta nguyén bao xuong nhu san xuét alkalin phosphatase
(ALP), ting cudng tong hop collagen chat nén ngoai bao tir procollagen va cudi ciing
1a ling dong khoang trén chat nén ngoai bao. Vi vay dong té bao nay dugc sir dung
dé danh gia kha ning chéng lodng xwong cua cac mau nghién ctru. Cac chi tiéu nhu
kha ning kich thich tao ALP, kha ning tang cudng téng hop collagen va kha ning
ting cudng tao khoang 1a cac ddu hiéu dic trung cho kha ning chdng loing xuong.
Két qua danh gia hoat tinh chong lodng xwong cua hoat chat Canxi alginate dugc
trinh bay trén bang 3.32.

Bang 3.32. Két qua danh gid hoat tinh chong lodng xwong ciia hoat chdt Canxi

alginate
Nong @9 Anh hwong dén  Tac dong dén sy Tac déng dén su Kha nang kich
(ng/ml) su phit trién hoat dong cua tong hop collagen thich tao khoang
ciia té bao enzyme ALP
% TB Sai % kich ‘ % tong o % tong o
séng o thich Sai s0 hop Sai s0 hop Sai s0
100 78.44  3.16 90.67 5.21 109.64 6.42 105.66 7.93
20 86.71 4.63 124.41%* 3.56 111.10% 2.83 103.05 8.62
4 88.95  0.34 118.16* 5.60 101.23 2.12 115.42%* 2.23
0,8 90.21 3.42 62.66 0.39 99.58 1.56 99.13 2.44
bC 100 1.77  100.00 3.51 100.00 0.21 100.00 2.68
Ghi chusai* Idghrd&cc 6 y 6nngg h&i Bx0,@5 h

Két qua ¢ bang trén cho thay, d6i voi thir nghiém anh hudng 1én sy phat trién cta
té bao MC3T3 — E1, mau nghién ctru & cac ndng do thir nghiém khac nhau déu gay G
ché su phat trién cta té bao so voi d6i ching khong t miu véi % té bao séng tir 78.44 -
90.21% (P<0.05). Trong d6, & ndng d6 100 pg/ml, % té bao séng thip nhat 1a 78.44%.
Khi ndng d6 mau thir giam xubng 20 pg/ml dén 0,8 pg/ml, té bao bi anh huong it hon,
% té bao sdng déu cao vai cac gia tri lan luot 13 86.71, 88.95 va 99.21%.

bdi véi thu nghi¢m danh gid tac dong dén sy hoat dong cua enzyme ALP,

Canxi alginate thé hién kha nang ting cuong hoat dong clia enzyme nay & mirc cé y
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nghia théng ké & nong d6 20 pg/ml va 4 pg/ml véi % kich thich ALP 1a 124.41% va
118.16% khi so sanh voi ddi ching 4m (100%). O cac nong d6 10 pg/ml va 0.8
pg/ml, mau thir nghiém khong thé hién rd kha ning kich thich ALP.

Canxi alginate & ndong d6 20 pg/ml thé hién kha ning ting cudng tong hop
collagen so voi di chimg am, % collagen duoc tong hop 1a 111.10%. O nong do 4
ng/ml, mau thir nghiém c6 kha niang kich thich tao khoang nhe so v&i d6i chimg am,
% khoang dugc tong hop 1a 115.42% (P<0,05).

36.3. Ké&quanghivkiwedica n t @aadanxialginate

3.6.3.1. Két qua vé ddc tinh cdp

Két qua nghién ctru duoc trinh bay & bang 3.33.

Biéu hién sau khi udng mau, chuét di chuyén va in uéng binh thudng, phan xa
anh sang va Am thanh t6t duoc ky hiéu 1a BT.

Bdng 3.33. §6 lwong chudt chét, biéu hién bén ngoai khi uéng Canxi alginate

Liéu hrong ché | S6 chudt chét .
N Biéu hién bén ngoai trong
Lo TNo pham Canxi trong 72 giv
khoang thoi gian tir 0-72 gio

alginate (g/kg) (con)
1 bC 0 BT
2 0,2 0 BT
3 0,5 0 BT
4 1,0 0 BT
5 1,5 0 BT
6 2,0 0 BT
7 2,5 0 BT

Két qua cho thdy ché pham khong gy chét dong vat thi nghiém theo duong
ubng trong thi nghiém nay. Nhu vay, Canxi alginate khong gdy doc tinh cp trén
chu6t nhat trang theo duong ubng véi lidu thir cao nhat 14 2,5 g/kg. Bdi véi cac mirc
lidu thir cao hon, do sy truong nd ciia san pham & dang thach mém nén khong thé cho
chudt st dung & cac muc liéu cao hon. Vi vay, khong ghi nhan dugc doc tinh cép cua

san pham ¢ cac muc liéu cao hon.
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Khéi lrgng co thé chudt

Két qua theo ddi khdi lwong co thé chudt & nhém chirng va nhém thir dugc thé
hién trong cac bang 3.34. Két qua theo ddi khéi lugng trung binh ctia chudt trong qua
trinh thtr nghiém 7 ngay cho thay:

- Trude khi ubng miu thir: Khéi lugng trung binh cia chudt ¢ cac nhom thir
trude khi dua vao thir nghiém khong c6 sy khac bi€t so véi nhém chirng (p>0,05).

- Sau khi uéng mau thir 1 ngay, 4 ngay va 7 ngay: Chudt thi nghiém ¢ nhoém
chting va nhom thir khong o su khac biét (p>0,05). Két qua thu dugc ching to Canxi
alginate khong anh hudng dén qua trinh phat trién binh thudng cta chudt thi nghiém.

Bdng 3.34. Két qua theo déi khéi lwong ciia chudt & cdc 16

Canxi alginate Khoi hrong trung binh ciia chudt thi nghiém (g/con)

(g/kg) Truéce khi udng ngay 1 ngay 4 ngay 7
0 21,19£0,20 21,25+0,31 21,87+0,28 22,51 +0,34
1 21,46 + 0,23 21,54+0,28 22,08+0,31 22,78+ 0,37
2 21,28 £0,37 21,37+£0,30 21,92+0,36 22,52+0,32
4 21,35+£0,27 21,43 £0,35 21,98+0,42 22,66+ 0,30
6 21,41 £ 0,31 21,56 £0,36 22,12+0,33 22,88 +0,29
8 21,27 +£0,40 21,35+0,45 21,86+0,34 22,65+ 0,46
10 21,54 + 0,24 21,61 £0,29 22,17+0,35 22,89 +0,36
P >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

Ghi chii: " p <0,05 la ¢6 sw sai khdc thong ké so véi 16 doi chitng

Tiéu thu thirc &n va nwéc uong cua chugt

- Nhém chimg: Hoat dong va dn udng binh thuong.

- Cac nhom thir: theo ddi tir lac ubng bot dinh dudng 4u tiu dén 72 gid chudt

ti€u thu nudc uong, thirc an van binh thuong.

Quan sat dau hi¢u ng6 doc

- Sau khi uéng Canxi alginate khong c6 chudt chét & tat cac 16 thir nghiém.

Diéu nay cho thdy Ché pham Canxi alginate 13 an toan khong gay doc tinh cap

- Dua trén két qua thu dugc cua thir nghiém nay c6 thé két luan Canxi alginate

thudc nhoém khong gay doc theo dudng udng.

3.6.3.2. Két qua thir doc tinh ban truong dién

Két qua theo déi biéu hién bén ngoai
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- Theo ddi sy biéu hién chirc ning cia chudt thi nghiém, chiing t6i nhan thiy
chudt & 16 duoc udng Canxi alginate so v6i 16 dbi chimg 1a khong c6 su sai khéc,
chudt van an udng binh thudng, 16ng muot, khong ¢ con nao bi chét.

- Nhu véy, thong qua cac yéu td truc quan bén ngoai, Canxi alginate & cdc muc
lidu nghién ctru khong gay anh hudng cho dong vat khi ubng dai ngay.

Két qua vé sur ting trong lrong ciia dong vat thi nghiém

Khong chi c6 theo dbi biéu hién bén ngoai cuia chudt thi nghiém, chiing toi con
theo di sy thay dbi trong lwong ciia chudt trong qua trinh thi nghiém. Trong lwong
cua chuot thi nghiém duogc trinh bay ¢ bang 3.35.

Bdng 3.35. S thay doi trong lwong chudt khi cho uéng Canxi alginate (gram/con)

. Nga Ngi
Lé thi nghiém | Thoidiém | Ngay 0 | Ngay 7 lg:y Ngay 21 Zggy
Trong I
, ORBTONE 167,50 | 177.43 | 190,57 | 192,77 | 194,13
L6 d6i chiing (g/con)
SE 1,69 | 1131 | 13,60 | 12,52 | 11,48
Trong lugng
Canx alginate (o/eon) 166,33 | 176,67 | 188,13 | 188,83 | 189,17
500 mg/k
(500 mgfke) SE 1469 | 10,66 | 12,77 | 11,94 | 6,09
Trong lugng
Canxi alginate (o/eon) 168,67 | 176,67 | 177,33 | 17833 | 179,57
1000mg/k
(1000mg/ke) SE 1330 | 1327 | 1617 | 16,75 | 14,87

Ghi chii: " p <0,05 la c6 sw sai khdc thong ké so véi 16 doi chitng

Két qua cho thay sau 4 tuan, chudt & ca 3 16 (16 chung va 16 uéng mau) déu
ting trong lugng so voi trude khi nghién ciru (p < 0,05). Thoi diém két thuc thi
nghiém, chudt & 16 uéng mau so vdi 16 d6i ching c6 trong luong thap hon. Tuy nhién,
su khac biét nay chua thé hién ¥ nghia thdng ké (p > 0,05).

Két qua kiém tra mét s6 chi tiéu huyét hoc

Danh gid anh huong trong thoi gian 28 ngay, sau thoi gian thi nghiém, chudt &
cac 16 duoc léy mau, thu huyét thanh, xac dinh mot sb chi tiéu huyét hoc va hoa sinh
mau. Két qua vé b lugng héng cau, bach cau, tiéu cau, hemoglobin, hoat dj céac
enzym creatinphosphokinase (CPK), serum glutamic oxaloacetic transaminase

(SGOT), serum glutamic purivic transaminase (SGPT) dugc trinh bay ¢ bang 3.36.
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Badng 3.36. Cdc chi tiéu huyét hoc khi cho chudt uong Canxi alginate

, Canxi alginate Canxi alginate
Doi chirng
N 500 mg/kg 1000 mg/kg
Cac chi tiéu
TB SE TB SE TB SE
Bach cau (10°/L) 6,22 0,50 5,32 2,32 3,73 2,35
Héng cau
7,83 0,61 8,72 0,27 6,85 0,54
(10'%/L)

HGB (g/dL) 129,00 9,07 140,50 6,50 108,50 13,50
HCT (%) 0,41 0,02 0,43 0,01 0,38 0,03
MCV (fL) 53,45 1,99 48,80 2,10 50,35 1,55
MCH (pg) 16,22 0,16 16,15 1,25 16,15 0,15

MCHC (g/L) 331,33 11,98 331,00 11,00 321,00 13,00

CHCM (g/L) 319,07 13,53 339,00 1,00 327,50 18,50

CH (pg) 16,62 0,19 16,50 0,80 16,45 0,45
RDW (%) 14,12 2,47 15,40 1,80 14,80 1,30
HDW (g/dL) 29,17 4,56 30,10 2,80 29,80 2,40
Tiéu cau (10%L) | 464,62 | 48,11 | 385,50 | 29,50 490,00 190,00
MPV (fL) 9,70 0,73 9,65 0,25 8,55 0,25

Ghi chii: " p <0,05 la ¢6 sw sai khdc thong ké so véi 16 doi chitng

Bang 3.36. cho thay:
- S6 luong héng cau, lwong huyét sic té6 (HGB), Hematocrit (HCT), thé tich
trung binh hong cau (MCV), nong d¢6 Hb trung binh hong cau (MCHC) hay d6 phan

bb hong cau (RDW) giira 16 dugce ubng Canxi alginate lidu 500 mg/kg khong c6 su

sai khac so v6i d6i ching (p>0,05).

- S6 luong hong cau, luong huyét sic t6 (HGB), Hematocrit (HCT) & chudt

udng Canxi alginate liéu lidu 1000 mg/kg thap hon so v6i ddi chimg & murc c6 ¥ nghia

thng ké (p<0,05);
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-S6 lugng bach ciu trong mau chudt dugc uéng Canxi alginate liéu giam so
v6i 16 d6i ching sau 4 tuan thi nghiém. Tuy nhién su sai khac nay chua thé hién y
nghia thong ké (p>0,05).

- S6 luong tiéu cau trong mau chudt udng Canxi alginate ¢ cac mic lidu déu
thip hon so véi ddi chimg. Tuy nhién su sai khac nay chua co ¥ nghia thong ké
(p>0,05).

Két qua kiém tra mét so chi tiéu héa sinh mau

Badng 3.37. Mot s6 chi tiéu héa sinh khi uéng Canxi alginate

, Canxi alginate 500 | Canxi alginate 1000
Cac chi tiéu | Lo Doi chirng
mg/kg mg/kg
AST (IU/L) | 66,53+ 13,56 89,25+ 11,05 139,75* £ 29,35
ALT (IU/L) 30,17 £4,38 40,70 = 2,60 41,45 +7,25

Ghi chii: " p <0,05 la ¢6 sw sai khdc thong ké so véi 16 doi chitng

Bang 3.37. cho thay:

Sau 4 tuin uéng mau lién tuc, cc chi s6 danh gid hoat d0 ALT ¢ 16 uéng ché
pham liéu 1000 mg/kg/ngay va 500 mg/kg/ngay cao hon so véi ddi chtng, tuy nhién
su thay d6i nay chua thé hién ¥ nghia thong ké. Chi s6 AST & 16 udng ché pham
oligopeptide liéu 1200 mg/kg/ngay di giy ting chi s6 AST & murc co ¥ nghia thong
ké (p <0,05)

Bdng 3.38. Anh huéng ciia Canxi alginate dén nong dé creatinin trong mdu chudt

, Canxi alginate | Canxi alginate
Cac chi tiéu Lo Doi chirng
500 mg/kg 1000 mg/kg
Creatinin (umol/L) 51,07 £4,93 52,15 +£3,45 53,50+5,60

Két qua o bang 3.38 cho thiy: sau 4 tuan uéng mau Canxi alginate lién tuc,
ham lugng creatinin trong mau chudt giam nhe so véi d6i ching. Tuy nhién sy sai
khac nay khong c6 ¥ nghia thng ké (p >0,05).

Két qua nghién ciru truc quan gan, than, lach dong vat thi nghiém

Sau thoi gian cho uéng ban truong dién, dong vat & tat ca cac 16 duoc md,
quan sat tryc quan ddi véi cac noi tang la gan, than, lach, phéi. Sau do, can khoi lugng

dé danh gia anh huong. Két qua duoc trinh bay ¢ Bang 3.39.
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Bdng 3.39. Két qua mé gidi phau co quan ndi tang khi uong Canxi alginate

Két qua mo gidi phiu co quan ndi tang khi uéng Canxi alginate

Lo thi nghiém
Gan Than Lach

. M5 gan dong nhat, khéng  Hai than tuong d6i déu nhau,
boi chung ) . . Khong sung
c6 ton thuong hay hoai tr  khong c6 hién tugng i nudc

Canxi alginate liéu M5 gan dong nhat, khong ~ Hai than tuong ddi déu nhau,
, ) ) Khong sung
500 mg/kg/ngay c6 ton thuong hay hoai tr  khong c6 hién tugng r nude

Canxi alginate liéu M0 gan dong nhat, khong  Hai than twong ddi déu nhau,
, . . Khong sung
1000 mg/kg/ngay c6 ton thuong hay hoai tr  khong c6 hién tuong o nude

Két qua ¢ Hinh 3.29. cho thay gan, than, lach ¢ cic 16 dugc udng Canxi
alginate vé mau sic 1a khong c6 sy bat thudng so véi 16 dbi chung.

L ddi chimg sinh I ng bt dinh dudng Au tiu liéu 250 mg/kg/ngdy
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Hinh 3.29. Anh gan, than, lach chuot sau khi thi nghiém doc ban truong dién
Két qua vé trong hrong gan, than, lach dong vat thi nghiém
Két qua can trong luong cac ndi quan nay duge trinh by & bang 3.40.

Bang 3.40. Trong lwong ciia mét s6 ndi quan (gram/10 gram thé trong)

Trong lweng ciia mot s ndi quan (gram/10 gram thé trong)
Lo thi nghiém

Gan Than Lach




115

Dbi chimg 0,413 +0,014 0,118 +0,006 0,043 £ 0,005

Canxi alginate liéu 500
0,414+0,017 0,119 + 0,005 0,043 £ 0,006
mg/kg/ngay

Canxi alginate liéu
0,415+0,016 0,118 +£0,003 0,044 + 0,005
1000 mg/kg/ngay

Bang 3.40. cho thay: Trong lwong gan, than va lch trén 10 gram thé trong & 16
ubng Canxi alginate liéu 500mg/kg/ngay va lidu 1000 mg/kg/ngay so voi dbi ching
déu khong co su sai khac thong ké (p >0,05).

Nhu vay:

- Canxi alginate khong gdy doc cap tinh cho chudt nhat tring theo dudng udng
v6i mure liéu thir nghiém tdi da 13 2,5 g/kg thé trong.

- Canxi alginate liéu 500 mg/kg/ngay khi cho udng ban truong dién trong thoi
gian 28 ngay khong 1am anh hudng dén su ting trong luong cta chudt thi nghiém so
v6i ddi ching (p>0,05), khong lam anh huong dén cac chi tiéu huyét hoc so vai 16
d6i chimg (p>0,05), khong anh huong dén trong lwong gan, than, lach so v6i dbi
chtng (p>0,05), khong 1am ting chi s6 AST, ALT ciia gan so véi ddi ching, khong
anh huong dén chi sé enzyme than co ban so vai 16 déi ching (p>0,05).

- Canxi alginate 1iéu 1000 mg/kg/ngay khi cho udng ban trudng dién trong thoi
gian 28 ngay khong lam anh hudng dén sy ting trong lwong cta chudt thi nghiém so véi
d6i chimg (p>0,05), khong 1am anh hudng dén cac chi tiéu huyét hoc khac so voi 16 dbi
chimg (p>0,05), khong anh huéng dén trong luong gan, than, lach so v&i dbi ching
(p>0,05), khong lam ting chi s6 AST, ALT cua gan so véi ddi chimg.

364 Danh upiga da&m lbahnang dia Canxialginate

Két qua nghién ctru dugc thé hién ¢ bang 3.41.

Bang 3.41. Két qua thir nghiém trén déng vit thi nghiém

Nhom Ham lwong kim loai ¢é trong b phan (ug/g khdi

lwgng chudt)

Gan Tim Thén Xuong dui

Sau 3 tuin (giy doc kim loai ning)
(tudn 1 dén 3)
Doi chimg 0 0 0 0
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Nhom 1 (gay doc chi) 725+ |71.54+9.2|323.7+30.9 | 1508.2 £ 195.2
8.7
Nhom 2 (gay doc 79.9+£7.7 | 78.0£15.9 | 320.2+29.5 | 1561.8+201.1
cadimin)
Nhom 3 (gay doc thuy 74.5£8.7 | 82.1+18.9 | 322.7+£32.5 | 1611.84221.7
ngan)
Sau 3 tuin giy ddc dong thoi sit dung mudi canxi
algiante (tu?ln 1 dén 3)
Nhoém 4 (gay ddc chi va 418+ [39.7+6.2|1985+184 | 958.8+91.1
duoc udng canxi 6.5
alginate)
Nhoém 5 (gay doc cadimi | 39.9+£5.9 | 38.5+£6.1 | 199.5+£16.5 | 951.8+104.3
va duoc udng canxi
alginate)
Nhém 6 (gay doc thay 44 8+7.1 | 47.5£8.5 | 205+19.7 1121+122.7
ngan va duoc ubng canxi
alginate)
3 tuan tiép tuc cho chudt in canxi alginate va
ngirng gay doc (tudn 4 dén 6)
Nhom 4 (dung gay docchi | 324+ |31.6+2.2 | 123.3+6.2 | 768.8+31.2
va dugc udng canxi 2.1
alginate)
Nhoém 5 (ding gay doc | 31.243.2 | 30.1+£2.1 | 129.4+£6.5 | 731.8+44.3
cadimi va dugc udng
canxi alginate)
Nhom 6 (dirng gay doc 35.7£3.1 | 34.2+£3.5 | 131.2+7.3 | 78254525
thily ngan va duoc uéng
canxi alginate)

3 tuan tiép tuc cho chugt an canxi alginate va

ngirng gy doc (tudn 7 dén 9)
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Nhom 4 (dung gay docchi | 244+ |242+1.5| 78.8+4.5 578.6 +41.1
va duoc udng canxi 1.8
alginate)

Nhém 5 (dimg gaydoc | 23.9+ |245+14| 79.7+5.1 | 561.8+443

cadimi va dugc uéng canxi 1.7

alginate)

Nhom 6 (dirng gay doc 248+ |26.1£1.5| 80.5+4.7 587.8+42.4
thily ngan va dugc udng 2.1

canxi alginate)

Tir két qua 6 trén co thé thay, sau 3 tuan gdy doc bang cac mudi chi axetate,
cadimi axetate va thuy ngan axetate thi ham lugng céc kim loai nang trong cac bo
phan nhu gan, tim, than va xwong dui ctia dong vat thi nghiém ting 1én dang ké. Trong
dé ham lugng kim loai néng tich trir trong than va xuong dui dong vat thi nghiém la
cao nhét, trung binh lan luot & mic 321 (ug/g khéi luong chudt) va 1567 (ug/g khobi
lugng chudt); ham luong kim loai ndng tich trit trong gan va tim thi théip hon va Xép
xi tuong dwong nhau & mirc 78-79 (nug/g khéi lugng chudt).

DP6i véi nhém 4,5 va 6: Chudt duge gay doc déng thoi duge cho an bd sung
mudi canxialginate v6i liéu lugng nhu phan b tri thi nghiém trong vong 3 tuan cho
két qua sy tich tu ham luong kim loai nang trong cac by phan gan, tim, than va xuong
dui cua dong vat thi nghiém déu thap hon khoang 1,5 dén 2 lan so voi nhém thi
nghiém 1,2,3 (nhoém khong str dung bo sung canxi alginate). Cy thé ham lugng kim
loai nang tich 1§ trong gan va tim trong khoang 39 — 47 (ng/g khéi lugng chudt); Haim
luong kim loai ning tich lily trong than 1a 198 — 205 (ng/g khdi lugng chudt) va ham
luong kim loai nang tich lily trong xwong van 1 16n nhat, dao dong trong khoang 958
— 1121 (pg/g khbi luong chuot).

Sau 3 tudn bi gdy doc kim loai ning ddng thdi bd sung mudi alginate, cac
nhém nay sau d6 dugce dimg giy doc va tiép tuc duoc dugc cho an bo sung mudi
canxi alginate vao ché do an udng theo liéu str dung nhu & bd tri thi nghiém. Chiing
t61 da danh gia hiéu qua dao thai kim loai ning cta cic nhom ndy sau 1an luot 3 tuan
(tuan 4 dén 6) va 6 tuan tiép theo (tuan 7 dén 9). Két qua nghién ciru duoc chi ra ¢

bang 3.42 cho thay:
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- Sau 3 tuan tiép theo (tuﬁn 4 dén 6), tich Ity kim loai nang ¢ gan, tim, than va
xuong dui cua dong vat thi nghiém tiép tuc giam nhung sy giam nay 1a cham hon so
v6i viée gdy doc va dong thoi cho dn bd sung canxi algiante luén. Cu thé ham luong
kim loai ning tich 1§ trong gan va tim dao dong trong khoang 30 — 35 (ng/g khi
lwong chudt); Ham lugng kim loai ning tich liy trong than 1a 123 — 131 (ug/g khéi
luong chudt) va ham luong kim loai ning tich lily trong xwong van 1a 16n nhét, dao
dong trong khoang 731 — 782 (ng/g khédi lwong chudt).

- Sau 6 tuan tiép theo (tuén 7 dén 9), tich iy kim loai ndng & gan, tim, than va
xuong dui cua dong vat thi nghiém tiép tuc giam nhung sy giam nay tiép tuc chim
hon mirc giam tir tudn 4 dén 6. Cu thé ham lugng kim loai ning tich 13 trong gan va
tim dao dong trong khoang 24 — 26 (ug/g khdi lwong chudt); Ham luong kim loai
nang tich lily trong than 1a 78 — 81 (ug/g khéi lugng chudt) va ham lugng kim loai
ning tich lily trong xwong van 1a 16n nhit, dao dong trong khoang 561 — 588 (ug/g
khéi luong chudt).

Diéu nay c6 thé giai thich 1a do thoi gian tich lily, hap thu kim loai ning vao
ndi tang va xwong kha dai nén hiéu qua dao thai kim loai ning ciia mubi alginate s&
giam dan. Viéc dao thai kim loai ning ctia mudi canxi alginate c6 hiéu quéa cao nhat
khi duoc str dung kip thdi ngay khi nhiém doc kim loai ning.

Nhu vay co thé két luan canxi algiante c6 tac dung ho tro ddo thai kim loai
nang trén dong vat bi nhiém déc kim loai nang. Cu thé, ddi voi két qua thi nghiém in
vitro trén dong vat thi nghiém vira néu ¢ trén. Véi thoi gian sir dung canxi alginate
lién tuc 9 tuan vai lidu 0,1g/kg thé trong/ngay gitp dao thai ham lwong kim loai ning
ra khoi co thé dong vat dat tir 60 - 70% tuy tung b phan cu thé. Viéc str dung kip
thoi mudi canxi alginate ngay sau khi nhiém doc kim loai nang sé& cho hiéu qua dao
thai doc cao hon.

3.7. Nghién ctru xir Iy cAc phu phim ciia qua trinh ché bién

Phu pham ctia qu4 trinh ché bién rong sau khi chiét alginate chu yéu 13 ba rong
va mot s6 dich thai. Cac thanh phan nay c6 do pH khé cao (~ 10), vi vay chiing toi xir
Iy theo phuong phap str dung cac ché pham vi sinh dé 1én men tao phan bon hiru co.

37.1. Thandaocpdh bad r ong nrdalginakau khi chi

Khéo sat so bo thanh phan co ban ctia ba rong nau sau khi chiét alginate cho thay

phan 16n 1a carbohydrat véi Crs 67,23%, trong d6 chi yéu 1a cac cellulose khong tan.
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Ham luong tro 13 15.76%, cho thiy trong ba rong chita rat nhidu khoang chat, c6 vai tro
quan trong trong viéc bd sung khoang cho cy trong khi chuyén hoa ba rong thanh phan
hiru co. Ngoai ra 1a mot sd tap chat khac, protein khong dang ké , Nrs 1,34%.

Bdng 3.42. Thanh phan co ban trong b rong ndu sau khi chiét alginate

TT Thanh phan Ham luong (%)
1 Po am 10.32
2 bo tro 15.76
3 Crs 67.23
4 Nrs 1.34
7 pH 8.7

Piéu dang chu ¥, pH trong ba rong sau khi chiét alginat c6 pH kiém 8,7, can
diéu chinh pH vé trung tinh dé thuén 1oi cho cac vi sinh vat hoat dong hi¢u qua.

37. 2. N gulwa&hon cé pham visinhvat ¢ @n dknhg pah a
rong naéalgnata c hi

Ché pham vi sinh dugc lya chon 13 nhitng san pham c6 sin trén thi truong, gia
thanh phu hop, c6 chra cac chung vi sinh c6 kha ndng phan giai manh cellulose,
protein, pectin,... nhu B. subtilis, B. lichenifomis, B. megaterium, Lactobacillus
acidophilus,.... Lactobacillus plantarum, Strepomyces sp., Saccharomyces
cereviseae v6i ham lugng mdi ching 1a 107 — 10® CFU/g.

Tién hanh u ba rong voi bot ché phém voi ty 1€ 0,5% trong 6 tuan, d6 am khéi u
14 50-55%, ctt 1 tudn c6 dao tron mot 1an. Xac dinh ham luong C téng s6 vaN téng $0:

Bang 3.43. Anh huong cia loai ché pham dén ty 1é C/N ciia khoi 1

TT Ché pham Crs Nrs Ty 1é¢ C/N
Khong bo sung ché
1 : 67.23 1.34 50.17
pham
2 Ché pham EMZEO 39.54 2.56 15.45
3 Ché pham EM-fert 1 39.77 2.67 14.90
4 Ché pham S.EM 37.12 3.01 12.33

Két qua cho thdy, ba ché pham vi sinh lya chon déu hiéu qua trong viée xir 1y
céc hop chét hitu co tir bd rong nau sau khi chiét alginat. Nhém phan giai cellulose
hoat dong dé dﬁ“)ng héa co chit va tao diéu kién cho hoat dong cua céac vi sinh vat

khac. Khi so sanh ty 16 C/N giita cac dong @ c6 bd sung ché pham vi sinh va déi chimg

an
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1a khong bd sung ché pham cho thiy, sau 6 tuan ty 16 C/N di giam manh gitra 16
khong bo sung ché pham (C/N: 50,17%) xubng con xap xi 12-15%. Piéu d6 cho thdy,
ba ché pham lwa chon déu c6 hiéu qua phan giai ba rong sau chiét alginat. Ty 16 C/N
dat 10-15 dat tiéu chuan phan bon, tuy nhién ché pham S.EM c6 ty 1& C/N 12,33 ¢6
két qua tdt nhat duge lua chon.

60.00

50.00

Ty 1é C/N
40.00

¢ C/N

«- 30.00

Tyl

20.00
10.00

0.00
Khong b(;)‘ sung ché EMZEO EM-fert 1 S.EM
pham
Ché pham

Hinh 3.30. Anh huéng ciia logi ché pham dén ty 1é C/N cuia khéi i
37.3. Theo dwwhién Hmh clambtsdOyéutbt r ong qwbAd trra ma
bang ché phdm S.EM
a. Anh hwong cua nhiét do
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Hinh 3.31. Theo déi dién bién nhiét dg trong dong i
Két qua theo ddi qua trinh G bi rong bang ché phim S.EM cho thiy nhiét do

ting manh mé trong 2 tuan dau, cic xa khuan wa nhi¢t trong ché phdm nhu
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Streptomyces sp. hoat dong manh mé, sir dung chét thai hitu co dé dong hoa va phat
trién manh. Nhiét d6 cao nhit vao ngay thir 15 (58°C). Ban dau, nhiét d6 ting cao
ngan chan vi sinh vat gay thbi phat trién, tao diéu kién thuan loi cho vi sinh vat sau
d6 nhu Baccilus sp. ddng hoa cac hop chét hitu co. Sau d6, nhiét do khéi ¢ giam dan,
tao diéu kién cho ndm sgi va nAm men hoat dong. Chinh vi vay, sau khoang 4 -5 tuén,
nhiét d0 gidam manh xuéng con 32°C, déng thoi khoi t chuyén sang mau den, to1, xép
mép va khong c6 mui hoi théi kho chiu.

b. Theo déi su bién dong pH

pH
S

0 3 6 9 121518212427303336394245
Thoi gian (ngay)

Hinh 3.32. Theo déi su bién déng pH trong dong i

Trong thoi gian dau, vi sinh vat trong khéi G hoat dong manh s& phan giai
thanh phén chét hitu co, dic biét 1a cellulose tao thanh céc acid hitu co lam pH thay
d6i. Tir ngay 21 tré di pH cua ddng 0 ting dan va dung lai & khoang trung tinh.

Piém dic biét 1a pH cua ba rong sau khi chiét fuicoidan va alginat ¢ tinh
kiém, pH 9,7. Vi vay, trudc khi phéi tron voi1 vi sinh 1am phan bon, nguén ba rong
can dugc tién xur 1y trong qua trinh 0.

c. Theo déi sy bién dong ciia 1y 1é C/N qua thoi gian

Sy thay ddi ty 18 C/N trong sudt qua trinh 1 21 ngay bd sung ché pham vi sinh
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Hinh 3.33. Theo doi ty Ié C/N trong dong i
37.4. Danh ani § htamarbhiropithr on g &algmatek hi ¢
Sau 6 tuan U, ba rong sau (khi chiét alginate) c6 mau nau, hoi vang chuyén
thanh phan hiru co mau den, toi xp, s thiy mém tay, khong c6 mui hoi thdi kho

chiu. Két qua chi ra ¢ hinh 3.34 va bang 3.44.

(@) (b)

Hinh 3.34. Bd rong truéc khi i (a) va sau khi i 6 tudn (b)
Bdng 3.44. M{t s6 chi tiéu danh gid bd rong trudc va sau khi it ché pham S.EM

TT | Chi tiéu danh gia | Don vi Trwéce khi Sau khi @
Mau nau nhat, ba Mau den, x0p.
1 Cam quan ) .
rong dai, ciing mém
2 oC % 67.23 37.12
3 Nrs % 1.34 3.01
4 P05 % 0,05 0,20
5 K-.O % 1,77 2,15
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Duéi tac dung ctia hé vi sinh vt trong ché S.EM, tinh chat 1y hoa cua ba rong
bién c6 sy thay doi nhat dinh. Ham lwong OC giam xudng con cac ham luong Nrs'
P205 va K20 tang. Nhu vay, viéc bd sung vi sinh vat hitu ich rat can thiét cho qua

trinh 0, 1am ting kha ning phan giai cac hop chit hiru co trong bi rong thanh chit mun.



124

KET LUAN

1. Luin an dd dua ra quy trinh cong nghé ché bién toan dién rong mo
Sargasum. Sp. thanh cac san phdm cé gia tri cao nhu fucoxanthin, phlorotanin,
fucoidan va alginat theo phuong phép tich hop cac k¥ thuét tién tién (enzyme, siéu
am, ly tAm 3 pha va loc mang) hiéu qua véi kha ning thu hoi dong bo va hiéu suét
cao cac san phdm va han ché t6i da chat thai tir ngudn nguyén liéu rat ddi dao, co sin
trong ty nhién.

2. B3 xay dung quy trinh cong nghé chiét xuit phenolic tir rong nau theo
phuong phap vi séng; nghién ciru cac yéu té anh hudng va tdi vu hoa dicu kién chiét
xudt phenolic tir rong nau bang phuong phap dap tng bé mat (RSM); di danh gia
hoat tinh chdng oxi hoa va gay ddc té bao in vitro cua phenolic & mirc trung binh.

3. Pa nghién ciru qua trinh tich hop mot sé cong nghé tién tién dé thu nhan
alginate; nghién ctru hoat tinh chéng loang xwong, danh gia do an toan va hiéu luc
ctia ché pham gel canxi alginate. Két qua cho thiy khong ghi nhan doc tinh ciia cac
ché pham ¢ liéu kiém dinh. O néng do 20 pg/ml va 4 pg/ml, canxi alginat thé hién co
kha ning ting cuong hoat dong ciia enzyme ALP, ting cudng tong hop colagen va kich
thich tao khoang & mirc c6 ¥ nghia théng ké so véi ddi chimg am, cu thé: % kich thich
hoat dong ALP 1a 124,41% (20 pg /ml) va 118,16% (4 pg /ml); % collagen duoc tong
hop 111,10% (20 pg /ml); % kich thich tao khoang 115,42% (4 pg/ml). Ché pham gel
alginate ghi nhan tac dung dao thai cic kim loai ning & chudt khi str dung bat dau tir
lidu thtr 0,1g/ kg chudt.

4. Pa khao sat, danh gia cac loai rong nau tai viing bién Viét Nam, két qua cho
thy: (i) Chi rong Mo thudc ho rong Nau cé tiém ning 16n vé trit luong ciing nhu chit
lwong dé phan 1ap algianate v6i ham luong alginate trung binh 18n t6i trén 30%; (ii)
Cac mau rong ¢ ham luong lipid téng tir 0,07 t&i 2,11%; déu c6 mit cac acid béo no,
khong no mot ndi d6i va dic biét 13 cac acid béo khong no da ndi doi (PUFA).

5. i nghién ciru du doan kha nang trc ché enzyme Tyrosinade ctia mot s6 hop
chét chiét xuét tir chi rong mo, qua d6 dinh hudng phat trién san pham 1am tring da

tir cac hoat chat chiét xuét tir rong nau.
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Kién nghi:

- Tiép tuc nghién ctru, dinh hudéng tao thém mot sd san pham gia tri khac tir
rong nau (chiét xuat hop chit phlorotanin Gmg dung trong my pham, chiét xuit khoang
vi luong, vitamin, lipit... ing dung trong san xuat thyc pham chirc nang...).

- Tao ché phém hoan thién tir canxi alginate dé gidi doc kim loai.
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