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MO PAU

1. Tinh cip thiét caa luan an
O Viét Nam, rong do loai Carrageenophyte da dugc nudi tréng rong

rai hoac thu hoach ty nhién 1a ngudn thu nhap cho céc ho dan ven bién, va la
ngudn nguyén liéu cho lectin va carrageenan. Tuy nhién, dé nang cao kha
ning st dung ciing nhur gia tri kinh té cua céc rong ndy, viéc nghién ctru cac
san pham mai tir rong d6 carrageenophyte Ia rat can thiét, dac biét 1a cac dan
Xuat carboxymethyl tir carrageenan cua rong d6. Diéu nay da dan dat nghién
ctu sinh tién hanh thuc hién luan an: “Nghién cizu téng hep, ddgc tinh cdu
trac va hogt tinh sinh hec caa hgt vi nang carrageenan — lectin ter rong
dé”, véi muc dich hudng dén phat trién ngudn rong do ciing nhu ngudn vat
liéu sinh hoc cho st dung trong thic phiam va y hoc.

2. Muc tiéu nghién ciu caa luan an
- Panh gia dugc hoat tinh ngung két hong cau cua lectin chiét tach tir 2 ddi
tuong rong do loai Kappaphycus striatus va Betaphycus gelatinus.
- Xac dinh dwoc dic trung cau tric carrageenan chiét tach tir rong do
Kappaphycus striatus va Betaphycus gelatinus.
- Téng hop duoc dan xuat carboxymethyl-carrageenan, phan tich dic trung
c4u tric cua dan xuat carboxymethyl-carrageenan.
- Ché tao duoc hat vi nang carboxymethyl-carrageenan bao géi lectin, phan
tich dic trung cau tric cua hat, danh gia su giai phong lectin tir hat vi nang.

3. Cac ngi dung nghién ctieu chinh caa luan an
- PAu tién chiét tach va tinh ché lectin tir rong d6 Kappaphycus striatus va
Betaphycus gelatinus, xac dinh hoat tinh cua cac lectin nay.
- Thu ba rong sau khi chiét lectin, tién hanh chiét carrageenan tir ba rong,
nghién ciu dic trung cau tric cua carrageenan tir rong do Kappaphycus
striatus va Betaphycus gelatinus.



-T6ng hop va nghién ctru dic trung cau tric dan xuat carboxymethyl-kappa-
carrageenan tir kappa-carrageenan c6 nguon géc tir rong do Kappaphycus
striatus.
- Nghién ctru tao hat vi nang carboxymethyl-carrageenan bao goi lectin tir
rong Kappaphycus striatus, xac dinh dic trung cau tric va hoat tinh cua hat
vi nang.

NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN VAN
1. Pay la cong trinh nghién ciru khoa hoc dau tién ¢ Vit Nam thu nhan tich
hop lectin va carrageenan tir hai ddi tuong rong do: Kappaphycus striatus
duoc tréng tai vinh Van Phong tinh Khanh Hoa va Betaphycus gelatinus
dugc thu hoach tu nhién tai viing bién Ninh Thuan (nay 1a Khanh Hoa). Luan
an da phan tich dic tinh ciu tric va hoat tinh sinh hoc cua céc lectin va
carrageenan chiét tach tir cac rong do Kappaphycus striatus va Betaphycus
gelatinus:
- Thanh phan cua carrageenan tir rong do Kappaphycus striatus cha yéu la
kappa-carrageenan, trong khi d6 thanh phan héa hoc cua carrageenan tir rong
Betaphycus gelatinus la carrageenan lai hda bao gom beta-carrageenan va
kappa-carrageenan
- Carrageenan va dan xuit carboxymethyl-kappa-carrageenan tir rong d6
dugc xéac dinh ¢6 hoat tinh ngung két hong cau va hoat tinh chong oxy héa.
2. Lan dau tién tong hop dan xuit carboxymethyl-kappa-carrageenan tir
kappa-carrageenan cua rong do Kappaphycus striatus nudi trong tai vinh
Van Phong tinh Khéanh Hoa, Viét Nam. Dan xuat carboxymethyl-kappa-
carrageenan cua kappa-carrageenan tir rong do6 véi tinh chét truong né phu
thudc vao su thay doi cia méi trudng pH c6 tiém nang wng dung cua trong
viéc tao cac chat mang boc cac chat ¢ hoat tinh sinh hoc trong y hoc.



CHUONG 1: TONG QUAN

1.1. Téng quan vé rong dé
1.1.1. Rong dé

Rong do gém céc loai Kappaphycus alvarezii, Kappaphycus striatus,
Eucheuma denticulatum va Betaphycus gelatinus la nhirng loai rong quan
trong vé& mat kinh té va duoc trdng rong rai hoic thu hoach ty nhién ¢ Viét
Nam, khong chi 12 ngudn lectin gi4 tri ma con la nguon carrageenan dé sir
dung trong thuc pham, my pham va lam chat mang trong dwgc pham.
1.1.2. Loai Kappaphycus striatus va Betaphycus gelatinus

Bang 1.2. Hé théng phan loai rong K. striatus va B. gelatinus

Rong  Kappaphycus striatus Betaphycus gelatinus

Gioi Plantae Plantae

Nganh  Rhodophyta, Wettstein Rhodophyta, Wettstein

Laop Florideophyceae, Florideophyceae, Cronquist
Cronquist

Bo Gigartinales, F. Schmitz Gigartinales, F. Schmitz

Ho Solieriaceae, J. Agardh Solieriaceae, J. Agardh

Chi Kappaphycus, Doty Betaphycus

Loai K. striatus (F. Schmitz, Betaphycus gelatinus (Esper)
1895) Doty ex P.C. Silva, Doty ex P. C. Silva 1996
1996

1.2. Carrageenan tir rong do
1.2.1. CAu tric cia carrageenan

Cau trlic carrageenan bao gom chu yéu cac goc D-galactose ma chiing
hinh thanh céc disaccharide 1ap lai qua lién két 3-p-D-galactopyranose va
lien két 4-a-D-galactopyranose.



1.2.2. Tinh chat hoéa ly, hoat tinh sinh hec va kha ning wng dung cia
carrageenan

1.2.2.1. Tinh chdt héa ly va hogt tinh sinh hec ciia carrageenan

Céc carrageenan so hitu nhiéu hoat tinh nhu khang virus cim A (HIN1),
khang ung thu, giam cholesterol, chéng oxy hoa.

1.2.2.2. Khd nang rng dung cua carrageenan

Carrageenan dugc ng dung trong cac cong thirc dugc pham, bao gom
dang thuéc vién, mang boc, hat chén hoa tan nhanh (FDI), dang vi hat, hé
thudc hit vao, thudc tiém va hydrogel. C6 thé bién tinh carrageenan chang
han nhu nhém carboxyl (-COOH) trén chudi phan tir carrageenan dé tao chat
mang c6 hiéu qua cao trong cac hé phan phéi cac hoat chat chit, ngan su giai
phong céc hoat chat s6m, hoic bi thoai hda khi van chuyén thudc qua da day
va kiém soat su giai phong thudc tai vi tri dich.

1.3. Lectin tir rong dé
1.3.1. Cau truc caa lectin
Rong do gom céc loai K. alvarezii, K. striatus, E. denticulatum, va

B. gelatinus khdng chi 12 ngudn carrageenan cho cong nghiép thic pham, ma
con la ngudn lectin gia tri dé sir dung trong y hoc.
1.3.2. Hoat tinh sinh hec va kha nang wng dung cia lectin tir rong dé

1.3.2.1. Hoat tinh ngung két hong cdu cia lectin tir rong do:

Hau hét cac lectin tir rong d6 dé dang ngung két voi hdng cau caa tho va
ctru hon hdng cau ciia nhom mau ngudi (ABO).

1.3.2.2. Khd ndng @ng dung cua lectin ter rong do

Lectin tir rong d6 co dac tinh lién két carbohydrate va ciu trac da dang,
nén ching c6 tiém ning wng dung trong y hoc dé khang viém, khang khuan,
khang virus, khang ung thu, chan doan va diéu tri chon loc c4c loai bénh nay.



1.4. Hat vi nang carrageenan tir rong do
1.4.1. Hoat tinh sinh hec va kha nang wng dung cia hat vi nang
carrageenan tir rong do

Céc thanh phan chinh cua polysccharide tir rong bién la carrageenan, agar
hozc alginate ¢4 tiém ning (g dung trong cac hé phan phdi thude nhu chong
viém, chong ung thur.
1.4.2. Phwong phap ché tao hat vi nang carrageenan

Phuong phap gel hoa ion da dugc Gng dung tao hat vi nang
polysaccharide tir rong bién nhu carrageenan dé boc insulin hozc lectin.

1.5. Tinh hinh nghién ciu trén thé giéi va & Viét Nam lién quan dén noi
dung nghién ctru luan an
1.5.1. Tinh hinh nghién citu trén thé gisi

Carrageenan tir rong do duoc ung dung lam ta dugc va cac dang chat
mang khac nhau nhu hat nano, vi nang, vi cau, hat va cong thtc hydrogel.
1.5.2. Tinh hinh nghién cau ¢ Viét Nam

D3 c6 nhiéu cong bé tach chiét va phan tich cac lectin tir rong do tir TS.
Lé Pinh Hung va cong su (2009- 2021). Céc lectin ¢ lién két N-glycan dang
high-mannose va c6 céu triic trong tu Vi cac dic tinh lién két N-glycan dang
high-mannose va ciu triic ciia cac lectin khang ung thu va virus (HIV, SARS-
CoV va influenza-cum) da dugc cong b trén thé gioi.

C6 nhiéu cong trinh nghién cau quy trinh thu nhan va tinh ché
carrageenan tir rong do, chii yéu cho céac ang dung trong cong nghiép thuc
pham. Tuy nhién hau nhu chua c6 cong bd nao vé nghién ctru cac dan xuat
tir carrageenan nhu carboxymethyl-kappa-carrageenan va kha nang wng
dung cua né trong thire pham hoic y hoc. Viéc nghién ciru tao hat vi nang tir
dan xuét carboxymethyl-carrageenan bao goi lectin tir rong do rét thiét thyc.



CHUONG 2: POI TUQONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. P6i twgng nghién ciu
Rong do Kappaphycus striatus “sacol” chung néu (F. Schmitz) Doty ex
P. C. Silva duoc thu thap tai Vinh Van Phong (120°29’ Bic, 109°10’ Dong),

tinh Khénh Hoa, Viét Nam vao thang 08/2020 dén thang 03/2021.
sy U > ﬂ

Hinh 2.2. Rong K. striatus: a) rong tuoi, b) rong khd, c) tiéu ban.
Rong do Betaphycus gelatinus chung (Esper) Doty ex P. C. Silva dugc
thu thap tai tinh Ninh Thuan (11°35' Bic, 109°02’ Bong) (nay la Khanh Hoa),
Viét Nam trong khoang thoi gian thang 04 dén thang 06/2022.

Hinh 2.3. Rong B. gelatinus: a) rong twoi, b) rong khé, c) tiéu ban.
Thoi gian thuc hién luian an: 01/2021-12/2024 tai Vién Nghién ctu va
Ung dung Cong nghé Nha Trang nay Ia Vién Hai duong hoc.

2.2. Chiét tach, tinh ché lectin va carrageenan tir rong dé

2.2.1. Chiét tach va tinh ché va xac dinh ham lrgng protein ciaa lectin
Pau tién lectin dugc chiét tir rong do, sau dé chiét carrgeenan tir ba rong.

Lectin dugc chiét va tinh ché theo phuong phép ctia Lé Dinh Hung va cong

su, 2011, 2015a. Ba rong dugc phoi kho co dang bot, dugc gitr ¢ -20°C, sau

do6 dung dé chiét carrageenan.



2.2.2. Chiét tach va tinh ché carrageenan

Tir bi rong thu dugc sau khi chiét tach lectin, carrageenan dugc chiét xuat
theo phuong phap tu nhién cua Craigie and Leigh, 1978 va phuong phap x
ly kiém cua Ohno, 1994.

2.3. Ché tao hat vi nang carrageenan — lectin va danh gia sw giai phong
lectin twr hat vi nang carrageenan — lectin
2.3.1. Téng hep din xuit carboxymethyl-carrageenan

Qua trinh carboxymethyl hoa cua carrageenan st dung quy trinh tong hop
ether caa Williamson
2.3.2. Ché tao hat vi nang carrageenan — lectin

Str dung phuong phap gel héa ion theo O. Sipahigil va cong su, 2001 va
K.H. Leong va cong su, 2011b d tao hat vi nang bao goi lectin.
2.3.3. Xac dinh sw giai phong lectin tir hat vi nang carrageenan-lectin

banh gia mic d6 giai phong lectin tur hat vi nang polysaccharide-lectin
bang phuong phap UV-Vis do d¢ hap thu quang cua protein & budc song 280
nm cua Harold Edelhoch, 1967.
2.4. Xac dinh thanh phan hoa hoc va dic trung ciu tric cia carrageenan,
carboxymethyl-carrageenan va hat vi nang carrageenan-lectin
2.4.1. Xac dinh thanh phan hoa hec ciia carrageenan, carboxymethyl-
carrageenan

Trong lwong phan tir (MW) cia carrageenan va cac dian xuat

carboxymethyl héa cia chiung duge xac dinh bang sic ky tham thau gel
(Shimadzu LC-20AD, Nhat Ban). Ham luong 3,6-anhydrogalactose trong
polysaccharide dugc xac dinh bang phuong phép resorcinol cua Yaphe va
Avrsenault, 1965 st dung D-fructose lam chét chuan. Ham lugng sulfate dugc
xac dinh theo phuong phap Terho va Hartiala, 1972 sir dung NaSO4 lam
chat chuan. Nhiét do tao gel va nhiét do tan gel duoc xac dinh theo phuong
phap cua Craigie va Leigh, 1978 bing cach s dung dung dich 1,5%



carrageenan trong 0,2% KCI; Do bén gel duoc do theo phuong phap cua
Ohno va cong su (1994).
2.4.2. Xac dinh dic trung ciu tric cia carrageenan, carboxymethyl-
carrageenan va hat vi nang carrageenan — lectin
Xac dinh cAu tric st dung phuong phap phd hong ngoai FT-IR va cong
huang tir hat nhan NMR; xac dinh d6 thay thé DS: bang hai phuong phéap: a)
chuan do dién thé va b) Phuong phap tinh tich phan dién tich tir pho *H NMR.
Xac dinh dic trung cau tric cia hat vi nang carrageenan — lectin: Kich
thudc va dic tinh bé mat cia hat nang dugc xac dinh bang kinh hién vi dién
tir quét phat xa trudng (FE-SEM) HITACHI S — 4800.

2.5. Panh gia hoat tinh sinh hoc va d trwong cia carrageenan,
carboxymethyl- carrageenan va hat vi nang carrageenan-lectin
2.5.1. Xac dinh hoat tinh chéng oxy héa ciia carrageenan va dan xuit
carboxymethyl-carrageenan

Hoat tinh chdng oxy héa duoc thir nghiém theo phuwong phap dugc md ta
theo Shimada va cong su, 1992.
2.5.2. Xac dinh hoat tinh ngung két hong ciu cia lectin, carrageenan va
hat vi nang carrageenan-lectin

Panh gia hoat tinh ngung két hong cau caa lectin, carrageenan va cac mau
KC-0/1 va CMKC-1/1+5/1 va lectin tir hat vi nang polysaccharide-lectin
2.5.3. Xac dinh d trwong cia hat carrageenan va cac din xuit
carboxymethyl-kappa-carrageenan

Do truong cua hat carrageenan va cac dan xuit carboxymethyl-kappa-
carrageenan dugc xac dinh theo phuong phap cua K.H. Leong va cong su,
2011.



CHUONG 3: KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Két qua xac dinh thanh phan hoa hoc, dic trung ciu tric va dic tinh
cua lectin va carrageenan tir rong dé Kappaphycus striatus
3.1.1. Thanh phan, dic tinh va cu tric cia lectin tir rong dé Kappaphycus

striatus
Bang 3.2. Ham lugng protein va hoat tinh NKHC cua lectin chiét tir rong
do K. striatus

Lectin tir Dich thé Dich sau két Dich sau
K.striatus tua SKLG
Thé tich (mL) 800 19,4 600
Protein (mg/mL) 1,77 1,73 0,053
Protein tong (mg)  1416,00 33,56 31,80
HA (HU/mL) 128 256 8

HTTS (HU) 102400 4996 4800
HTR (HU/mL) 72,31 148,87 150,95
LHC(ug/mL) 16,39 6,76 6,63

HA: Hogt tinh cia 1 mL djch lectin; HTTS: Hoat tinh tong sé; HTR: Hoaqt tinh
riéng LHC (Lowest hemagglutination concentration): nong dé nho nhat gay NKHC;
SKLG: Sdac ky loc gel.

Két qua khao sat anh huong cua cac ion kim loai, nhiét d6 va khoang pH
dén hoat tinh NKHC cua lectin.

Bang 3.3. Két qua thi nghiém anh hudng cua cation héa tri hai ¢én hoat

tinh ngung két hong cau cua lectin tir rong K. striatus.

Mau Hoat NKHC (HU/mL)  Hoat NKHC (%)
Mau khong kim loai 128 100
EDTA 128 100
Ca?* 128 100

Mg?* 128 100




10

8

Hoat tinh ngwng két hng cu (HU/mL)

o

&0 70 80 90 100
Mhigtda (°c)
pH

Hinh 3.1. Hoat tinh NKHC cua Hinh 3.2. Hoat tinh NKHC cua

lectin tir K. striatus thay d6i theo  Jectin tir K. striatus & cAc gia trj

Pic hiéu lién két carbohydrate cia lectin tir rong d6 K. striatus:
Bang 3.4. Nong d6 dudng monosaccaride va glycoprotein nho nhat c6 kha

ning wc ché hoat tinh NKHC cua céc lectin tir rong do K. striatus.

STT | Monosaccharide va Nong do nhé
Glycoprotein nhat
Monosaccharide Crin (MM)

1 Glucose -

2 N-acetyl-D-glucosamine -

3 D-galactose -

4 N-acetyl-D- galactosamine | -

5 D-mannose -

6 N-acetyl-D-manosamine -

7 Xylose -

8 N-acetyl neuraminic axit -
Glycoprotein Chin (ug/mlL)

9 Transferrin -

10 Asialo-Transferrin -

11 Fetuin -

12 Asialo-Fetuin 31,2

13 Yeast mannan 7,8

14 Porcine thyroglobulin 7,8

15 Porcine stomach mucin 62,5

16 A5|a_lo-porcme stomach 625
mucin
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Lectin tir rong do K. striatus va cho thay c6 lién két dac hiéu vai N-glycan
dang high-mannose. Do d6 cac lectin c6 kha nang khang cac virus, mé ra cac
tiém nang tng dung trong y hoc.

3.1.2. Thanh phan, tinh chat va dic trung cau tric caa carrageenan tir
rong dé Kappaphycus striatus
Carrageenan duoc chiét tir 2 phuong phéap c6 sy khéc biét va thanh phan
va tinh chét duoc thé hién ¢ Bang 3.5 va Hinh 3.5.
Bang 3.5. Ham luwong va thanh phan
cuia carrageenan duoc chiét tir rong K. striatus.

Thanh phan Carrageenan
tr K. striatus

Phuwong phdp chiét

carrageenan tu nhién

Ham lwong carrageenan (% 458 +2,8
rong kho w/w)

pR——

Hinh 3.5. Hinh anh

Phuwong phdp chiét )
carrageenan xi Iy kiem carrageenan chiét tach
Ham lugng carrageenan (% 31,3+35 tir rong K. striatus theo
rong kho w/w) , A
Ham luong DA (% 277+07  Phuongphap tynhién
carrageenan w/w) va phuong phép xtr ly
Ham lwong Sulfate (% 27,7+0,9 kiém.
carrageenan w/w)

Nhiét do tao gel (°C) 445+ 0,5

Nhiét d6 tan gel (°C) 61,5+0,5

Do bén gel (g/cm?) 595 +10

MW (kDa) 791+ 9,3

Dic trung ciu tric caa carrageenan tir rong do K. striatus duoc danh gia
dira vao két qua phan tich phé hong ngoai (FI-IR) va phé cong huéng tir hat
nhan NMR. Quan sat phd hong ngoai (FT-IR) Hinh 3.6 cua polysaccharide
tir rong d6 K. striatus tir hai phuong phap chiét ty nhién va chiét xa ly kiém
(KOH) cho thay céc dai hap phu dién hinh cua polysaccharide sulfate kappa-
carrageenan.
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Hinh 3.6. Phé FT-IR cua carrageenan tir rong K. striatus: a) carrageenan
chiét tu nhién, b) carrageenan chiét xir ly kiém (KOH).
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Tir két qua phan tich cua phd hong ngoai FT-IR va phd cong hudng tir hat
nhan NMR, xéc dinh carrageenan chiét tach tir di teong rong Kappaphycus
striatus nudi trong lai vinh Van Phong c6 chtra thanh phan chu yéu la kappa-
carrageenan va mét lugng nho iota-carrageenan.

3.2. Két qua xac dinh thanh phan, tinh chat va dic trung cau tric cia
lectin va carrageenan tir rong d6 Betaphycus gelatinus
3.2.1 Thanh phin va dic tinh caa lectin tir rong dé Betaphycus gelatinus
Két qua phan tich ham luong protein va hoat tinh NKHC cua lectin chiét
tach tur rong do B. gelatinus dugc trinh bay ¢ Bang 3.8.
Bang 3.8. Ham luong protein va hoat tinh NKHC cua lectin chiét tur
rong d6 B. gelatinus.

Lectin tir Dich thd Dich sau két  Dich sau
B.gelatinus taa SKLG
Thé tich (mL) 1650 307,5 1320
Protein (mg/mL) 1,31 1,26 0,034
Protein tong (mg) 2161,50 386,86 44,88
HA (HU/mL) 64 256 8

HTTS (HU) 105600 78720 10560
HTR (HU/mL) 48,85 203,57 235,29
LHC(ug/mL) 8,44 4,91 4,10

HA: Hogt tinh cia 1 mL djch lectin; HTTS: Hoat tinh tong sé; HTR: Hoaqt tinh
riéng LHC (Lowest hemagglutination concentration): nong dé nho nhat gay NKHC;
SKLG: Sdc ky loc gel.

Pic hiéu lién két carbohydrate cua lectin tir rong dé Betaphycus
gelatinus

Hoat tinh ngung két hong cau cua lectin tir rong do rong B. gelatinus
khong bi ¢ ché boi cac monosaccaride va glycoprotein nhur transferrin,
asialo-transferrin va fetuin. Bong thoi hoat tinh NKHC ciia cac lectin tir rong
do B. gelatinus khong bi tc ché bai cac glycoprotein nhu transferrin va
fetunin. Lectin tir rong B. gelatinus cho thay c6 lién két dic hiéu véi N-
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glycan dang high-mannose, day 1a tinh chat quan trong dén ng dung cua
lectin trong y hoc nhu khang virus, khang ung thu.
3.2.2. Thanh phan, tinh chét va dic trung cau tric cia carrageenan tir
rong doé Betaphycus gelatinus
Két qua phan tich thanh phan cho biét cac s6 liéu vé ham luong
carrageenan, ham lugng 3,6-anhydro-D-galactose va sulfate cta carrageenan
duoc chiét tir rong B. gelatinus theo tirng thoi gian thu hoach duoc téng hop.
Nhan thdy c6 su thay d6i nho theo cac thang thu hoach vé ham lugng
carrageenan, ham lugng 3,6-anhydro-D- galactose va sulfate.
Bang 3.10. Ham luong va thanh phan cua carrageenan duoc chiét tir B.
gelatinus theo tirng thoi gian thu hoach.
Chiét tu nhién Chiét xir ly kiém
Théng | Ham Ham
DAP Sufate DA® Sufate
lwong @ Iwong 2
Bén 68,2+2,1 | 23,1£0,5 | 17,9£1,7 | 24,2+1,7 | 42,3+0,6 | 8,7£0,4
Nam | 73,1+2,3 | 24,840,6 | 20,3+0,6 | 31,5+1,8 | 43,9+0,7 | 8,6+0,5
Sau 68,4+2,2 | 23,4+0,4 | 20,0+0,7 | 23,7+1,6 | 41,6+0,6 | 8,8+0,5
2 tinh trén % trong lwong khd cua rong, ° tinh trén % trong lLrong

carrageenan, DA: 3,6-anhydro-D-galactose

Cac két qua phan tich FT-IR va NMR cho thiy polysaccharide tir B.
gelatinus 1a mot carrageenan lai hda gom beta-carrageenan va kappa-
carrageenan, trong d6 ham luong kappa-carrageenan tuong d6i thap va kho
tach riéng hai loai carrageenan nay. Trong dé nghién ciu ndy do thanh phan
khong doéng nhat cua carrageenan tir B. gelatinus, nén dan xuat
carboxymethyl-carrageenan duoc tién hanh tong hop tir kappa-carrageenan
chiét tach tir rong do K. striatus.
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Hinh 3.10. Phd 'H NMR cua
carrageenan tir B. gelatinus: a)
carrageenan chiét tu nhién, b)
carrageenan bién d6i kiém (KOH).

H|nh 3 11 Pho 13CNMR cua

carrageenan tir B. gelatinus: a)

carrageenan chiét tu nhién, b)
carrageenan bién doi kiém (KOH)

3.3. Két qua xac dinh dic tinh va dic trung cau tric cia carboxymethyl-

kappa-carrageenan va hat vi nang carrageenan-lectin

3.3.1. Thanh phan va tinh chét ciia carboxymethyl-kappa-carrageenan
Bing 3.12. Thanh phan cua cac mau CMKC

Mau DA (% wiw) sulfate (Yow/w) MW (kDa)
KC-0/1 285+0,8 23,9+£0,7 747,4 £ 8,3
CMKC-1/1 27,5+0,6 23,8+0,7 756,1+7,5
CMKC-2/1 26,2+ 0,6 23,7+0,6 7728+7,3
CMKC-3/1 236+0,5 234+05 779.6 £9,9
CMKC-4/1 195+0/4 225+0,5 775,0£6,2
CMKC-5/1 184+04 22,3+0,5 7743£6,3

DA: 3,6-anhydro-D-galactose; MW: trong luong phan tit trung binh xdac dinh

theo phirong phdp sdc ky tham thau gel. sé liéu tinh trung binh = SEM (n = 3)
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3.3.2. Pic trung cau tric cia carboxymethyl-kappa-carrageenan tir rong
Kappaphycus striatus

Két qua phan tich phd caa cac mau carboxymethyl-kappa-carrageenan so
v6i mau kappa-carrageenan ban dau duoc trinh bay ¢ Hinh 3.12. Su hién
dién cua ba dai mgi cho thdy quéa trinh carboxymethyl hoa kappa-
carrageenan da thanh cong tao carboxymethyl-kappa-carrageenan.

a) KC

ﬂ\\-. S 1640%Tm 1 \ "'J V B40 em !
H:O dac ddngbién dang 12325 em 14 b-Da (Ga5)
323
b) KC-071 O=5=0 co izmnna

N T i
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Hinh 3.12. Ph6 FT-IR ctia cac mau carboxymethyl-kappa-carrageenan
Gia tri do thé DS duogc phan tich mang tinh twong dbi, va céc gia tri
DS do dugc tir hai phuong phap c6 su chénh Iéch nho. Do thay thé (DS) dugc
tinh dua vao phd 'H NMR dao dong tir 0,24 dén 1,12. Sy thay thé téi da dat
duoc ¢ty 1€ mol MCA/KC (3/1), véi ty I€ mol cao hon lam giam DS. Nguyén
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nhén cua sy giam DS ¢ ty 1€ mol MCA/KC tang cao (>3) la do phan ttng phu
tir natri monochloroacetate va NaOH, dan dén su hinh thanh natri glycolate.
Khi tang ty I¢ mol MCA/KC, nong d6 MCA ting 1én, lam giam lugng NaOH
phan g véi KC dé tao thanh ankoxide (do thé tich NaOH khong d6i), dan
dén giam DS.

Trong sb céc phdé *H NMR cuaa cac mau CMKC, phé CMKC-3/1 dugc
chon dé thé hién cac dinh proton méi (Hinh 3.13. e), do mirc d6 thay thé cao
nhat. So sénh cac gia tri 6 chuyén dich cia KC ¢ Bang 3.6, KC-0/1 ¢ Bang
3.13, vd mau CMKC-3/1 & Bang 3.13 cho thdy su xuit hién cua cac dinh
proton mai va cac dinh nay khéng ¢ trong pho KC-0/1, chi ra rang cac nhom
hydroxyl cuaa KC-0/1 da dugc carboxymethyl héa.

S48

! =i“‘:;§éz%
() KE NV
nan ot m‘:‘:mmmm aKe
I S ol B P l Lol N
‘ B) KC0/:
(b} KC-01 J
R —— el
{¢) CMKE-11 Jk € CMIKC-1/1
__j'\____ ___,‘"\_JJL\A_ _,J\__,. N N J. { J
P
-coo )
:u]cmxc;.n carc/t
I NV B SN AN
i dlih L
- Loo
(e} CMKC-311 B2 \ J NNNNN el OMKC3/1 =, ”%\Mﬁ
J"IL L J}\JLJ \ v\/r\w"\.f* e o - Mh]l I ‘
“ -Coo- -
m:mc-m M& newean 1 ‘
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m oo
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Hinh 3.13. Ph6 '*H NMR cia  Hinh 3.15. Ph6 *C NMR cua
kappa-carrageenan va CMKC. kappa-carrageenanva CMKC.
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Hinh 3.17. Téng hop carboxymethyl-kappa-carrageenan.

Quan sat phd C NMR & Hinh 3.15 cho thay su so sénh cac dich chuyén
hoa hoc giita cac mau KC, KC-0/1 (Hinh 3.15. a, b) va CMKC (Hinh 3.15.
¢, d, e, f, g). Céc tin hiéu dinh ndi bat xuat hién ¢ 8= 179,95 va 179,10 ppm
dugc biéu thi cho carbon ciia nhém carboxylate (COO"). Su xuét hién cua tin
hiéu tir 177,7 - 182,6 ppm ciing di duoc bao cdo d6i voi cac nhom thé
carboxymethyl trong KC. Dya trén ty 1¢ cudng do dinh cua *C NMR va gia
tri DS tir *H NMR chi ra rang cac nhém hydroxyl trong KC-0/1 da duogc
carboxymethyl héa thanh cdng va kha nang phan (tng cua cdc nhém OH dugc
sap xép theo thir ty O-C2(G4S) > 0-C6(G4S) > O-C2(DA).

3.3.3. Xac dinh dd trwong ciia hat carrageenan va cac din xuit
carboxymethyl-kappa-carrageenan

Céc hat CMKC-1/1 d&én CMKC-5/ c6 d9 truong thip hon ¢ mdi truong
pH=1,2 (tir 1,47 dén 6,84), va c6 do truong cao hon nhiéu & moi truong
pH=7.4 (tir 2,97 d&én 15,74). Su thay ddi d6 truong cta cac hat CMKC khi
thay d6i médi trudong pH do sy ¢6 mit ciia nhém carboxymethyl trén KC

{a)  pHe12 18 [b) pH=7,4

Hinh 3.18. B truong cua cac hat KC-0/1 va carboxymethyl-kappa-
carrageenan (CMKC-1/1 d¢én CMKC-5/1) & méi truong: (a) pH = 1,2, (b)
pH=74.
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3.3.4. Pic trung ciu tric cha hat vi nang carrageenan-lectin

Hat nang vi nang kappa-carrageenan bao boc lectin (Ky hiéu: KC-L) va
carboxymethyl-kappa-carrageenan ty ¢ 3/1 bao boc lectin (Ky hiéu: CMKC-
3/1-L) sau khi tao c6 dang hinh ciu, trong suét va c6 mau hong cua dich
lectin. Sau d6 cac hat duoc l1am khd, hat co6 d6 x6p, mau sic cua hat c6 su
thay dbi dam nhat phu thudc vao ti 1é caa polysaccharide va lectin. Sau khi
sdy kho cac hat vi nang c6 dang it hinh ciu hon va ¢ cau tric xop.

a) hit CMKC-3/1-lectin wot b) Hat CMKC:3/-lectin khd ] MO phong hat carrageanan-fectin

Hinh 3.19. Hat vi nang CMKC-3/1-L dang: a) hat uét, b) hat siy khé, c)
mo phong hat vi nang carrageenan-lectin. Néng d6 CMKC-3/1 la 3,0%.

') b) R

a)

Hinh 3.20. Anh SEM cua (a) hat KC-L, (b) bé mit hat KC-L, (c) hat
CMKC-3/1 khdng ¢ lectin, (d) bé mat hat CMKC-3/1 khdng c6 lectin (e)
Hat CMKC-3/1- L, (f) bé mat hat CMKC-3/1- L.
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3.4. Két qua danh gia hoat tinh sinh hoc ciia carrageenan, carboxymethyl-
kappa-carrageenan va hat vi nang carrageenan-lectin
3.4.1. Hoat tinh chéng oxy héa ciia carrageenan va carboxymethyl-kappa-
carrageenan

Céc carrageenan da duoc chuang minh 1a chat chéng oxy héa tiém ning
dé ngan ngira ton thuong oxy hoa & cac sinh vat séng. Va hau hét cac
polysaccharide carboxylmethyl hoa déu c6 kha nang chdng oxy hda tét hon
bang céch tryc tiép bat cac goc tyu do.

(a)

Hinh 3.21. Hoat tinh chéng oxy hoa cua KC-0/1 va carboxymethyl-
kappa-carrageenans (CMKC-1/1 ¢én CMKC-5/1) & ndng d6 (500 pg/mL).
(a) Hoat tinh bat gbc ty do - RSA (%) ctia DPPH va (b) Hoat tinh tuong
duong ndng do acid ascorbic (AC). C4c gid tri la gia tri trung binh £SD (n
= 3). Su khac biét dugc chi ra bang diu hoa thi. *P < 0,05 va **P < 0,01
ddi véi CMKC so véi KC-0/1.

3.4.2. Hoat tinh ngung két hdng cau

- (b}
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Hoat tinh ngung két hang
cdu ciia CMKC trén cac nhom
mau A, B, AB, O ciia nguoi
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Hinh 3.23. Nong d6 ngung két hong
cau thap nhat (LHC) (mg/mL) cia KC-
carrageenan. 0/1 va CMKC (CMKC-1/1 dén
CMKC-5/1) trén cac nhdm mau nguoi.

carboxymethyl trong kappa-
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Hoat tinh ngung két hang
cdu ciia CMKC trén mau thé
da xw ly trypsin

Két qua phan tich cho thiy H H
hoat tinh ngung két hong cau L0 [
cua CMKC trén hdng ciu thé '
ciing phy thugc vao muc do

LHE {mg/mL)

Méau

Hinh 3.24. Nong d6 ngung két hong
o cau thap nhat (LHC) (mg/mL) cua KC-
thay thé nhom carboxymethyl 0/1 va CMKC (CMKC-1/1 dén
trong kappa-carrageenan. CMKC-5/1) trén hong cau tho.

Hoat tinh ngung két hong cau cia dung dich carboxymethyl-kappa-
carrageenan va lectin

Sir lién két giia KC va CMKC véi lectin: Tién hanh thi nghiém twong tu
phan tich dac hiéu lién két carbohydrate cua lectin voi cac duong va
glycoprotein. Két qua phan tich cho thay gitta KC, CMKC-(1/1 dén 5/1) véi
lectin khong c6 cac lién két dic hiéu.

Hoat tinh ngung két hong cau cua dung dich carboxymethyl-kappa-
carrageenan va lectin: Két qua phan tich cho thiy hoat tinh NKHC cuaa hén
hop tang khi tang nong 6 CMKC-3/1 tir 2,0% dén 3,0%, tiép tuc ting ndng
d6 CMKC-3/1 dén 4,0% hoat tinh khong doi.

3.5. Panh gia sy giai phong lectin tir hat vi nang polysaccharide — lectin

Quan sat su giai phdng lectin theo thoi gian cua cac hat vi nang trong
dung dich dém c6 pH = 1,2) va pH = 7,4, dich ngadm ban diu khéng mau sau
d6 chuyén dan sang mau hong cua lectin. Hat tir KC ¢c6 sy giai phong lectin
trong ca hai moi truong nhanh hon so voi cac hat tao tir CMKC. Diéu nay
gilip han ché sy phan hiy lectin & méi truong pH thap va tang thoi gian luu
tri & moéi truong kiém. Khi ting nong d6 CMKC-3/1 thi ham lugng lectin
dugc giai phong sé cham hon, do ham lugng CMKC-3/1 tang sé lam tang
mat do lién két bé mit hat, can c6 thém thoi gian dé CMKC-3/1 khuéch tan
trong dung dich ¢ pH = 1,2, va trwong n¢ & moi truong pH = 7,4.
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KET LUAN

Luan 4n d3 hoan thanh cac muc tiéu da dit ra va thu duoc mot sb két

qua chinh nhu sau:

1. Pay 1a cong trinh nghién ciru khoa hoc dau tién ¢ Viét Nam thu
nhan tich hop lectin va carrageenan tir hai d6i tuong rong do: Kappaphycus
striatus duogc trong tai vinh Van Phong tinh Khanh Hoa va Betaphycus
gelatinus duoc thu hoach tu nhién tai viing bién tinh Ninh Thuan (nay thuoc
tinh Khanh Hoa). Luan an da phan tich dic tinh cau tric va hoat tinh sinh
hoc cua cac lectin va carrageenan chiét tach tir cac dbi tuong rong do:

- Thanh phan cua rong d6 Kappaphycus striatus cha yéu la kappa-
carrageenan vGi mot phan nho iota-carrageenan, trong khi d6 thanh phan héa
hoc cua carrageenan tir rong Betaphycus gelatinus la carrageenan lai héa
gom beta-carrageenan (68,6%) va kappa-carrageenan (31,4%)

- Cac lectin tor rong d6 Kappaphycus striatus va Betaphycus
gelatinus duoc xac dinh thanh phan va c6 hoat tinh ngung két hong cau trén
hong cau tho.

2. Lan dau tién tng hop dan xuit carboxymethyl-kappa-carrageenan
tir kappa-carrageenan cua rong dé Kappaphycus striatus nuéi trdng tai vinh
Van Phong tinh Khanh Hoa, Viét Nam. Kappa-carrageenan va dan xuat
CMKC tir rong d6 Kappaphycus striatus duoc phan tich cu tric va cho thiy
¢6 hoat tinh NKHC va chdng oxy hda. Cac dan xuat CMKC c6 do truong nd
phu thudc vao pH ctia méi truong. Trong d6, mau CMKC-3/1 c6 d6 thé cao
nhét (DS = 1,12) véi céc hoat tinh cao hon cac mau con lai; dong thoi hat vi
nang tao tir CMKC-3/1 ¢6 d truong nd thip ¢ moi truong pH = 1,2 va do
trrong nd cao hon cac mau con lai & moi trudng pH = 7,4.

3. Pi tao duoc hat vi nang tir kappa-carrageenan va dan xuat CMKC-
3/1 chwra lectin tir rong d6 Kappahycus striatus, sir dung nong do dan xuat la
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3% dé dat hiéu xuat boc cao; lectin van giir duoc hoat tinh ngung két hong
cau trong qua trinh tao hat vi nang; va da budc dau danh gia kha ning giai
phdng lectin cua hat vi nang & cac méi trudng pH thay ddi 1,2 va 7,4 cho
thay lectin tir hat vi nang dan xuat CMKC ¢4 sy giai phong cham hon so v6i
cac hat tur KC theo thoi gian.

KIEN NGHI

1. Tiép tuc danh gia dong hoc giai phong lectin cua cac hat vi nang & cac moi
truong pH thay doi.

2. Xac dinh cac hoat tinh cua lectin dugc giai phong khoéi hat vi nang tai cac
mdi truong pH thay doi.

3. Nghién ciru tao hat vi nang tir carboxymethyl-kappa-carrageenan boc cac
chat mang hoat tinh sinh hoc khac nhu curcumin tir ca nghé, beta-carotene
tir gac, muc dich ting tinh d6 hoa tan khi st dung qua duong tiéu hoa.
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