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MO PAU
1. Tinh cAp thiét ciia luin 4n

Rong Nau dugc x4c dinh c6 nhiéu thanh phan c6 gié tri nhu axit alginic,
fucoidan, fucoxanthin va phlorotanin... Tuy nhién, viéc khai thac va ché bién
rong Nau ctia Viét Nam hién con han ché, rong Nau chu yéu duoc ché bién
thanh thuc phdm & quy mé ho gia dinh. Viéc chiét xuat cac san pham co gia
tri tir rong Nau méi dimg lai & quy mo phong thi nghiém hodc pilot, mot s6
nghién ctru di img dung cac k¥ thuat tién tién (chiét siéu am, chiét enzyme —
vi sinh, chiét str dung vi séng...) nhung chi méi dimg & viée chiét xut cac
thanh phan cu thé, chua dua ra dugc quy trinh ché bién toan dién ddi voi dbi
tuong rong Nau.

2. Muc tiéu nghién ctru ciia ludn an

Nghién ctru str dung tich hop cac k¥ thuét tién tién nhu siéu am, vi
song, enzyme, ly tdm tdc do cao... dé xay dung quy trinh cong nghé ché bién
toan dién rong Néu thanh cac san pham c6 gia trj cao (phenolic, fucoidan,
alginate...), xir Iy phu phdm ctia qua trinh ché bién, dong thoi danh gia chét
lwong san phim va mot s hoat tinh sinh hoc ctia ché pham bt Canxi alginate.
3. Cac nfi dung nghién ciru chinh ciia luin an

- Khéo sat ham luong alginate, ham lugng acid béo va 16p chat lipit;
Nghién ctru du doan kha ning @rc ché enzyme Tyrosinade ctiia mot sb hop
chat chiét xuat tir chi rong Mo, nganh rong Nau bang phwong phap sang loc
40 (in silico docking).

- Xay dung quy trinh cong nghé ché bién toan dién rong Nau thanh
céc san pham c6 gia tri cao nhu phenolic, fucoidan va alginate bang cac k¥
thuat tién tién ( vi song, enzyme, siéu am, ly tdm tdc do cao...) va nghién
ctru xtr Iy phu phim ctia qua trinh ché bién.

- Sir dung phuong phéap dap tng bé mit dé t6i uvu hoa cong nghé chiét
xudt phenolic tir rong Nau theo phuong phéap hd tro vi song.

- Danh gia chat lugng, hoat tinh sinh hoc ctia ché pham Canxi alginate.



CHUONG 1. TONG QUAN

1.1. Giéi thiéu rong Nau
1.1.1. Gidi thiéu chung

Nganh rong Nau (Phacophyta hay Ochrophyta), bao goém 1op
Phaeophyceae, gdm cac loai tao nau da bao véi nhiéu hinh thai va kich c&
khac nhau, bao gdm 16 bd véi khoang 285 chi va khoang 2040 loai, trong d6
khoang 1500 loai da dugc xéac dinh trén toan thé gidi. Ngoai trir mot s6 chi
sdng & ving nude ngot (it hon 1%), hau hét cac loai rong nau déu sdng &
bién va phan 16n phat trién & cac khu vuc cén tridu. Trong d6, 95% céc loai
rong nau phan bé rong rdi ¢ ving nude lanh dén 6n déi.

Tinh dén nam 2013, & Viét Nam da ghi nhan dugc 827 loai, thudc
4 nganh la rong Lam (Cyanophyta), rong Do (Rhodophyta), rong Nau
(Ochrophyta) va rong Luc (Chlorophyta). Bén nay, van chwa c6 cong trinh
nao danh gia dugc tong trit lugng rong bién trén toan ving bién Viét
Nam boi cac nghién ctru thuong chi dugc tién hanh ¢ timg khu vuc
riéng biét va moi dua ra trit lugng cua mot sb loai rong bién kinh té tai
thoi diém nghién ctru. Mot s6 chuong trinh diéu tra, danh gia ngudn loi rong
bién dua ra trit lugng chi rong Mo (Sargassum) thugc nganh rong Nau ciia
Viét Nam vao khoang 35.000 — 75.000 tan.
1.1.2. Thanh phén hod hoc, hoat tinh va itng dung

Gidng nhu cac nganh rong bién khéc, rong Nau chira cac chit co ban
nhu cacbonhydrate (4-70% chét khé), protein (3-24% chét kho), lipid (0,3-
4,8% chét kho), tro (14-45% chat kho). Rong bién néi chung va rong Nau
noi riéng c6 chira cac hop chat c6 hoat tinh sinh hoc cao nhu céc sic to
(carotenoid), cac polysaccharid (alginate, fucoidan), lipit du trir, cac
vitamin,... c6 tiém ning tng dung cao trong linh vuc y duoc, thyc phim,
cong nghiép nhe...
1.2. Cac cong nghé ché bién rong Nau
1.2.1. Cong nghé truyén thong
1.2.2. Cong nghé hién dai



- Chiét xuat c6 hd trg siéu am (UAE)
- Chiét xuat c6 hd trg enzyme (EAE)
- Chiét xuat c6 hd trg vi song (MAE)
- M6t s6 phuong phap hién dai khac:
+ Chiét chét long diéu ap (PLE)

+ Chiét xudt c6 hd trg ép dun (EXEA)
+ Chiét chat 16ng siéu t6i han (SFE)

1.3. Pinh huéng nghién ciru

Khao sat
nguyén liéu

Nguyén li€éu rong phu hop

Danh gié Phenolic
hoat tinh _
Siéu ém,
Ly tam toc
' fucoidan
Bi l
L alginate

Ty mau

Phéan hirtu co 05

Panh gia hoat San phim
tinh sinh hoc Canxi alginate

Hinh 1.1. So d6 dinh hudng nghién ctru




CHUONG 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Nguyén li¢u

Mau rong Nau duoc thu mau tai mot sb vung bién Viét Nam b?mg
phuong phap 1y mau truc tiép va phuwong phap lin sau. Cong viéc nay phai
dugc tién hanh béi cac nha khoa hoc lan ¢6 trinh do chuyén mon tuong ung.
Sau khi thu thap, mau rong dugc loai tap va rura sach lai bﬁng nudce bién sau
d6 phoi kho dén do am dudi 35%, dua vé luu trit tai Vién Hoa hoc cac hop
chét thién nhién trudce khi ché bién. Cdc mau duoc dinh danh béi PGS. TS.
DPam Purc Tién, Vién Tai nguyén va Mbi trudng bién.

Hoa chét va thiét bi nghién ciru ctia Vién Hoa hoc cac hop chit thién
nhién, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét Nam.
2.2. Phwong phap nghién ciru
2.2.1. Phwong phdp xdc dinh ham lwong phenolic tong
2.2.2. Phwong phadp xdc dinh alginate
2.2.3. Phwong phdp sang loc do (in silico docking)
2.2.4. Phwong phdp xdc dinh ham lwong va thanh phan lipid
2.2.5. Phwong phdp xdc dinh thanh phan va ham lwong cdc axit béo
2.2.6. Xdc dinh ham lwgng Fucoidan bang phwong phdp so mau
2.2.7. Xdc dinh ham lwong fucoxanthin
2.3. Phwong phap danh gia tac dung sinh hoc
2.3.1. Phwong phadp danh gia chi tiéu an toan
2.3.2. Phwong phdp xdc dinh déc tinh cip
2.3.3. Nghién ciru tinh djc ban truwong dién
2.3.4. Phwong phadp ddanh gia tac dung dao thdi kim logi ngng
2.3.5. Phwong phdp dinh gid khd ning chéng loing xwong
2.3.6. Phwong phdp thir hoat tinh chéng oxi héa
2.3.7. Phwong phdp thir hoat tinh géy déc tinh té bao



CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN
3. 1. Két qua nghién ctru, khio sat mdt s6 mau rong Nau nguyén liéu

3.1.1. Nghién civu khdo sat ham lwong alginate mot so loai rong Niu thu

hoach tai bién Vigt Nam
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Hinh 3.1. Ham lugng alginate trong mot s6 mau rong Nau

Qua nghién cuu, danh gia ham lugng alginate va san lugng cua cac

loai rong Nau, ta co thé luva chon céc loai thudc chi rong Mo 1a S. Mcclurei,

S. swartzii va S. polycystum dé tién hanh cac nghién ctru chiét xuit alginate.

Béng 3.1. Thanh phan héa hoc chinh ciia mét s loai rong Mo

Thanh phin héa hoc chinh (%)

STT|Tén loai rong

Protein|Lipit| Tro|Sulfat|Alginate| Laminaran [Fucoidan
1 iS. meclurei 55 1,9 37.,8] 4,9 32,1 0,08 2.4
2 S, swartzii 7,0 10,5(30,2| 58 | 29,5 0,29 0,82
3 IS. polycystum | 3,1 |0,6 46,3 3,9 29,7 0 2,7

3.1.2. Nghién citu khdo sdt ham lwong cdc acid béo va l6p chit lipid
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Hinh 3.2. Két qua vé ham luong lipid tong cic mau rong Nau
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Hinh 3.3. Ham lugng axit béo trong cidc mau rong Nau dugc khao sat
3.1.3. Nghién ciru dw dodn khd nang lam tring da ciia mét sé6 hop chit phén
lap tir rong Mo
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Hinh 3.4. Két qua du doan ning lugng lién két ctia cac hop chat véi
enzyme tyrosinase

Tong hop sb lidu da chi ra, cac hop chét 3, 11, 16, 18, 38 va 45 dugc
xéac dinh ¢o tiém nang tao ai luc lién két manh véi enzyme tyrosinase. Trong
d6, nang luong tu do lién két ctia ba chit 3, 11 va 45 vuot trdi so voi gia tri
thu duoc cua phdi tir chuin tropolone.

Hinh anh tuong tic khong gian hai chidu va ba chiéu cua cac hop chat
3, 11 va 45. Két qua cho thdy, trong s6 ba hop chat thé hién ai luc lién két
manh voi sEH, chi c6 hop chat 11 va 45 ¢6 tiém nang uc ché hoat dong cua

enzyme nay thong qua cac trong tac tao thanh truc tiép voi nhitng amino axit


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22CHEMBL2392714%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%2059447733%5bStandardizedCID%5d

quan trong ciu thanh nén ving hoat dong ctia enzyme. Hop chat 3 duoc quan
sat khong hinh thanh lién két hydro véi enzyme tyrosinase. Do do, co thé
dinh huéng rang hop chit 3 khong phai la chat e ché tiém ning véi dich thy

thé nghién ctru.

Dock 11

Dock 45

Hinh 3.5. C4u hinh lién két trong khong gian hai chiéu va ba chiéu duoc du
doan boi phan mém AutoDock4.2.6 cua cac hgp chat

Hop chét 11 va 45 c6 gia tri HIA lan luot 14 0,9897 va 0,8692. Piéu
nay cho thay kha ning héap thu cao trong dudng rudt, ¢ thé nhan dinh hop
chat 11 c6 tiém ning trong phat trién thudc cao hon so v&i hop chit 45 nhd
vuot troi & cac chi s6 ADMET.

Bang 3.2. Dy doan ddc tinh cia cac chét trc ché tiém nang

Hop MR LDso Toxicity

chat MW | HBD | HBA | LogP (cm3/mol) | (mg/kg) | prediction? HIA
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

3.1.4. Lwa chon rong nguyén li¢u cho quy trinh cong nghé
Qua két qua nghién ciru, khao sat mot sé mau nguyén liéu rong Nau,

c6 thé nhén thay: (1) Chi rong Mo (Sargassum) thudc nganh rong Nau xuat
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hién hau hét tai cdc ving bién Viét Nam, c6 ham lugng alginate trung binh
1én tdi trén 30%, (2) Cac mau rong Mo ¢6 ham lugng lipit tong tir 0,07 t&i
2,11%; déu c6 mat cac axit béo no, khong no mot ndi doi va dic biét 1a cac
axit béo khong no da ndi doi (PUFA); (3) Hop chat s6 11 (difucodiphlorethol
A) duoc phan 1ap tir chi rong Mo ¢6 ¢6 tiém ning trong phat trién thude e
ché enzyme tyrosinase.

Dinh hudng nghién ciru tap trung vao viée chiét xuat alginate dé tao
ché pham Canxi alginate, dong thoi hudng dén viéc tng dung quy trinh vao
san xuit & quy mo coéng nghiép (yéu ciu trit lugng nguyén lidu 16n), do d6
mau rong S. swartzii thudc chi rong Mo, nganh rong Nau thu tai C6 To,
Quang Ninh (Quy 11/2019) duoc Iya chon cho cic nghién ciru tiép theo.

3.2. K§ thuat chiét xuit phenolic tir rong Mo

Rong nguyén liéu
S. swartzii

So ché: log_li tap,
l < rira sach3 say kho,
nghién nho
Rong sach
l Chiét hd tro vi
song
Dich chiét C1
F 1 Loc
Bi Bl Dich chiét phenolic
l Co can
Panh gié hoat
tinh chong oxy | Cao chiét giau
héa va gay doc te Phenolic

Hinh 3.6. So d6 chiét phenolic trong rong Mo



3.2.1. Két qua nghién civu cdic yéu té anh hwong dén qud trinh chiét
phenolic tir rong Mo theo phwrong phdp chiét 16 vi séng

Tién hanh thi nghiém khéo sat cac yéu té anh huong dén qua trinh
chiét phenolic tir rong nau lan luot 1a néng dd dung méi (ethanol 0%, 30%,
50%, 75%, 96%), ty 1& dung moi/nguyén liéu (15/1, 20/1, 25/1, 30/1, 35/1,
40/1), thoi gian chiét (15, 30, 45,60, 75, 90 phtt), cong suat 10 vi song (80,
240, 400, 560, 800 W).

Két qua Iya chon: Nong d6 ethanoi 60%, ty 1& dung méi/nguyén liéu
35/1, thoi gian chiét 60 phit, cong suét chiét 400W.

3.2.2. Két qud t6i wu héa diéu kién chiét xudt phenolic tiv rong Mo bing
phuwong phdp ddp irng bé mdt (RSM)

Ham lugng phenolic cua dich chiét duoc du doan 1a 1,52 mgGAE/g,
khéi luong cao chiét toi wu dy doan 1a 8,6 mg. Thong sb ti wu ciia qua trinh
chiét duge du doan la: néng d6 ethanol 54,5%; ti 1&¢ dung moi/ nguyén li€u
14 34,6; thoi gian chiét 64,28 phut va cong suit may vi song 14 473,6W. Tién
hanh thyc nghiém chiét & cac diéu kién néng d6 etanol 55%, ty 1€ dung moi/
nguyén liéu = 35; thoi gian chiét 65 phit va cong suét 1o vi song 1a 475W
va danh gia ham luong phenolic va khdi lugng cao chiét cho thay: Ham luong
phenolic thu duoc theo thuc nghiém 1a 1,50 + 0,12 mgGAE/g; khéi luong
cao chiét 12 8,52 + 0,11 mg chénh 1éch khong dang ké so v6i du doan.

3.2.3. Ddanh gid hoat tinh ciia cao chiét phenolic
Bang 3.3. Két qua danh gia hoat tinh chdng oxy hoa

STT Mau SCso (ng/mL)
1 Chiing (+) [ascorbic acid] 12,6
2 Chtrng (-) [DPPH/EtOH+ DMSO] -
3 Mau vi séng 683
4 Mau siéu 4m 590




Béng 3.4. Két qua danh gid hoat tinh gay doc té bao cua cao chiét phenolic

10

. Nong do e ché 50% té bao (ICso, pg/mL)
TT | Ky hi¢u mau
MCEF-7 HeLa PC3
1 Paclitaxel 0,38 0,55 0,34
2 | MAu siéu am 12,80 27,83 57,40
3 | Mau visong 12,78 42,68 67,25

Két qua cho thay mau cao chiét phenolic c6 hoat tinh chdng oxy hoa
va giy doc té bao & muc trung binh, mau cao chiét phenolic bang phuong
phap siéu am c6 hoat tinh tot hon so véi mau vi séng.

3.3. Nghién ctru qua trinh thu nhin fucoidan

3.3.1. Quy trinh cong nghé chiét xudt fucoidan tir bi rong

Ba rong (B1)

Nudc khir ion,

Bi rin (B2) 4—1<:|| Siéu am
Dich chiét (C2)

< I CaCl,,

Bi rén (B3) 4—1 |_Lytam
Pha léng (C3)

1 <:II Co dac, Etanol,
Ly tam
Pha rin (R1) |

1 Tinh ché

Hinh 3.7. So d6 chiét fucoidan tir ba rong Mo
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Sau khi chiét phenolic, bi rong con lai ¢ ham lugng alginate, protein
va tro giam khong dang ké do cac chét nay khong tan trong etanol, vi vy co
thé sir dung ba rong nay dé chiét 14y fucoidan va alginate.

Thuyét minh quy trinh

Phan bé ran B1 (thu duoc sau khi chiét phenolic) s& duoc xur 1y dé chiét
thu hdi fucoidan.

Buwée 1: Hon hop chét ran B1 dugc bd sung nudc khir ion theo ti 1¢ xac
dinh, khqu déu sau do siéu am & cac gia tri cong suét, thoi gian va nhiét do
khac nhau, loc thu dung dich, thu dugc dich loc C2 va phﬁn chét rin B2.

Buée 2: Phan dich loc C2 duoc bd sung CaCly, ly tam duoc phﬁn chét
rin B3 va pha long C3.

Bude 3: Phan chat 1ong C3 duoc ¢d can dudi ap suit giam. BO sung
etanol 96° theo ti 1€ xac dinh, ly tim & tdc do cao thu duge Pha ran R1. Phan
chit rén nay duoc tinh ché dé thu nhan fucoidan.

3.3.2. Két qud nghién civu qud trinh thu nhén fucoidan

Tién hanh khao sat cac yéu t tac dong ti qua trinh chiét tach fucoidan
bang phuong phap siéu am gdm: (i) Xac dinh dung méi cho chiét tach fucoidan
(HCI, nuée khir ion, CaCly); (if) Anh hudng cia ty 1é dung méi: nguyén ligu
(6:1,7:1, 8:1,9:1 ml/g); (iii) Anh hudng ciia nhiét do (25, 30, 40, 50, 60, 70°C)
thoi gian (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 phat) va cudng do song siéu am (40, 50, 58 W/cm?);
(iv) Anh hudng cua ham lugng CaCl, dén d6 sach cua fucoidan (0,25; 0,50;
0,75, 1,00, 1,25 g CaCly/lit dich chiét); (v) Anh hudng ctia ndng do ethanol
dén kha ning két tiia thu nhan fucoidan tir dich loc (50, 55, 60, 65, 70%).

Két qua nghién ctru cho thay: (i) Nudc khir dugc chon 1am dung mai
dé chiét tach fucoidan cta rong mo bang séng siéu am do d& san xuét, khong
ddc hai, chi phi thip va hiéu suit khong chénh 1éch so v&i dung méi HCI; (i)
Ty 1& dung méi: nguyén liéu 1a 8/1 (ml/g) phu hop dé chiét xuat fucoidan tir
ba rong bang song siéu 4m, giup dam bao hiéu suét quy trinh ciing nhu toi
uu hiéu qua kinh té (giam chi phi nguyén liéu, nang lugng...); (iii) Cac thong

sO cua qua trinh si€u am de chiét tach fucoidan tir rong mo la: 40°C, cuong
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d6 siéu 4m 58 w/ecm?, thoi gian 3 phut; (iv) Ham lwong CaCl, dé toa axit
alginic trong dich chiét tach 14 0,75 g CaCly/lit dich chiét tach; (v) Nong do
ethanol 60% la thich hop dé taa thu hdi hoat chat fucoidan tir dich loc.

3.4. Nghién ctru ky thuat chiét xuit alginate tir rong Mo

3.4.1. Quy trinh cong nghé chiét xudit alginate

[ Bi rin (B2) ]

Dich thii (C4) _l<:|| Enzyme Htec2

Pha rin (R2)
— 1. HC1 0,1M, 25°C
Ba ran (B4) | (— £ 2. Na;CO; (5%),
Siéu Am

Dung dich
alginate
1. H,O; tély mau
2. CaClz (10%)
lang 2 gio, loc,
Y, sdy kho
Panh gia chat Canxi
, . anxi
lugng, hoat tinh sinh .
alginate
hoc

Hinh 3.8. So d6 chiét alginate tir bd rong Mo
Sau khi chiét fucoidan, ham luong alginate trong b rong giam khong

dang ké, vi vay co thé str dung ba rong nay dé chiét 14y alginate.
Thuyét minh quy trinh
Buée 1: Phan bi rin B2 dugc bd sung enzyme Htec2 theo ti 1¢ xac

dinh (enzyme/ co chat) tai pH=5, tién hanh trong thoi gian va nhiét do xac
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dinh, sau d6 ha nhiét do hon hop vé nhiét d6 phong. Sau qué trinh xir ly
enzyme, ta thu dugc pha ran R2 va dich thai (C4).

Buéde 2: Bé ran R2 duoc ngam trong dung dich HCI 0,1M & 25°C, loc
hén hop thu liy phan chat rin, dem rira bang nudc sach roi bo sung NaCl 5%
va siéu am. Hon hop thu duoc dé ngudi dén nhiét do phong, sau do tién hanh
loc thu dung dich alginate tho va bi ran B4.

Bude 3: Dung dich algenate tho duoc bd sung tir tir dung dich H202
5%, khudy déu trong 15 phut rdi bd sung tir tir CaCl2 10%, dé ling trong 2
gio rdi tién hanh loc va say kho thu duoc ché pham canxi alginate.
3.4.2. Két qud nghién civu qud trinh thiiy phidn nguyén liéu béi enzyme

Bang 3.5. Khdo sat tdc dong cua viéc xur Iy nguyén li¢u v6i enzyme

Enzvme Puwong khw Alginate D6 nhaot (1%)
Y (ug/ml) (%) (mPa.S)
Déi chimg 0 51,43+0,24 235
Rong tho +
27,13+032 | 59,21+021 230
enzyme
Rong da chiét 0 63,32 +0,15 238
Rong dachiet | 555, 024 | 75,010,224 233
+ enzyme

Qua trinh tién xir Iy nguyén liéu bang enzyme da lam ting déng ké
hiéu suét thu hoi alginate. Cac diéu kién sau day 1a tot nhét cho qua trinh
phan giai cellulose thanh té bao bé“lng enzyme Htec2: pH = 4,5 - 5,0; Nhiét
d6 thily phan: 45°C; Nong d6 Htec2/co chét 1a 1,5%; Thoi gian thily phén tir
6-8 gio.

3.4.3. Khdo sdt cdc yéu to anh hwéng t6i qud trinh chiét xudt alginate

Nghién ctru cac yéu té anh huong dén qua trinh chiét xuat alginate (hiéu
suét va do nhét) sau khi xir Iy enzyme, gdm: (i) Anh hudng cua nong do HCI
(0,0; ; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2M) va Na,COs3 5% (bé sung ty 1& so v&i nguyén liéu
1a 1; 1,5; 2; 2,5; 3%) dé xir Iy bé rong; (ii) Anh hudng cta nhiét do (30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100°C), thai gian (0, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 phat) va
cuong do siéu am (0, 40, 50, 58W/cm?).
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Két qua nghién ctru cho thiy cac thong sb pht hop cho quy trinh chiét
alginate tir bd rong bang phuong phap siéu 4m 1a: (i) Nguyén liéu duoc xtr 1y
béng HCI véi néng d6 0,IM & 25°C, sau do tiép tuc bod sung dung dich
Na,COs 5% vdi ty 1¢ so v6i nguyén ligu 1a 2%; (ii) Chiét alginate bang siéu
am & nhiét do 60°C, cuong do siéu am 58 w/cm? trong 6 phit.

3.4.4 Nghién civu qud trinh thu nhan sin phim Canxi alginate

Khao sat cac yéu t6 anh huong dén qua trinh thu nhan san phim Canxi
alginate, gdm: (i) Anh hudng cua ty 18 dung dich H,0, 5% dén qua trinh tay
tréng alginate (bé sung ty 1€ so voi nguyén liéu 1a 0,5; 0,75; 1,00; 1,25; 2,00;
2,25;2,50; 2,75%); (i) Anh huong ciia ty 16 CaCly 10% dén hiéu suat thu nhan
bot Canxi alginate (CaCly/nguyén li¢u: 1/1, 1,25/1, 1,5/1, 1,75/1, 2/1, 2,25/1,
2,5/1 ml/ml).

Két qua nghién ciru cho thdy: (i) Tay tring bang dung dich H,O, 5%
v6i luong tuong tng 2% H,0, so v6i NaAlg 1a phu hop; (ii) B6 sung ndng
d6 CaCl, 10% voi ty 16 twong tmg CaCly/ dich alginate tdy mau = 2/1 (ml/ml)
dé tua thu hoi Ca(Alg), tir NaAlg.

3.5. Panh gia chit lwgng va mdt so hoat tinh ciia Canxi alginate

3.5.1. Ddnh gid chdt lwong ciia canxi alginate
Bang 3.6. Xéac dinh chi tiéu chat luong chinh

TT Tén chi tiéu Pon vi tinh Mirc chit lwgng
1 Do 4m % 6,82%
2 Ham lugng tro tong % 31,08%
3 Ham lugng canxi % 7-10%
4 Ham lugng alginic % 20,67%
5 pH 6,0-7,5
6 D6 nhét (dd 1%) (mPa.S) 235

Mau nghién ctru c6 do 4m dat gia tri 6,82%; ham lugng tro dat 31,08%
va ham lugng Alginic dat 20,67%. Bén canh d6, ham lugng canxi trong bt

alginate rit cao tir 7-10%, cho thiy bot Canxi alginate rat tot cho xwong khép.
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Bang 3.7. Két qua phan tich chi tiéu vi sinh vét

T Tén chi tiéu Donvi | Micchfe |Mic chat luong
tinh lugng theo QCVN

1 Tong s6 VSV hiéu khi CFU/g <1000 <5000

) Téng s6 bao tir nAm méc, CFU/g <100 <500

nam 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/25g Am tinh Am tinh

Két qua phan tich chi tiéu vi sinh vat cho thdy trong mau nghién ctru
c6 mat cac loai vi khuan Coliform, S. Aureus, C. Perfringens, B. Cereus vo6i
ham lugng <I0CFU/g va khong c6 mit cua hai loai khudn giy bénh 1a E.
Coli va Salmonella. Két qua nay dap tmg duoc tiéu chudn an toan thuc phdm

do BO Y té ban hanh.
Bang 3.8. Chi tiéu ham lugng kim loai ning

TT | Tenchitiew | Don V! | Mire chiit legng Mt‘l'lz(flgél\‘,"g“g
1 Ham lugng Pb ppm <3,0 <5,0
2 Ham luong Cd ppm <0,1 <3,0
3 Ham luong Hg ppm <1,0 <1,0
4 Ham lugng Pong ppm <10
5 Ham luong kém ppm <10

Ham luong Cu, Zn c6 céc gia tri <10 ppm; ham luong cac kim loai
ning Pb, Cd, Hg thap hon rat nhidu. Cac gia tri vé ham luong cac kim loai
ning déu nam trong ngudng cho phép theo quy dinh an toan thuc pham ciia
BO Y té.

3.5.2. Ddnh gid hoat tinh chong loiing xwong
Canxi alginate & ndng do 20 pg/ml thé hién kha ning ting cudng tong

hop collagen so v&i dbi chitng 4m, % collagen dugc tong hop 1 111,10%. O
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nong d6 4 pg/ml, mau thir nghiém c6 kha nang kich thich tao khoang nhe so
v6i d6i chung am, % khoang duoc tong hop 13 115,42% (P<0,05).
3.5.3. Két qud nghién civu vé dp an toan

- Ché phim gelalginate khong gay doc cap tinh cho chudt nht tring theo

duong ubng véi muc lidu thir nghiém t5i da 14 2,5 g/kg thé trong.

Hinh 3.9. Anh chu6t sau khi thi nghiém doc cép tinh

Déi chimg 250 mg/kg/ngay 500 mg/kg/ngay 1000 mg/kg/ngay

40
30
2

(=]

1

o O

ENgay 0 ®Ngay7 ®Ngay 14 ®Ngay2l ®=Ngay28

Hinh 3.10. Su thay doi trong lugng chudt sau khi cho uéng Canxi alginate

- Ché pham gelalginate liéu 500 mg/kg/ngay khi cho uéng ban truong
dién trong thoi gian 28 ngay khong lam anh huéng dén sy tang trong lugng
ctia chudt thi nghiém so vé6i ddi chimg (p>0,05), khong 1am anh huéng dén
cac chi tiéu huyét hoc so véi 16 ddi ching (p>0,05), khong anh hudng dén
trong lugng gan, than, lach so véi ddi chung (p>0,05), khong lam tang chi
s6 AST, ALT ciia gan so v6i dbi ching, khong anh huong dén chi s6 enzyme
than co ban so véi 16 ddi chimg (p>0,05).
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- Ché pham gelalginate liéu 1000 mg/kg/ngay khi cho udng ban trudong
dién trong thoi gian 28 ngay khong lam anh hudng dén sy ting trong luong
ctia chudt thi nghiém so véi ddi chung (p>0,05), khong 1am anh huong dén
cac chi tiéu huyét hoc khac so vai 16 d6i chimg (p>0,05), khong anh huéng
dén trong luong gan, than, lach so v6i ddi ching (p>0,05), khong 1am ting chi
s AST, ALT ciia gan so v6i dbi chimg.

Hinh 3.11. Anh gan, than, lach chudt sau khi thi nghiém doc ban truong dién
3.5.4. Ddnh gid tac dung ddo théi kim logi ning ciia ché phim alginate

Canxi algiante c6 tac dung hd trg dao thai kim loai ning trén dong vat
bi nhiém doc kim loai ning. Cu thé, ddi vai két qua thi nghiém in vitro trén
dong vat thi nghiém vira néu ¢ trén. Véi thoi gian s dung canxi alginate lién
tuc 9 tuan véi lidu 0,1g/kg thé trong/ngiy gitp dao thai ham luong kim loai
nang ra khoi co thé dong vat dat tir 60 - 70% tuy tung bd phén cu thé. Viée sir
dung kip thoi mudi canxi alginate ngay sau khi nhidm doc kim loai ning s&
cho hiéu qua dao thai doc cao hon.

3.6. Nghién ciru xir Iy cdc phu phdm ciia qud trinh ché bién
Phuy pham ciia qua trinh ché bién rong sau khi chiét alginate cha yéu

12 ba rong va mot sd dich thai. Cac thanh phan nay c6 d6 pH kha cao (~ 10),
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vi vy chung t6i xir 1y theo phuong phap str dung cac ché pham vi sinh dé
1én men tao phéan bon hitu co.
Béng 3.9. Anh hudng cua loai ché pham dén ty 1& C/N khéi u

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

Ché phém ché phém S.EM co ty 1€ C/N 12,33 tot nhét, duoc lua chon
cho céac nghién ciru tiép theo.

Két qua theo ddi qua trinh 1 b rong bang ché phim S.EM cho théy:
Sau qua trinh U 6 tudn, tir ba rong sau khi chiét alginat va fuicoidan c6 mau
nau, hoi vang chuyén thanh phan hiru co c6 mau den, toi xop, s& thdy mém

tay, khong c6 mui héi thdi khé chiu.

(@) )
Hinh 3.12. Ba rong trudc khi G (a) va sau khi u (b)

Du6i tac dung cua hé vi sinh vat trong ché phém S.EM, tinh chét ly
hoéa ctia ba rong bién c6 sy thay d6i nhat dinh. Him luong OC gidam xudng,
cac ham lugng NTS; P205 va K20 tang. Nhu vay, viéc bo sung vi sinh vat
hiru ich rat can thiét cho qua trinh 1, lam tang kha nang phéan giai cic hop

chat hitu co trong bi rong thanh chat mun.
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3.7. Xay dung quy trinh cong nghé tich hop ché bién cac san pham tir
rong Mo

3.7.1. So' d6 va thuyét minh quy trinh

Rong Nguyeén Ligu
& svwartzii

l Sur ché: loai tap, rira sach, sy
kho, nghitn nhi
F.ong sach

1. Etanol (55%) nguyen Liéu = 12ml 1g
2. Visong 22 phir, 475W
, 3. Liplai3 lin

Dich chiét C1

Loc

Dich phenolic *——>| Birin Bl
1 Nude khif ion/nguven lifu = 3ml' 1g

lc& can 2 Sifu im SBW/em?, 40°C, 3 phit

- DichC? |e—— o | BaranB2
Cao chiét
phenolic Enzyme Htec2

E/S =1,5%, pH=4,5-5;
CaCl; 0,8% 45°C, 6 gies
Ly tim

L B Pha ré
Dmnr:sl*_[ o le}«

1. Ci dic cbn 173

2. Etanol (36%) Pharin
i 16 7210 | R

phﬂ[gn 1 B.';umchm,m,r;- 1813
Rl 1. Ba sung NapCO; 5%, ty 12 2%
3. %0 am S8W/cm?, 60eC, & phat

Tinh ché

- Dich b
i Dung dich B rin thai C3
Fucoidan 1 o B4
I. B4 sung HaDz 5%, i 18 2% 1. B sung SEM

2. Bé sung CaCly 10%, t§ £ 21 2, Baey chinh pi.
3. Lang, loc, sdy khé

+

Hinh 3.13. So d0 quy trinh ché bién toan dién rong Mo
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Thuyét minh quy trinh

Budre 1: So ché nguyén liéu.

Mau rong sau khi thu hoach dugc lam sach, loai bo rong la va sinh vat
bam trén rong, rira sach béng nude bién sau do rira sach lai bﬁng nudc ngot,
séy kho sau d6 bdo quan ¢ nhiét d¢ 5-10°C trude khi st dung. Khi sir dung
can nghién nho bang méay nghién chuyén dung.

Budre 2: Chiét va thu cao phenolic ¢6 hd tro vi song.

Rong sau khi so ché duoc bd sung etanol 55% (ty 1¢ dung méi: nguyén
lidu rong 1a 12ml : 1g), tién hanh chiét v6i su hd trg cia 1o vi séng & muc
cong suat 475W trong 22 phut, lap lai 3 lan.

Hon hop dich sau khi chiét (C1) duoc loc va thu dugc dich phenolic
va hdn hop ba ran (B1). Dich phenolic dugc ¢6 dic dudi ap suit giam thu
dugc hdn hop cao chiét phenolic.

Budre 3: Chiét fucoidan bang siéu am két hop ly tam tdc d6 cao

Hon hop ba rdn B1 duoc bd sung nude khir ion (ti 16 10ml : 1g b rin)
va tién hanh siéu 4m véi cong sudt 58W/ecm? & 40°C trong 3 phit. Loc hdn
hop sau siéu 4m thu dugc dich chiét (C2) va ba ran (B2).

Dich chiét (C2) duoc bo sung CaCl, 0,8%, khudy déu trong 1 gio sau
d6 ly tam thu dugc pha long (C3) va bi rin (B3). Pha long C3 dugc cd dic
dén 1/3 thé tich sau d6 bd sung etanol 96° (ty 1¢ so véi dich cb dic 1a 7ml :
10 ml), dé yén trong 1 gio roi ly tim & tbe do 10.000 rpm thu duoc pha rin
(R1), dem tinh ché lai thu dugc fucoidan sach.

Buéc 4: Chiét alginate bang siéu am, tdy mau, thu Canxi alginate

Bi rian B2 duoc thuy phan cellulose bang enzyme Htec2 & nong do
1,5% (enzyme/ co chit), didu chinh pH trong khoang 4,5 — 5, nhiét do 45°C
trong 6 gio. Két thic qué trinh thity phan, hon hop dugc dé ngudi dén nhiét
d6 phong, tién hanh loc, ly tim thu dwoc pha ran (R2) va dich thai (C4).

Pha rin R2 dugc gom chung véi ba rin B3, thu dugce hon hop ran R3,
dem xir 1y v6i dung dich HC1 0,1 M (ty 1& 1/3) & 25°C, loc hdn hop thu lay

phan chat ran. Phan chat ran dugc rira lai bang nudc sach roi bo sung 2%



21

dung dich Na;COj3 5%, siéu am voi cong suat 58 W/em? & 60°C trong 6 phiit.

Dé ngudi hon hop dén nhiét d6 phong sau d6 tién hanh loc dé thu dugc dung

dich alginate tho va b rin B4.

Dung dich alginate tho dugc bd sung tir tir dung dich H>O, 5% theo ti

1& 2%, khudy déu trong 15 phut rdi bo sung tir tir dung dich CaCl, 10% theo

ty 16 2/1; dé lang trong 2 gio rdi tién hanh loc va say kho thu dugc san pham

Canxi alginate.

Bude 5: Xir Iy phu phdm tao phan hitu co vi luong
Gom dich thai C4 vdi ba thai B4 thanh dich ba thai C5, dem xt 1y voi

ché pham vi sinh S.EM, 6n dinh pH va 1 trong 6 tuan dé thu duoc ché phdm

phan bon hitu co vi lugng.
Bang 3.10. Hiéu qua san xuat & quy mo 5 kg nguyén lidu rong/mé

£, . . . Khoi

Mé Khoi Khéi lrgng Ham Ham Khoi lrgng cao
san lu’Q’nAg Canxi l“?ng llr(_)'ng lu’q:ng chiét

xudt 1.1Aguyen alginate (g) alginate | canxi | fucoidan Phenolic

ligu (kg) (%) (%) (8 )

1 5 212 80,1 5,8 14,5 8,50
2 5 209 81,2 6,2 15,1 8,81
3 5 209 80,23 5,7 15,0 8,49
4 5 214 81,5 5,5 14,8 8,53
5 5 210 80,9 5,7 15,2 8,55
6 5 213 81,3 6,1 15,5 8,48
7 5 212 81,5 6,0 14,9 8.52
8 5 215 81,7 6,3 15,3 8.50
9 5 218 82,0 6,2 14,8 8,54
10 5 220 80,6 5,9 15,2 8,53

Hinh 3.13. Ché pham bot Canxi alginate
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3.7.2. Ddnh gid hiéu qud cdc quy trinh, phwong dn chiét xudt khdc nhau
Bang 3.12. Hiéu suét chiét theo cac phuong an k¥ thuat khac nhau

Ham lwgng san phim
(% tinh theo Iugng kho cua

Phwong an nguyén liéu)
Pheinohc fucoidan | alginate
tong
1: Chiét khong ding vi séng, siéu 4m, enzyme 0,015 1,23 8,24

2: Chiét ding enzyme, khong ding siéu 4m va visong | 0,088 1,97 16,6

3: Chiét dung siéu 4m, vi song va khong ding enzyme | 0,112 2,51 24,5

4: Chiét dung siéu 4m va enzyme, khong ding vi song | 0,182 2,78 28,7

5: Chiét tich hop dung vi song, siéu am, enzyme 0,174 2,83 32,2

Viéc tich hop céc k¥ thuat tién tién nang cao rd rét hiéu qua chiét.
Phuong 4n 4 (chiét str dung siéu 4m, enzyme) va phuong an 5 (tich hop vi

song, siéu am, enzyme) cho hi¢u qua chiét tot nhat.
Bang 3.13. So sanh hi€u suat chiét voi mdt s nghién ctru khéc

Phwong 4n chiét xuét Phenolic tong Fucoidan | Alginate
Theo két qua nghién ciru cua Lé ) ) 12,13-
Puc Giang va Cs [127] 35,87%

Theo két qua nghién ciru cua
Nguyén Vin Nguyén [128]
Theo két qua nghién ciru cua Vo
Mai Nhu Hiéu [57]

- 1,98-3,7% -

0,089 - 0,44% - -

0,1704 — 2,78 — 28,7 —
0,182% 2,83% 32,2%

Do ham lugng, thanh phan cac hop chét Phenolic, Fuciudan, Alginate

St dung cong nghé tich hgp

& rong co su bién dong theo loai, theo mua... nén chua thé danh gia va so
sanh chinh xac vé hiéu qua chiét xuét theo cac phuong phap khac nhau. Tuy
nhién, két qua tmg dung tich hop cac k¥ thuat tién tién cho hiéu suét chiét ¢
murc tuong ddi cao, dong thoi gitip chiét toan bd cac hop chét hitu ich trong
nguyén li€u va tan dung ba thai lam phan bon, dem lai lgi ich vé kinh té va

bao vé mdi truong.
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KET LUAN VA KIEN NGHI

1. Két qua khao sat, danh gia cac mau rong Nau thu thap tai ving bién
Viét Nam cho thiy: (i) Chi rong Mo (Sargassum) c6 tiém ning 16n vé trit luong
cling nhu chat lugng dé phan 1ap algianate v6i ham luong alginate trung binh
1én tdi trén 30%; (i) Cac mau rong Mo c6 ham luwong lipit tong tir 0,07 t&i
2,11%; déu c6 mit céc axit béo no, khong no mot ndi doi va ddc biét 1a cac
axit béo khong no da ndi d6i (PUFA).

2. Két qua sang loc 4o in silico docking cho thdy hop chét
difucodiphlorethol-A dugc phan 1ap tir chi rong Mo ¢6 ¢6 tiém nang trong phat
trién thudc trc ché enzyme tyrosinase dé phat trién san pham lam tring da.

3. Két qua nghién ciru, danh gia viéc tich hop cac ky thuat tién tién
(enzyme, siéu am, vi song, ly tdm téc d6 cao...) dé xdy quy trinh cong nghé
chiét xuét va ché bién toan dién rong Mo dem lai kha nang thu hoi déng bo,
hiéu suit cao dbi v6i cac san phadm nhu phenolic, fucoidan, alginate tir nguon
nguyén liéu rong Nau ddi dao, co sin trong tu nhién; déng thoi, ba thai duoc
nghién ctru str dung 1am phan hitu co vi lugng, gitp han ché ti da chit thai,
g6p phan bao vé méi trudng va nang cao gia tri sir dung ciia rong Nau.

4. Két qua nghién ciru, xay dung quy trinh cong nghé chiét xuét phenolic
tur loai swartzii thudc chi rong Mo (Sargassum), nganh rong Nau theo phuong
phap vi song va tdi uu héa diéu kién chiét xuat phenolic biang phuwong phap
dap tng bé mit (RSM) cho thiy: O ndng dd etanol 55%, ty 16 dung moi/
nguyén lidu = 35/1 (v/w); thoi gian chiét 65 phut va cong suat 10 vi song 1a
475W thi ham lugng phlorotannin thu duoc 13 1,50 + 0,12 mgGAE/g; khi
luong cao chiét 14 8,52 + 0,11 mg, chénh léch khong dang ké so véi gia tri t6i
vu duge du doan, phu hop vé6i nhitng phén tich tir phin mém Design expert
7.0. Két qua thir hoat tinh chdng oxi hoa va gay doc té bao in vitro cua phenolic
thu dugc ¢ mirc trung binh.

5. Pa nghién ciru qua trinh tich hop mot sb cong nghé tién tién dé thu
nhan alginate va san xuat ché pham Canxi alginate & quy mo mini pilot; da

tién hanh danh gi4 hoat tinh chdng loang xuong, d¢ an toan va hiéu lyc ciia
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ché pham Canxi alginate. Két qua cho thay: (i) Ché phim khong ghi nhan
gdy doc tinh ¢ liéu kiém dinh; (ii) O nong d6 20 pg/ml va 4 pg/ml, ché pham
Canxi alginate thé hién c6 kha ning ting cudng hoat dong ctia enzyme ALP,
tang cuong tong hop colagen va kich thich tao khoang & mirc d6 c6 y nghia
thdng ké so voi ddi ching am; (i) Ché pham alginate ghi nhan c6 tic dung
dao thai cac kim loai nang & chudt khi sir dung bat dau tir liéu thir 0,1g/kg
thé trong ciia chudt.

Kién nghi:

- Tiép tuc nghién ctru, dinh huéng tao thém mot s6 san phém gia tri
khac tir rong Nau (chiét xuat hop chat phlorotanin g dung trong my pham,
chiét xuat khoang vi lugng, vitamin, lipit... img dung trong san xuét thuc
pham chirc ning...).

- Tao ché pham hoan thién tir canxi alginate dé giai doc kim loai.

NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN AN

- ba khao sat, danh gia nguyén liéu rong Nau thu nhan tr cac vung
bién Viét Nam, lya chon duoc dbi tuong rong phu hop dé chiét xuit tdi da
ham lugng alginate va san xuat ché pham Canxi alginate. Tién hanh danh gia
hoat tinh chng lodng xuong, d6 an toan, tac dung dao thai cac kim loai ning
cua Canxi alginate.

- Lan dau tién tién hanh sang loc 4o (in silico docking) dbi véi cac hop
chat phenolic tir rong Nau dé danh gia tiém ning trc ché enzyme Tyrosinase,
qua d6 dinh hudng cho nghién ctru tiép theo vé thuc nghiém san xuat ché pham
lam trang da.

- Lan dau tién toi wu hoa bang phuong phap dap tmg bé mat (RSM) doi
v6i quy trinh chiét xuét phenolic tir rong Nau theo phuong phap hd trg vi song.

- Lan dau tién sir dung tich hop cac k§ thuat tién tién (chiét siéu am,
chiét vi song, chiét enzyme...) dé chiét xuit toan dién cac san phim c6 gié tri

tir dbi twong rong Nau.



