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LOI CAM DPOAN

T6i xin cam doan luan an: " Nghién ciu tong hep, ddc tinh cdu tric va hoat
tinh sinh hec cia hat vi nang carrageenan-lectin ter rong do" la cong trinh nghién
ctru cua chinh minh duéi sy huéng dan khoa hoc cua tap thé hudng dan. Luan an sir
dung thdng tin trich dan tir nhiéu ngudn tham khao khéac nhau va céc théng tin trich
dan duoc ghi rd nguon goc. Cac két qua nghién cau cua toi duge cong bd chung voi
cac tac gia khac da dugc sy nhat tri cua ddng tac gia khi dua vao luan an. Céc sé liéu,
két qua dugc trinh bay trong luan &n 1 hoan toan trung thuc va chua timg dugc cong
bé trong bat ky mot cong trinh nao khéc ngoai cac cong trinh céng bé cua tac gia.
Luéan an duoc hoan thanh trong thoi gian téi lam nghién ciu sinh tai Hoc vién Khoa

hoc va Céng nghé¢, Vién Han lam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam,
Ha Noi, ngay thang nam

Tac gia luan an

Hoang Thi Trang Nguyén



LO1 CAM ON
Trude tién, t6i xin duoc bay to 1ong biét on siu sic dén Thay TS. Lé Dinh
Hlng - Vién Nghién ctu va Ung dung Cong Nghé Nha Trang (nay la Vién Hai duong
hoc) va C6 PGS. TS. Thanh Thi Thu Thuy - Vién Hoa hoc da hudng dan, chi bao va

gitip d& tan tinh trong sudt qua trinh thuc hién luan an.

TOi xin tran trong cam on Ban lanh dao Ban Lanh dao, phong Pao tao, cac
phong chirc niang cua Hoc vién Khoa hoc va Cong ngh¢, Vién Nghién ctu va Ung
dung Cong Nghé Nha Trang (nay la Vién Hai duong hoc), Vién Hba hoc, va Vién
Khoa hoc Vat liéu d3 tao diéu Kién va giup d& toi trong qué trinh hoc tap va nghién
chu.

TOi xin tran trong cam on Ban giam hiéu truong Pai hoc Nha Trang, 1anh dao
Khoa Cong nghé Thuc pham, cac ddng nghiép trong B6 mdn K¥ thuat Hoa hoc noi
t6i cong tac da tao diéu kién va hd tro vé sap xép cong viéc chuyén mon dé t6i dam
bao tién do thuc hién luan an.

T6i xin chan thanh cam on cac anh chi Phong Céng nghé sinh hoc bién - Vién
Nghién ctu va Ung dung Cong nghé Nha Trang (nay la Vién Hai duong hoc), va
Trung tdm phd Cong huéng tir hat nhan - Vién Hoa hoc di hd tro tdi trong qua trinh
phan tich cac két qua thyc nghiém.

Cubi cuing, toi xin cam on gia dinh than yéu d3 luén bén canh, quan tam, gidp

dd, dong vién va khich 18 dé tdi hoan thanh luan an.

Ha Noi, ngdy  thang nam

Tac gia luan an

Hoang Thi Trang Nguyén
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1
MO PAU
Ly do chon d@ tai

Viét Nam véi chiéu dai bo bién khoang 3260 km 1a méi truong thuan loi tao
diéu kién phat trién ngudn rong bién da dang va phong phd. Theo cac nghién ctu
rong bién ¢ Viét Nam c6 4 nganh 1a rong d6 (Rhodophyta), rong nau (Phaeophyta),
rong luc (Chlorophyta) va rong lam (Cyanophyta). Trong d6 rong d6 Carageenophyte
gom cac loai Kappaphycus alvarezii, Kappaphycus striatus, Eucheuma denticulatum,
va Eucheuma gelatinae (Betaphycus gelatinus) cac loai rong c6 gia tri kinh té quan
trong duoc trong rong rai hoic thu hoach tu nhién ¢ mién trung, day khéng chi la
ngudn polysaccharide cho cong nghiép thuc pham, ma con la nguon lectin gia tri dé

st dung trong y hoc [1-9].

Lectin 1a mot protein hoic glycoprotein c6 kha nang lién két dac hiéu voi cac
cau trac carbohydrate khac nhau trén bé mit té bao hoac trén 16p vo vi khuan va virus.
Vi vay, lectin khdng chi duoc dung nhu thudc thir hda sinh trong nhiéu linh vuc
nghién ctiru, ma con cé tiém nang st dung trong cac liéu phap chita bénh ung thu va
khang virus [10-12]. Mot s6 lectin duoc chiét xuét tir rong d6 véi cac dic tinh riéng
c6 hoat tinh khang khuan, khang virus, khang té bao ung thu nhu lectin chiét tir rong
Eucheuma serra [13-15], lectin KAA-2 tir rong Kappaphycus alvarezii da cé hoat
tinh e ché manh sy lay nhiém cua cac dong virus cim (HIN1 va H3N2) & nong d6
nanomol [16, 17], lectin KSL tir rong d6 Kappaphycus striatus c6 tac dung chdng
ung thu trén 5 dong té bao ung thu HT29, Hela, MCF-7, SK-LU-1 va AGS [3, 8, 18].
Tuy nhién, rat khé dé sir dung truc tiép lectin qua duong miéng, do anh huong cia
moi truong acid trong da day va enzyme trong duong rudt. Vi vay can tim ra cac chat
mang khong chi c¢6 cac dic tinh twong thich véi ban chat cua lectin, ma con thé hién
kha nang phan hay sinh hoc, tinh turong thich sinh hoc, bao vé chat c6 hoat tinh sinh
hoc va giai phong c6 kiém soat & vj tri dich. Trong sb cac polymer duoc dung dé lam
chat mang, cac polysaccharide tu nhién tir rong bién nhu carrageenan, alginate va cac

dan xuat cua ching dang duoc tap trung nghién ciru nhiéu nhat.

Polysaccharide tir rong do chu yéu 1a cac carrageenan. Miac du carrageenan co

kha nang lam chit mang cho cé&c hop chit c¢d hoat tinh sinh hoc va thudc, nhung mot



vat lidu 1am chat mang c6 hiéu qua d6i véi cac chat c6 khdi luong phan tir Ion
(polypeptide, protein, vaccine, acid nucleic va gene) can phai dam bao s giai phong
cac chat trong ving rudt, dé c6 thé ngan chan sy giai phong cac chat som hoic su
phan hay ching trong méi truong pH thap trong da day. Biéu nay c6 thé duoc thuc
hién bang cach gin cac nhom nhay véi pH, nhu gan nhém carboxyl (-COOH) vao
cu tric carrageenan thong qua qué trinh carboxymethyl hoa. Carboxymethyl
carrageenan c0 tinh chat truong phu thudc vao do pH rat thich hop dé phan phdi cac
chat c6 hoat tinh qua dudng tiéu héa c6 méi truong thay dbi do pH tir ¢ tinh acid
(pH tir 1-3) trong da day, sang hoi kiém (pH tir 6-8) trong rudt [18]. Bén canh do,
chat mang tir dan xuét carboxymethyl cua carrageenan con tao ra mot dién tich tiép
xuc 16n trén bé mat té bao, gitp tang hiéu qua tham thudc va cac chat c6 hoat tinh

sinh hoc qua mang ruot [19].

O Viét Nam, rong do da duoc nudi trong rong rai hoac thu hoach tu nhién. Cac
rong nay khéng chi ciing nhu ngudn nguyén lidu cho lectin va carrageenan, ma con
la ngudn thu nhap cho céc ho nudi trong ven bién. Tuy nhién, dé nang cao kha ning
sir dung ciing nhu gia tri kinh té ciia cac rong nay, viéc nghién ciru cac san pham moi
tir rong do 12 rat can thiét, dac biét 1a cac dan xuat carboxymethyl tir carrageenan cua
rong d6. Piéu nay da din dat nghién ctu sinh tién hanh thyc hién luan an: “Nghién
cieu tong hep, ddc tinh cdu tric va hoat tinh sinh hec ciia hat vi nang carrageenan-
lectin tir rong dé”, véi muc dich hudng dén phét trién nguon rong do ciing nhu ngudn

vat liéu sinh hoc cho sir dung trong thuc pham va y hoc.

Muc tiéu nghién cau

Luan an “ Nghién cizu téng hep, dac tinh cdu tric va hogt tinh sinh hec cia
hat vi nang carrageenan-lectin tar rong do” c6 muc tiéu nghién cau:

- Panh gia duoc hoat tinh ngung két hong cau cua lectin chiét tach tur 2 d6i
tuong rong do loai Kappaphycus striatus va Betaphycus gelatinus.

- Xac dinh duoc dic trung cdu tric carrageenan chiét tach tir rong do

Kappaphycus striatus va Betaphycus gelatinus.
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- Tong hop dugc dan xuit carboxymethyl-carrageenan, phan tich dic trung

c4u tric cua dan xuét carboxymethyl-carrageenan.

- Ché tao dugc hat vi nang carboxymethyl-carrageenan boc lectin, phan tich

dic trung cau trdc cua hat, danh gia sy giai phong lectin tir hat vi nang.

Noi dung nghién ciu

Noi dung 1: Pau tién chiét tach va tinh ché lectin tir rong do6 Kappaphycus

striatus va Betaphycus gelatinus, xac dinh hoat tinh cua cac lectin nay.

Noi dung 2: Thu ba rong sau khi chiét lectin, tién hanh chiét carrageenan tir ba
rong, nghién ciru dic trung cau tric cua carrageenan tir rong dé Kappaphycus striatus

va Betaphycus gelatinus.

Noi dung 3: Téng hop va nghién ciu dic trung cdu trdc dan xuat
carboxymethyl-kappa-carrageenan tir kappa-carrageenan c6 nguon goc tir rong do

Kappaphycus striatus.

Noi dung 4: Nghién ctru tao hat vi nang carboxymethyl-carrageenan boc lectin
tir rong Kappaphycus striatus, xac dinh dic trung cau tric va hoat tinh cua hat vi

nang.

Y nghia khoa hoc va thuc tién cia luan an

Luén an nghién ctru thu nhan tich hop ddng thoi lectin va carrageenan tir rong
do6 Kappaphycus striatus va Betaphycus gelatinus duoc nudi trong va thu hoach tai
vung bién Khanh Hoa. Két qua luan &n da xac dinh duoc dic diém céu trdc, thanh
phan hoa hoc ciing nhu hoat tinh sinh hoc cta céc carrageenan tir hai d6i twong rong

do, bo sung dit liéu khoa hoc cho ngudn tai nguyén rong bién trong nuéc.

Dic biét, luan 4n da tong hop thanh céng dan xuit carboxymethyl-kappa-
carrageenan (CMKC) tir rong d6 Kappaphycus striatus. Dan xuat nay thé hién tinh
truong nd phu thugc pH va c6 hoat tinh sinh hoc chdng oxy hoa va ngung két hong
cau. Bén canh d6, hé hat vi nang carrageenan-lectin va CMKC-lectin di duoc tao

thanh, cho thay kha ning bao boc, bao vé hoat tinh sinh hoc cua lectin trong cac moi
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truong pH thay d6i. Két qua nghién ciu c6 ¥ nghia khoa hoc quan trong cho hudng
phat trién cac hé chat mang tir cac polyssacharide tir rong bién.

Vé thuc tién, két qua cua luan an cho thay tiém ning ung dung cua rong do
trong dugc pham, chira cac chit cé hoat tinh khang virus, chéng ung thu va lam chét
mang trong céc hé phan phdi thudc. Bang thoi, nghién ctzu gop phan nang cao gia tri
sir dung cua rong d6 nudi trong tai Khanh Hoa, hudéng toi phat trién cac san pham
sinh hoc c6 gi4 tri gia tang cao, tir d6 vira mang lai hiéu qua kinh té vira hd tro dinh

huéng phat trién kinh té bién theo huéng bén viing.

Nhirng déng gop méi cia luan an

1. Pay la cong trinh nghién ciru khoa hoc dau tién ¢ Viét Nam thu nhan tich
hop lectin va carrageenan tir hai d6i twong rong do: Kappaphycus striatus duoc trong
tai vinh Van Phong tinh Khanh Hoa va Betaphycus gelatinus dugc thu hoach tu nhién
tai ving bién Ninh Thuan (nay 12 Khanh Hoa). Luan 4n d phan tich dac tinh cau tric
va hoat tinh sinh hoc cua cac lectin va carrageenan chiét tach tir cac rong do

Kappaphycus striatus va Betaphycus gelatinus:

- Thanh phan cua carrageenan tir rong d6 Kappaphycus striatus chu yéu la
kappa-carrageenan, trong khi d6 thanh phan hoda hoc cua carrageenan tir rong
Betaphycus gelatinus Ia carrageenan lai hda bao gdm beta-carrageenan va kappa-

Carrageenan.

- Carrageenan va dan xuat carboxymethyl-kappa-carrageenan tir rong d6 dugc

xac dinh c6 hoat tinh ngung két hong cau va hoat tinh chéng oxy hoéa.

2. Lan dau tién tong hop dan xuat carboxymethyl-kappa-carrageenan tir kappa-
carrageenan cia rong d6 Kappaphycus striatus nudi trong tai vinh Van Phong tinh
Khanh Hoa, Viét Nam. Dan xuit carboxymethyl-kappa-carrageenan cua kappa-
carrageenan tir rong do véi tinh chat truong né phu thudc vao su thay doi cua moi
truong pH ¢é tiém ning (g dung cua trong viéc tao cac chat mang boc cac chat co

hoat tinh sinh hoc trong y hoc.
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CHUONG 1: TONG QUAN
1.1. Téng quan vé rong do
1.1.1. Rong do6

Rong bién 1a cac sinh vat séng bam trén nén san hd chét hoic cac nén ciing &
cac viing ven bién. Rong bién c6 sin trong tu nhién, cd thé phét trién trong nhiéu moi
treong va dé trong trong moi trudng tu nhién ciing nhu thu hoach quanh nim. Theo
cac nghién ctu ¢ Viét Nam nam 2013 c6 trén 827 loai rong bién thudc 4 nganh la
rong lam (Cyanophyta), rong do (Rhodophyta), rong ndu (Phaeophyta) va rong luc
(Chlorophyta). Trong d6 rong d6 nhiéu nhat 412 loai, rong luc c6 180 loai, rong nau
c6 147 loai va rong lam c6 88 loai [27]. Rong bién c6 loi cho stc khoe do chira ham
luong vitamin va khoang chét cao, thanh phan héa hoc chinh cua tat ca céc loai rong
bién 1a gidng nhau, nhung ty 1 phan trim ham luong protein khac nhau tiy theo loai
(Bang 1.1) [28]. Rong nau c6 ham lugng protein khoang 3 - 15%, trong khi rong do
va rong luc chira 10 - 47% protein [28].

Bang 1.1. Thanh phan héa hoc caa rong bién.

Thanh Nwéc | Carbohydrates Protein Khoang | Chat béo
phan

Ham 80 - 50% ham lugng | Rong néu: 3 - 7-38% |1-3%

lwong 90% kho 15% ham lugng | ham ham
kho; lugng luong
Rong do va kho kho
xanh: 10 - 47%
ham luong khé

Rong do0 gom cac loai Kappaphycus alvarezii, Kappaphycus striatus,
Eucheuma denticulatum va Betaphycus gelatinus 1a nhiing loai rong quan trong vé
mat kinh té va duoc trong rong rai hoic thu hoach ty nhién ¢ Viét Nam, khong chi Ia
nguon lectin gia tri ma con 1a ngudn carrageenan dé sir dung trong thuc pham, my

pham va lam céc chat mang trong dugc pham.
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Rong c6 mau do 1a do c6 chua cac sic td carotenoid va phycobiliprotein.
Phycobiliprotein thu ning luong anh sang, duoc bién dbi thanh chat diép luc trong
qua trinh quang hop. Phycocyanin va phycoerythrin che lap chat diép luc va
carotenoid, din dén mau cua rong do, thay déi tir do sang tim [29]. Thanh phan chinh
cua polysaccharide tir rong d6 chu yéu la carrageenan véi cac tng dung da dang nhu
chat 1am day, tao két ciu, chét tao bot va chat 6n dinh duoc quan tm nhiéu dén nganh
cong nghiép hydrocolloid (keo wa nudc). Mot s6 loai rong do ¢ Viét Nam 1a ngudn
polysaccharide-carrageenan tir cac chi Kappaphycus va Eucheuma [27]. Tc do phéat
trién va thanh phan héa hoc cia rong do bi anh huong bai nhiét do cia nudc ciing
nhu cuong do anh sang va dinh dudng trong nudc,cac yéu té nay thay doi tly theo
dia phuong va mua [7, 8]. Hién nay, cac rong do Kappaphycus alvarezii,
Kappaphycus striatus dang duoc nudi trong tao nguén thu nhap thém cho céc ho
ngheo ven bién tai tinh Khanh Hoa, céc giéng nay duoc di nhap tir Philippines tir nim
2005 [30]. San lugng rong tiy thudc diéu kién va phuong phap nudi trong, loai K.
alvarezii c6 hiéu suat carrageenan tir 18 - 25% trong luong kho va do bén cua gel tir
1566 - 1712 g/cm?. Céc gia tri nay tuwong tu nhu gid tri thu duoc tir Kappahycus

alvarezii khi trong & Philippines va Indonesia [21].

Rong bién Viét nam sdng trong ving bién nhiét d6i ciing da duoc khao sét
chira hemagglutinin (lectin) [1, 4]. Cac két qua nghién ciru da dat dugc trude do cho
thay rang cac lectin tir rong do6 Kappaphycus alvarezii, Kappaphycus striatus va
Eucheuma denticulatum co dic tinh lién két N-glycan dang high-mannose [7, 8] va
C4u tric tuong tu Vi cac dic tinh lién két N-glycan dang high-mannose va ciu tric
cta cac lectin khang ung thu va virus (HIV, SARS-CoV va cum) da dugc cong bé [3,
13, 14, 16-18, 27, 28, 31-33] chi ra rang cac rong d6 dang duoc nudi trong ¢ Viét
Nam nhu Kappa alvarezii, Kappa striatus va Eucheuma denticulatum hura hen 1a mot
nguon lectin gié tri dé sir dung ciing nhu thude khang ung thu trong y hoc.

1.1.2. Loai Kappaphycus striatus va Betaphycus gelatinus

Rong d6 Kappaphycus striatus hay rong Bip St duogc dinh danh la

Eucheuma striatum (Schmitz) va xép vao chi Eucheuma thudc ho Solieriaceae, bo

Gigartinales, 16p Eucheumatoideae, nganh Rhodophyta. Mot sé loai trong chi

Eucheuma c6 thanh phan héa hoc chi yéu 1 kappa-carrageenan, nén nim 1989 Doty
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d3 tach ra mot chi méi, dat tén 1a Kappaphycus va xép loai rong Bip S vao chi nay
mang tén K. striatum. Sau d6 duoc Liao hiéu chinh thanh K. striatus vao nam 1996
[27, 35]. Rong Bap Su phat trién & khu vuc 6 sy trao dbi nudc trung binh, noi co
chat day cat — san hd. Rong Bap St ¢é nhiéu dong khac nhau, trong d6 ba dong rong
Sacol ndu, Sacol xanh va Payaka ndu c6 nhirng dac tinh sinh hoc vuot troi va dugc
trong phd bién & dao Coco, Philippines. Dén nam 2005, ba dong nay di dugc di nhap

trong vao vung bién céac tinh mién Trung, Viét Nam.

Bang 1.2. Hé théng phan loai rong Kappaphycus striatus va Betaphycus gelatinus.

Rong Kappaphycus striatus Betaphycus gelatinus

Gioi Plantae Plantae

Nganh  Rhodophyta, Wettstein Rhodophyta, Wettstein

Lop Florideophyceae, Cronquist Florideophyceae, Cronquist
Bo Gigartinales, F. Schmitz Gigartinales, F. Schmitz

Ho Solieriaceae, J. Agardh Solieriaceae, J. Agardh

Chi Kappaphycus, Doty Betaphycus

Loai K. striatus (F. Schmitz, 1895) Betaphycus gelatinus (Esper)

Doty ex P.C. Silva, 1996 Doty ex P. C. Silva 1996

Rong do Betaphycus gelatinus hay rong Hong Van dugc dinh danh Ia
Eucheuma gelatinae (Esp.) boi J. Agrardh vao nam 1847, ¢én nam 1996 duoc Doty
hiéu chinh 1a Betaphycus gelatinus (Esper), duoc xép vao chi Betaphycus, ho
Solieriaceae, by Gigartinales, 16p Eucheumatoideae, nganh Rhodophyta [27, 36].
Rong Betaphycus gelatinus sng & ran san hd chét ving nuéc trong, séng manh, phan
bd khap viing bién nhiét d6i An D6 Duong - Thai Binh Duong va mé rong dén mot
s6 khu vuc bién 6n doi caa Nhat Ban va Uc. Rong Hong Van sinh trueéng va phat
trién quanh nam, t6t nhat tr thang 12 dén thang 6 nam sau. Thanh phan chu yéu cua

rong Hong Van la carrageenan (gom cac loai beta -, gamma -, kappa -, iota-
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carrageenan), acid béo, protein, va cac chat khoang (lod, Nitrogen, Sulfate). O Viét
Nam hién rong phét trién tu nhién & ving bién Thira Thién Hué, Ninh Thuan, Binh

Thuan va dang dugc nghién ciru dé nudi trong.
1.2. Carrageenan tir rong do
1.2.1. Céu tric caa carrageenan

Carrageenan la tén goi chung cua mét ho polysaccharide va c6 kha nang tao
gel, 1a san pham thu dugc bang cach chiét tir mot sé loai rong d6 ho Rhodophyta,
thuong la tir cac chi nhuw Eucheuma, Solieria, Cripus, Chondrus, Hypnea, Sarconema,
Iridaea, Gigartinastellate va Agardhiella. Rong do chi Euchema va Kappaphycus la
loai rong bién dang duoc trong phd bién nhat & mot s6 nude Pong Nam A ciing nhu
ngudn thu nhap cho cac ho dan séng ving ven bién [37]. Carrageenan khéng c6 gia
tri dinh dudng va duoc sir dung nhu mot chét tao gel, 6n dinh va 1am dic va ciing nhu
chat thay thé chat béo trong céng nghiép thuc pham, dic biét 1a trong cac san pham

sira va trong linh vuc my pham, dugc pham, nganh dét va in [38].

Cau trdc carrageenan bao gom chua yéu céc goc D-galactose ma ching hinh
thanh cac disaccharide Iap lai qua lién két 3-p-D-galactopyranose va lién két 4-a-D-
galactopyranose. Carrageenan dugc phan loai theo mirc d6 thé cac nhom este sulfate
trén cac nhom hydroxyl va vi tri thé caa chung nhu kappa (k) carrageenan, iota (1)
carrageenan, lambda (L) carrageenan, mu (Q) carrageenan, nu (v) carrageenan, theta
(0) carrageenan, alpha (o)) carrageenan, beta (B) carrageenan, Gamma (y) carrageenan
va delta (8) carrageenan [38, 40] (Hinh 1.1). Trong s6 nay ba loai kappa-, iota- va
lambda-carrageenan c6 tam quan trong vé mat thuong mai do tinh chat déo va tao
keo cua ching [41]. Nhitng tén goi ndy khéng phan anh ciu tric héa hoc xac dinh ma
chi 1a su khac biét chung vé thanh phan va mirc d6 sulfate hoa tai c4c vi tri cu thé
trong carrageenan. Kappa-carrageenan c6 ham Iugng ester sulfate khoang 25 - 30%
va ham luong 3,6-anhydro-D-galactose khoang 28 dén 35%. lota-carrageenan ¢ ham
luong ester sulfate khoang 28 - 30% va ham lugng 3,6-anhydro-D-galactose khoang
25 - 30%. Lambda-carrageenan c6 ham lugng ester sulfate khoang 32 - 39% va khong

c6 ham luogng 3,6-anhydro-D-galactose [42].
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Céc loai carrageenan thu duoc tly thudc vao quy trinh chiét va ngudn rong dé
nguyeén liéu. C4c loai carrageenan & trén khac nhau vé vi tri va s6 nhom ester sulfate
dinh vao chudi polysaccharide, do d6 mdi loai c6 tinh chat vat ly va hoa hoc dic trung

khac nhau.

1.2.2. Tinh chat héa ly, hoat tinh sinh hec va kha ning wng dung cia carrageenan
1.2.2.1. Tinh chdt héa Iy va hogt tinh sinh hec ciia carrageenan

Kha nang phan tng hoa hoc cua carrageenan chii yéu 1a do cac nhom ester
sulfate c6 tinh anion. Céc carrageenan thuong mai thuong & dang mudi natri, kali va
canxi hoac phd bién nhét 1a hdn hop cta chung. Cac dic tinh vat Iy cua carrageenan
dugc quyét dinh bai cac cation lién két, ciing véi cau triic caa cac don vi duong trong

mach carrageenan.

Sir tao gel cua carrageenan: Céac gel carrageenan giong agar cd thé bién doi
thuan nghich khi thay doi nhiét do, chung tan khi dun néng va tao gel lai khi nguoi.
Nhiét d6 tao gel cua kappa - carrageenan nam trong khoang 35°C dén 65°C va nhiét
do tan gel trong khoang 55°C dén 85°C. Cac dic tinh cua gel carrageenan phu thugc
vao thanh phan hoéa hoc, ciu tric va kich thudc phan tir caa nd. Sy hinh thanh gel
carrageenan c thé dugc chia thanh bbn giai doan: (1) khi hoa tan trong nudc nong,
phan tr bi cudn lai khong déu; (2) khi giam nhiét do, phan tir tao thanh chudi xoin
don; (3) khi nhiét @6 giam hon nira, mot chudi xoin kép duogc hinh thanh giira cac
phan tir (cAu trdc mang ba chiéu) va (4) khi tiép tuc giam nhiét do, chudi xoan kép
két tu lai tao thanh gel, su déng dic bat dau dién ra. Trong s cac carrageenan thuong
mai, k-carrageenan va i-carrageenan tao gel, trong khi A-carrageenan chi dugc dac
trung nhu mot chat lam dic. Su khac biét vé tinh chat luu bién do cau tric cua céc
carrageenan: ¢ kappa-carrageenan va iota-carrageenan don vi 3,6-anhydro-D-
galactose c6 cau tric Ca, trong khi don vi D-galactopyranose trong A-carrageenan c6
cau trc *C1 (Hinh 1.2) [39].

Cau trlic 1C4 ctia don vi 3,6-anhydro-D-galactose trong «-carrageenan va t-
carrageenan la dang cau tric xoin bac 2, diéu ndy can thiét cho dic tinh tao gel. Cac
carrageenan nhu lambda (A) carrageenan, mu (u) carrageenan va nu (v) carrageenan

c6 cac don vi disaccharide khong c6 vong 3,6-anhydro va cd cau tric *Ci gay ra su
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gap khuc trén mach polysaccharide, nén khdng hinh thanh céc chudi xoén, do d6 ngin
can su tao gel. Kappa- va iota-carrageenan c6 sy lién két chéo cua cac chudi xoén
lien ké ¢ chtra cac nhom sulfate huéng vé phia ngoai cua tao thanh mot mang luéi
xoin kép ba chiéu va hinh thanh gel. Trong lambda-carrageenan, nhém 2-sulfate

huéng vao phia trong, nén khong tao lién két chéo [39].

c, 4c,

Hinh 1.2. M0 ta cau tric 'C4 va *Cy cua B-D-galactopyranose. Céu triic dugc Xac
dinh bang cac chit s chi cac nguyén tir vong nam trén hoic dudi mot mat phang
chuan xac dinh (mau do) chira cac nguyén tir C-2, C-3, C-5 va O. Trong céu tric 1,

C-1 & trén mat phang va C-4 & duéi va do do, ky hiéu 1a 1Ca., ciu tric 2 13 *C 1.

Su hinh thanh gel cua carrageenan ciing bi anh huong baoi sy ¢6 mat cua cac
cation nhu Ca?* va K*, chling 1am giam su to hop caa céc chudi xoan gay ra bai twong
tac gitra cac phan tir, 6n dinh cac chudi va tao thanh mot mang ba chiéu ¢ trat ty
[43]. Kappa-carrageenan tao thanh gel cing véi cac ion K* va tao thanh gel mém,
dan hoi khi twong tac v6i cac ion Ca2*; lambda-carrageenan khong tao gel khi c6 mat
cac cation. Trang thai gel cta carrageenan ciing bi anh hudng bdi méi trudong acid
hay kiém va diéu kién nhiét do.

D¢ tan: Céc loai carrageenan tan tot trong sira néng, tan trong nuéc néng téi
nong d6 10% va tan trong cac dung dich mudi Na*, K*, Ca®*, NH4*. Véi cac dung
moi khac, carrageenan tan trong anhydrous hydrazine (N2H4), it tan trong formamide
(CH3NO) va methyl sulfoxide ((CH3)2S0), khong tan trong dau va dung mai hitu co.
Carrageenan khi tiép xuc véi dung méi theo thai gian c6 su hat nuge manh va kém
theo su truong phong dang ké tao thanh gel. Carrageenan la polysaccharide phan cuc
nén truong nd trong dung méi phan cuc nhu nudc. O nhiét do thap carrageenan

thuong chi truong no, it tan.
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D¢ nhét cua carrageenan: phu thudc vao nong do, nhiét do, sw c6 mat cua cac
chat tan khac, loai carrageenan va trong lwong phan tir cua né. Do nhét ting ty 16
thuan véi ndng do, khdi lugng phan tir va ty 1é nghich vai nhiét do. Cac mubi trong
dung dich lam giam dé nhét caa dung dich carrageenan bing cach giam luc day tinh

dién gitra cdc nhom sulfate.

Tinh hdp thu hong ngogi va mau: Dung dich carrageenan 1a mét chat hitu co,
nén c6 kha nang hap thu phd hong ngoai c6 buéc séng trong pham vi nhét dinh, phu
thudc vao loai va thanh phan carrageenan. Dya vao tinh chat nay, ngudi ta c6 thé biét
duoc carrageenan thugc loai k-, A-, 1- ... Cac loai polysaccharide thuong cho budc
séng & viing hong ngoai trong khoang 1000 - 1100 cm', céc loai carrageenan tao gel

cho dinh hap thu cuc dai ¢ 1065 cm™, loai khong tao gel & ving 1020 cm™.

Su phan huy carrageenan: Carrageenan khong bén & pH thap va dé bj phan
hity béi qué trinh thuy phéan xtc tac acid. O nhiét d6 cao va do pH thap, toc do thiuy
phan dién ra nhanh. Tc d6 thuy phan ¢ pH va nhiét ¢6 nhat dinh cua carrageenan &
dang gel thap hon ¢ trang thai dung dich keo. C6 nhiéu nghién cru vé kha ning phan
hily cua carrageenan qua duong tiéu hda, cho thay carrageenan bi thuy phan tai da

day noi c6 pH thap ~1,2, va it bi phan hay tai rudt c6 pH ~7,4 [44].

Hogt tinh sinh hoc ciia carrageenan: cac carrageenan sé hitu nhiéu hoat tinh
nhu hoat tinh chdng khéi u va diéu hoa mién dich cua lambda-carrageenan tir rong
Chondrus ocellatus[45]; kappa-carrageenan oligosaccharides carrageenan cO tac
dung chong khéi u trong khi thiic day hé théng mién dich, tac dung giam cholesterol
[46]; kappa-carrageenan oligosaccharides (CO-1) c6 ngudn goc tir carrageenan tc
ché hiéu qua virus cum A (H1N1) [47]; iota-, kappa-, lambda-carrageenan, fucans,
fucoidan da duoc nghién cau cho thay c6 hoat tinh chdng oxy hoa tiém ning [48];
thuong xuyén bo sung carrageenan trong ché do an udng hang ngay cé thé lam giam

muc cholesterol va lipid & nguoi [49].
1.2.2.2. Khd nang irng dung cua carrageenan

Céc carrageenan thu dugc tir rong do c6 cac dac tinh hoa ly dac trung, nén nd
duogc st dung rat rong rai trong cong nghiép thuc pham va phi thuc pham dé 1am chat

ddng hoa, 6n dinh, tao gel, tao d6 nhét, tao két cau, ... Viéc sir dung carrageenan lam
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chat mang boc ngay cang pho bién, trong d6 kappa-carrageenan 1a loai dugc tng dung
nhiéu. Carrageenan dugc st dung dé boc hwong vi, hwong thom, loi khuan va cac
enzyme trong san xuat thyc pham [50]. Ngoai ra carrageenan ciing duoc ding dé boc
cac mui huwong trong my pham, va c6 tiém nang sir dung 1am chit mang vitamin cho

cac kem my pham khi két hop vai céc polysaccharide khac nhu chitosan [51].

Hién nay cac polymer ty nhién dang chiém maot vai trd néi bat trong nganh
cong nghiép dugc pham do cac dic tinh phd bién, doc ddo va dac biét cua ching, bao
gom kha ning phan hay sinh hoc, khong doc, kha ning tai tao, cé tinh bén viing va
su phong phu twong dbi so voi cac hop chat tong hop [52]. Céc chirc ning cua
carrageenan trong dugc pham bao gom 6n dinh, lam dic va hoat dong nhu chat tao
gel trong gel khang acid, 6n dinh nhil twong dé bao ché thuc khoéng hoa tan, kéo dai
thoi han sir dung cua dung dich khang sinh va ting cudng tinh ddng nhét trong dung
dich keo [49]. Ban dau carrageenan dugc str dung lam chat mang dé ¢ dinh cac
enzyme hoic c4c vi sinh vat trong san xuit thuéc. Qua trinh san xuét thudc khang
sinh béan tong hop penicillin, cac té bao E. coli dugc ¢6 dinh trén k-carrageenan [53].
San xuat quy mo cong nghiép acid D-aspartic va L-alanine bang cach c6 dinh té bao
Pseudomona dacunhae trén «-carrageenan [54]. Cac nghién ctu cho thiy
carrageenan ciing co cac hoat tinh khang virus va khang u. Trong nhiing nam gan
day, mot s thar nghiém 1am sang dé kiém tra hiéu qua khang virus cua carrageenan
d6i véi cac bénh nhiém virus khac nhau da duoc cong bd [55]. Carrageenan c6 thé
ngan chin virus suy giam mién dich & nguoi (HIV) va cac bénh 12y truyén qua dudng
tinh duc, ngin chin nhiém triing tir virus gay u nhd & ngudsi (HPV) [56], carrageenan
dang xit mili cho thay hiéu qua khang virus dang ké ddi véi tat ca cac virus cam lanh
thong thuong va dic biét chéng lai virus corona (HCoV) [57]. Gan day, iota-

carrageenan ciing da duoc cong bd e ché sy 1ay nhiém caa virus SARS-CoV-2 [58].

Carrageenan ngay cang duoc tng dung nhiéu trong cac hé phan phéi thubc, vi
n6 ¢ ba dic diém quan trong [41, 59]: (a) cac lién két glycosidic ciia n6 bj phan cat
bai cac enzyme hydrolase, tao ra kha nang phan huy sinh hoc; (b) cac nhom sulfate
trong carrageenan la anion va tang cuong hoat dong cua polyelectrolytes; va (c) su
hién dién cua cac nhdm hydroxyl cung cap céac twong tac can thiét dé tao ra cac bién

d6i hoa hoc. Carrageenan duoc tng dung trong cac cong thirc duoc pham, bao gém
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dang thudc vién, mang boc, hat hoa tan nhanh (FDI), dang vi hat, hé thudc hit, thubc
tiém va hydrogel. Carrageenan thuc hién cac chirc nang khac nhau trong cac cong
thizre dugc pham nay, tir viéc hinh thanh chat nén, chat 6n dinh, chat két dinh, chat
phan huy, chat hoa tan, chit lam dic va chit phu, cho dén cac quy trinh phic tap hon,
chang han nhu kiém soat giai phong thubc. Carrageenan dé dang tao thanh gel, vi vay
chung thudng duoc st dung trong hé chat mang thude, thudng duoc tao thanh théng
qua qué trinh gel hoa c6 thé thuan nghich theo nhiét do, lién két chéo ion va bién doi
chudi carrageenan [60]. Mot sé hé phan phdi thudc tir carrageenan di duoc nghién
ctiu: carrageenan két hop chitosan dé tao cac vi nang boc glucose oxidase, kiém soat
qua trinh giai phong thudc qua duong miéng [61]; kappa- va iota-carrageenan duoc
sir dung lam hat vi cau chaa chat gay té cuc bo va allopurinol, tng dung ngin ngira
va diéu tri viém niém mac miéng [62]; hé phan phdi carrageenan duoc st dung dé
kiém soat su giai phong acetaminophen [63]; cac hat kappa- va iota-carrageenan
duoc tao bang phuong phap gel hoa ionotropic nhur mot hé giai phong thude c6 kiém
soat cho thuéc ibuprofen va verapamil hydrochloride [64]; dang hat hydrogel kappa-
carrageenan nhu mét hé théng phan phéi curcumin - mot hop chét ¢6 hoat tinh sinh

hoc ¢6 nhiéu lgi ich cho stic khoe [65].

Carrageenan c6 kha niang boc va c6 (ng dung nhiéu trong cac hé phan phéi
thudc va cac chat c6 hoat tinh sinh hoc, nhung vé tinh chit carrageenan dé bj phan
hity trong méi trudng acid. Vi vay c6 thé bién tinh carrageenan dé tao chat mang c6
hiéu qua cao trong cac hé phan phdi cac hoat chit, ngin sy giai phong cac hoat chat
sém, hozc bi thodi hoa khi van chuyén thudc qua da day va kiém soat su giai phong
thudc tai vi tri dich. C6 thé thuc hién diéu nay bang céach bién d6i hoa hoc gan cac
nhom nhay cam véi pH, chang han nhu nhom carboxyl (-COOH) trén chudi phan tir
carrageenan, théng qua qua trinh carboxymethyl héa. Carboxymethyl-carrageenan cé
tinh chét truong nd phu thude vao d6 pH, rat phi hop dé phan phéi cac hoat chat theo
vi tri cu thé dén rudt do su thay doi trong do pH tir ¢6 tinh acid trong da day dén hoi
kiém trong rudt khi né mang cac hoat chat di chuyén qua duodng tiéu hoa [66]. Qua
trinh carboxymethyl hoa polysaccharide 1a mot bién doi héa hoc duoc nghién ctu

rong rai dé phat trién vat lidu sinh hoc méi, do tinh don gian vé ky thuat va chi phi
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thip, hién nay no duoc ¢ng dung rong réi cua nd trong san xuat carboxymethyl
cellulose - CMC [67, 68].

Dan xuit carboxymethyl-kappa-carrageenan (CMKC) sau khi tong hop va
phan tich thé hién tinh twong hop sinh hoc va ting cudng cac hoat tinh sinh hoc so
V6i kappa-carrageenan, chang han nhu kha ning tuong thich sinh hoc, kha niang ton
tai va khong c6 doc tinh ddi véi té bao, hoat tinh ngung két hong cau ddi véi té bao
hong cau caa con ngudi, kha nang chon loc va ¢ ché ting truong ddi véi vi khuan.
CMKC c6 hoat tinh khang khuan Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Escherichia coli va Pseudomonas aeruginosa véi cac néng do tc ché 1,0 pg/uL,
0,063 pg/ulL, 0,5 pg/uL va 1,0 pg/ul towong ung theo nghién ctu cua L. Y. C.
Madruga va cong su, 2020 [69]. C&c hoat tinh sinh hoc cia CMKC chiu anh huong
boi cac yéu td, a6 thé nhém (-COOH), khéi lugng phan tir va nong do [70].

Nghién ctu da céng bd cho thay carboxymethyl-kappa-carrageenan 1a mot
hydrogel nhay cam véi pH, cé tinh truong né phu thuéc vao pH cua moi truong.
Carboxymethyl-kappa-carrageenan cho thay ty ¢ truong nd thap hon so véi kappa-
carrageenan tu nhién trong dung dich da day mé phong SGF (pH ~1,2), va ty I¢
trrong nd cao hon so voi kappa-carrageenan tu nhién trong dung dich ruét mé phong
SIF (pH ~7,4). Cac nhom carboxymethyl c6 su ion hda néu pH méi truong cao hon
pKa cua nhém carboxylic (~3,4 - 3,7), do d6 & pH thap cac nhém carboxyl duoc
proton hoa va thuc day su hinh thanh caa céc lién két hydro véi nhau, do d6 1am giam
ty 18 truong nd cua carboxymethyl-kappa-carrageenan. O pH cao hon trong méi
truong hoi kiém, cac nhom carboxyl cua carboxymethyl-kappa-carrageenan bi
deproton héa dan dén luc day tinh dién gitta cac nhém (-COOH) bi ion hoa ting, nén
tang ty 18 truong ng [68, 70, 71]. Tinh chat nay cia CMKC anh huéng 16n dén viéc

tang hiéu qua tai thudc cua cac hé phan phdi thude.

Dic biét din xuét carboxymethyl cua carrageenan ¢ cac nhém (-COOH) linh
dong trong cau trac, nén khi @ng dung 1am chat mang trong hé phan phéi n6 tao mat
d6 lién két ngang cao va ngin chin su khuyéch tan cua acid trong da day ciing nhu
enzyme vao bén trong cau trdc cia polysaccharide da dong goi protein. Bén canh do,
chat mang tir dan xuét carboxymethyl cua carrageenan con tao ra mot dién tich tiép

xuc 16n trén bé mat té bao, dé giai phong protein ra khoi ciu tric caa chat mang va
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theo su gia ting ndng d6 tham qua mang rudt dén vi tri té bao dich [19]. Gan day, cac
dan xuat carboxymethyl hoa kappa/iota-carrageenan da duoc tong hop thanh cong da
duoc théng bao boi K.H. Leong va cong su (2011) va Sahoo va cong su (2017) [68,
72]. Do céc tinh chét truong phu thudc pH trong ca hai dich da day va dich ruét, cac
dan xuat carboxymethyl-kappa/iota-carrageenan da duoc phat trién hoic két hop voi
cac polymer khac (nhu chitosan hoic gelatin) ng dung lam chit mang boc insulin
qua duong uéng [72, 73] va boc amphotericin B cho sir dung khang nam [74]. Ngoai
ra, cac hoat tinh khang khuén, khong gay doc té bao, hoat tinh ngung két hong cau va
hoat tinh bat gbc ty do cho thiy rang cac dan xuit cua carboxymethyl-kappa-
carrageenan hoic dugc tron vai poly vinyl alcohol (PVA) ¢6 tiém ning sir dung trong

bang y té gilp chira lanh vét thuong [69, 70].
1.3. Lectin tir rong do
1.3.1. Céu tric caa lectin tir rong dé

Lectin ban chat la protein hodc glycoprotein ma ching c6 thé lién két céac
mono- va oligo-saccharide trong glyco lién hop cua sinh vat mét cach thuan nghich,
nhung khong c6 hoat tinh x(c tac va khong phai 1a san pham ciia phan ng mién dich
[75]. Trong céc cong b vé lectin tir rong bién, nhiéu loai rong d6 di dugc béo céo co
chua céac lectin c¢6 dic tinh lién két carbohydrate ddi véi glycoprotein. Nhiing tuwong
tac lectin-glycan nay tiép tuc kich hoat nhiéu phan ¢ng sinh hda, dan dén chung duoc
tng dung rong réi trong nghién ctu y sinh. Rong do Carageenophyte gom cac loai
Kappaphycus alvarezii, Kappaphycus striatus, Eucheuma denticulatum, va
Betaphycus gelatinus khong chi 14 nguon carrageenan cho céng nghiép thuc pham,

ma con & ngudn lectin gia tri dé str dung trong y hoc [1-9].
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a)

GRYTVQNQWGGSSAPWNDAGLWILGSRGNQNVMAIDVNS SDGGANLNGIMTYSGEGPIGFKGARRGES (1-68)
NVYDVENQWGGSSAPWHAGGQFVIGSRSGQGVLAVNITSSDGGKTLTGIMTYEREGPIGFKGTQSGG- (69-135)
DTYNVENQWGGSSAPWNKAGIWALGDRSGQAMIAMDVSSSDGGKTLEGTMQYKGEGPIGFRGKLSGA- (136-202)
NNYSVENQWGGSSAPWNKAGDWLIGDRHNQNITAVKVSSDNDGKNLDGTCTYEREGPIGFKGVATS-- (203-268)

b)

GRYTVONQWGGS SAPWNDAGLWILGSRGNQNVMAIDVNS SDGGANLNGTIMTY SGEGPIGFKGARRGES (1-68)
NVYDVENQWGGSSAPWHAGGQFVIGSRSGQGVLAVNITSSDGGKTLTGTMIYEREGPIGFRGTQSGG- (69-135)
DTYNVENQWGGSSAPWNKAGIWALGDRSGQAMIAMDVSSSDGGKTLEGTMOYKGEGPIGFRGKLSGA- (136-202)
NNYSVENQWGGSSAPWNKAGDWLIGDRHNQNITAVKVSSDNDGKNLDGTCTYESEGAIGFRGVAS--- (203-267)

Hinh 1.3. Cau tric bac 1 cua céc lectin tir rong do Kappaphycus striatus: a) Lectin

KSA-2; b) Lectin KSL. Cac acid amin gidng nhau dwoc td xam.

Nghién ctu ciu tric cua lectin gidp kham phé cac tng dung tiém ning cua
ching trong nhiéu linh vuc dac biét 1a y sinh. Trong s6 c4c lectin tir rong do, cau tric
bac 1 cua lectin Bryothamnion triquetrum (BTL) 1 c4u trac dau tién dugc xac dinh
[76] . Gan day, cau trac co ban cia mot sb lectin tir rong do ciing d3 dugc xac dinh
thong qua phuong phép giai trinh ty protein va cDNA, nhu cau tric cua lectin EDA-
2 tir E. denticulatum [5], KAA-2 tir K. alvarezeii [16], KSA-2 va KSL tur K. striatus
[6, 8], SfL-1 va SfL-2 tir S. filiformis [33] va ESA-2 tir E. serra[18]. Cau trlc bac
mot cua cac lectin tir rong do K. striatus: Cau tric chinh cia KSA-2 ¢6 bén mién lap
lai song song, m&i mién bao gom 67 acid amin va c6 45,5% tinh dong nhét trinh tu;
cau tric cua KSL ¢ bén mién lip lai song song, bao gém 67 acid amin mi mién va

mdi mién c6 43% su turong dong vé acid amin (Hinh 1.3) [6, 8].

Céc lectin tir rong d6 cO cau triic khong gian duoc md ta géom 1 chudi
polypeptite ndy bao gom hai thung B (B-barrel) vudng géc, mdi thing chta 2 tim B
(B-sheet), mdi tim B chira 5 dai p (B-strand). Bang 1.3 liét ké cau tric cua mot sb
lectin tir rong d6 [10]. Hinh 1.4 m6 ta ciu trc p-barrel cua lectin KAA-2 tir rong d6

Kappaphycus alvarezii, cho thay cac vj tri lién két vai chudi pentamannoside [8].
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Loai rong lectin Céu tric
Agardhiella subulata ASL-1, ASL-2 B-barrel
Eucheuma amakusaensis EAA-1, EAA-2, EAA-3  [B-barrel
Eucheuma cottonii ECA-1, ECA-2 B-barrel
Eucheuma denticulatum EDA-1, EDA-2 B-barrel
Eucheuma serra ESA-1, ESA-2 B-barrel
Grateloupia chiangii GCL B-prism 11
Griffthsia sp. Griffithsin B-prism |
Kappaphycus alvarezii KAA-2 B-barrel
Kappaphycus striatus KSA-2 B-barrel
Meristiella echinocarpa MEL B-barrel
Meristotheca papulosa MPA-1, MPA-2 B-barrel
Solieria filiformis SfL-1, SfL-2 B-barrel
Solieria robusta SrL B-barrel
Hydropuntia (Gracilaria) fisheri HFA B-sandwich
Porphyra umbilicalis NgL B-sandwich
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Hinh 1.4. M6 hinh phan ti cua lectin KAA-2. (A) Lectin KAA-2 ¢6 ciu tric S-

barrel, phirc hop véi chudi pentamannoside (M5 mau tim). (B) Mang ludi lién két
hydro (dudong dit nét mau den) gan M5 vao gdc acid amin Q9, G11, G12, R96,
E124, G125 va P126 tao thanh vj tri lién két carbohydrate (duwong nét dut), géc acid
amin W10 ciing tham gia twong tic M5. (C) Bé mat phan tir cia KAA-2 tai vi tri

lien két carbohydrate.

1.3.2. Hoat tinh sinh hoc va kha nang &ng dung cia lectin tir rong dé6
1.3.2.1. Hoat tinh sinh hgc caia lectin

Hoat tinh ngung két hong cau cia lectin: Pic tinh ngung két 13 mot dic tinh
dang chu ¥ cua lectin xay ra do ban chét da hoa tri caa protein cing vaéi ai luc cua né
Vi cac carbohydrate dac hiéu trén bé mat té bao. Dya trén kha niang ngung két hong
cau véi cac dang nhém mau, lectin dugc phan loai 13 dac hiéu hoac khong dic hiéu
[77]. Lectin tir cac loai rong d6 khac nhau c6 cac dic tinh ngung két té bao hong cau

khac nhau.

Hau hét cac lectin tir rong d6 dé dang ngung két véi hong cau cua tho va ciru
hon hong cau cua nhom mau ngudi (ABO), do hong cau thé nhiéu acid sialic dang
Neu5Ac (5-N-Acetylneuraminic acid), Neu5,9Ac2 (5-N-acetyl-9-O-
acetylneuraminic acid) va Neu9Ac5Gc (N-glycolyl-9-O-acetylneuraminic acid)
trong glycoprotein trén bé mat té bao hon héng cau cia con ngudi. Su vu tién ngung
két hong cau caa mot sb lectin tir rong do & Viét Nam duoc liét ké o Bang 1.4 [1-8,
77].
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Bang 1.4. Hoat tinh ngung két cia mot s6 lectin tir rong do & Viét Nam.

Rong do Hoat tinh ngung két véi loai hong ciu

Eucheuma Hong cau tho®P va cirudbe

denticulatum

Galaxaura filamentosa Hong cau tho 22, ctru®? va gaa®

Gracilaria bailiniae Hong cau tho 2P¢, cruP va ga aPe

Gracilaria bangmeiana Hong cau ga 2P

Gracilaria changii Hong cau ctru®® va ga ®

Gracilaria salicornia ~ Hong cau tho 2P, ciru 2P€ v ga 2Pe

Grateloupia filicina ~ Hong cau ThoP, curu®, ga #° va nguoi A 20, B2b va 02 P

Halymenia maculata ~ Hong cau tho 2P, ciru 2P€ va nguoi AP, B2 va 0P

Hypnea boergesenii Hong cau tho 2P¢, ctru®? va ga 2P
Hypnea nidulans Hong cau tho P, ciru®, nguoi AP, | B2 va 0P
Hypnea valentiae Hong cau tho 20, ctru®, ngudi AP, |, B va OP

Kappaphycus alvarezii  Hong cau tho*P¢, ciru 2P

Kappaphycus striatum  Hong cau tho®Pe, ciru 2be
(K. striatus)

Betaphycus gelatinus ~ Hong cau tho @€, ciru #¢ va ga 2be

a: hong cau xi 1y enzyme Trypsin; P: hong cau xit ly enzyme Papain; ¢: hong cau xi

ly enzyme Bromelain; ¢: hang cau xi ly enzyme Subtilisin; & Hong cau ty nhién.
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Hoat tinh ngung két hdong cau cua hau hét lectin tir cac loai rong dé
Rhodophyceae thuong bi &c ché manh béi cac glycoprotein, nhung khong bi e ché
boi monosaccharide. Do d6, dua trén dic tinh lién két cua chung ddi vai glycoprotein,
lectin tir rong do cd thé dugc phan loai: dic hiéu dang phirc N-glycan hoic dic hiéu
phuc O-glycan, dac hiéu dang high-mannose va dac hiéu ca hai dang. Tuy nhién, co6
moét vai lectin tr mot sé loai rong do ciing cho thay tinh dic hiéu déi véi

monosaccharide va cac dan xuat caa ching.

Pac hiéu glycoprotein cua lectin: Mot sb lectin thé hién tinh dic hiéu cac chudi
duong loai N-glycan, trong khi mot sé it thi dac hiéu vai O-glycan [1]. Lectin tir rong
Hypnea japonica thé hién tinh dic hiéu d6i vai N-glycan phire, dugc biét dén qua céac
thir nghiém tc ché hoat tinh ngung két hong cau [78]. Con cac lectin tir rong Hypnea
valentiae, Hydrolithon boergesenii, Hypnea nidulans va Gracilaria salicornia thi dac
hiéu cho O-glycan va hoat tinh ngung két hong cau caa ching bi tc ché manh bai
asialo-fetuin mang ca hai dang N-glycan phuc va O-glycan (nhu bovine submaxillary
mucin) mang acid N-acetyl neuraminic cling nhu duong cudi cing caa chudi
carbohydrate [79].

Pdc hiéu N-glycan dgng high-mannose: Mat sé lectin duogc tinh ché tir rong
dé Carrageenophyte, nhu rong Kappaphycus alvarezii [3], Kappaphycus striatum [5]
[5], Soliera filiformis [35], Eucheuma serra [18], va Eucheuma denticulatum [79] c6
dic tinh lién két véi glycoprotein dang N-glycan high-mannose, nhung khong dic
hiéu véi cac monosaccharide. Lectin ESA-2 tir rong E. serra 1a lectin dau tién da
dugc xac dinh dic tinh lién két véi N-glycan dang high-mannose [18]. Céc lectin
KAA tu nhién va KAA tai t6 hop (His-rKAA-1, rKAA-1) tir rong Kappaphycus
alverezii ciing cho thay tinh dic hiéu ddi vai glycoprotein N-glycan dang high-
mannose chang han nhu yeast mannan [17]. Hoat tinh ngung két hong cau cua cac
lectin KSA-1, KSA-2 va KSA-3 tir rong K. striatum [3] ciing d4 bi tc ché manh boi
yeast mannan, thyroglobulin va cac dan xuat asialo cua chiing mang N-glycan dang
high-mannose trong phan ta. Hoat tinh ngung két hong cau cua lectin EDA-1, EDA-
2 va EDA-3 tir rong E. denticulatum bi rc ché boi glycoprotein mang N-glycan dang

high-mannose nhung khong bi tc ché béi monosaccharide [5].
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Lectin ddc hiéu duwong don (monosaccharide): Hau hét cac lectin tir rong do6
cha yéu c6 ai luc véi cac glycoprotein, tuy nhién, va chi c6 mot vai lectin tir rong d6

thé hién tinh dic hiéu déi vai cdc monosaccharide.

Dic tinh cia mot sb lectin tir rong dé nhu: khéi lwong phan tir, diém dang dién,
cac gbc acid amin, ham lugng carbohydrate, sy phu thudc vao céc ion kim loai duoc

tom tit & Bang 1.5 [80].

Bang 1.5. Tinh chat cua lectin tir mot s6 loai rong do.

Rong dé Lectin Tinh chét cia lectin
Amansia AML Monome, MW 26,9 kDa, ham lugng carbohydrate
multifida 2,9 %

Bryothamnion BSL Monome, MW 4,5 kDa, hoat tinh ngung két hong
seaforthii cau khong phu thudc cation hoa trj 2, bén nhiét dén
90°C trong 30 phut

B. triquetrum BTL Monome, MW 3,5 kDa, 91 gbc acid amin, hoat tinh
ngung két hong cau khong phu thudc cation hoa tri

2, bén nhiét dén 90°C trong 30 pht

Eucheuma serra ESA Monome, MW 29 kDa, bén pH tir 2.5 - 10,5, pl
4,95, bén nhiét dén 60°C trong 1 gio.

E. denticulatum  EDA Monome, MW 29 kDa, bén pH tir 2,5 - 10,5, bén
nhiét dén 60°C trong 1 gid.

Gracilaria GCL Monome, MW 60 kDa, pl 4,3, hoat tinh ngung két

cornea hdng cau khong phu thudc cation héa tri 2, bén
nhiét dén 40 °C trong 20 phat, ham luong
carbohydrate 52,5%
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G. ornata GOL Monome, MW 17 kDa, pl 5,4, giau Asx, Glx, Ser,
Glu, Ala, Cys, bén nhiét dén 50°C trong 60 phut,
ham lugng carbohydrate 2,9%

G. tikvahiae GTL MW 29,7 kDa, hoat tinh ngung két hong cau khong
phu thudc cation hoa tri 2

G. verrucosa GVL Tetrame, MW 41 kDa, nhém nho MW 12 kDa and
MW 10,5 kDa, bén pH 4 - 12, pl 4,8, hoat tinh
ngung két hong cau khong phu thude cation héa tri
2, bén nhiét dén 40°C trong 30 phat

Griffithsia sp. GRFT  Dime, MW 12,7 kDa, 121 gbc acid amin

Hypnea HCL MW 9,1 kD

cervicornis

H. japonica Hypnin  Pdng phan lectin MW 9,1 kDa, (hypnin-1 and
hypnin-2)

H. musciformis ~ HMS MW 9,3 kDa

Kappaphycus KAA Monome, MW 28 kDa, hoat tinh ngung két hong

alvarezii cau
khong phu thudc cation hoa tri 2, bén nhiét dén
50°C
trong 30 phut, bén pH tir 3 - 10.

K. striatus KSA Monome, MW 28 kDa, bén pH tir 3 - 10, bén nhiét
dén 60°C trong 30 phuit.

Pterocladiella PCL Monome, MW 5,8 kDa, hoat tinh ngung két hong

capillacea

cau khong phu thudc cation hoa tri 2, bén nhiét dén

60°C trong 30 phut, bén pH tir 7 - 10
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Ptilota filicina PFL Trime dong nhat, MW 56,9 kDa, hoat tinh ngung
két héng cau phu thudc cation hoa tri 2, bén nhiét
dén 50°C trong 30 phat

P. plumosa PPL Trime dong nhit, MW 52,5 kDa

P. serrata PSL Trime dong nhat, MW 55,4 kDa.

Serraticardia SML MW 25 kDa, bén pH tir 4 - 10, hoat tinh ngung két

maxima hdng cau khong phu thudc cation hoa tri 2

Solieria SFL MW 29 kDa

filiformis

Tichocarpus TCL Monome, MW 41 kDa, plI 4,93, hoat tinh ngung két

crinitus

hdng cau khong phu thudc cation hoa tri 2, ham

lugng carbohydrate 6,9%

MW: Khéi lirong phan tir trung binh, pl: diém dang dién.

Lectin tir rong do c6 diém dang dién (pl) thip va duoc liét ké & bang 1.5. Céc

lectin tir rong d6 chira c&c acid amin 0 tinh acid (aspartic, glutamic) va cac acid amin

c6 nhdm hydroxyl (serine, threonine) v4i ham lugng cao; con chira cac acid amin co

ban nhu arginine, histidine va lysine v&i ham luong thap [8]. Vi chtta ham luong 16n

céc acid amin ¢ tinh acid nén pl cua ching nghiéng vé tinh acid.

Trén co s cac dic tinh sinh hoa cua lectin da duoc tong hop céng bd cua

Rogers va Hori 1993 [81] da phan loai lectin tir rong d6 thanh ba loai: (a) Lectin dac

hiéu glycoprotein c6 khbi lugng phan tir thap va hoat tinh khéng phu thudc cation

hoa trj hai, (b) lectin dac hiéu monosaccharide va khéi lwong phan tir trung binh va

hoat tinh phu thudc cation hoa tri hai, (c) lectin dac hiéu monosaccharide co phan tir

luong 16n MW > 64.000 va hoat tinh phu thudc cation hoa tri hai.
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1.3.2.2. Khd ndng #ng dung caa lectin tie rong do

Do dic tinh lién két carbohydrate va céu tric da dang, nén lectin tir rong do
hira hen 12 nguon tiém nang st dung trong y hoc nhu khang viém, khang khuén, khang

virus, khang ung thu, chan doan va diéu tri chon loc cé4c loai bénh nay.

Khd néing khdng khudn: CAc lectin tir rong do khac nhau c6 hoat tinh khang
vi khuan va can thiép vao qué trinh hinh thanh mang sinh hoc do c6 tinh dic hiéu cua
carbohydrate [82]. Su wc ché vi khuan do tuong tac cua lectin véi glycoprotein lién

hop mannan hozc hapten caa né trén bé mat thanh vi khuan gram am [83].

Khd néng khdng dau, khdng viém: Lectin tir rong Amansia multifida co tiém
ning nhu mot loai thuc giam dau vi né 13 mot hop chat chdng cam thu ty nhién ¢ hé
than kinh trung wong va ngoai vi [84]. Lectin HCA ¢6 lap tir rong Hypnea cervicornis
bao gom kha ning khang viém hiéu qua trong kiéu phi né chan va chiing viém mang
bung [85].

Khd ndng khdng virus: Mot vai lectin tir rong bién dic hiéu voi dang high-
mannose, do d6 chung c6 tiém nang khang lai c4c virus gay bénh nhu: lectin KAA-2
tur rong K. alvarezii cd kha nang khang virus cum va HIV-1 [17], lectin Griffithsin tur
rong Griffithsia sp. c6 kha nang khang virus HIV-1, viém gan C (HCV) va cim
SARS-CoV [34], lectin ESA-2 tir rong Eucheuma serra va lectin GLC tur rong
Grateloupia chiangii c6 kha nang khang virus cim [14], [86], , thong qua twong tac
cua lectin véi cac chudi duong high-mannose ¢é mit trén [op vo virus, ma & do lectin

trc ché virus xam nhap vao té bao vat chu.

Khd nang khdang ung thw: Lectin véi cac dac tinh dac hiéu carbohydrate co
thé duoc ng dung nhu chat do chan doan ung thu. Nhiéu lectin trong rong di duoc
bao céo 1a c6 kha nang chéng khdi u, chdng lai té bao ung thu ¢ ngudi. Lectin ESA
tir rong do E. serra lién két dac hiéu véi cac chudi duong high-mannose trén bé mat
té bao ung thu biéu mo va lam té bao ung thu ty chét theo chwong trinh. Lecin ESA
tir rong E. serra gy chét té bao ung thu rudt két (Colo201) va ung thu ¢ tir cung
(Hela) & nguoi khi nong d6 trén 1,2 pg/mL va gay ra céi chét hoan toan té bao
Col0201 & nong d6 30 pg/mL (khoang 1,07 uM) [13]. Lectin tir rong E. serra lién

két voi cac té bao sarcoma ciing gay ra qua trinh tu chét theo chuong trinh [87]. Céc
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lectin tir rong d6 nho tinh dic hiéu carbohydrate, n6 c6 thé phan biét gitra cac cu
trdc mang va hoat dong nhu mét cong cu danh dau cac té bao ung thu. Lectin tinh
ché tir rong Solieria filiformis c6 lién két dac hiéu voi oligosaccharide high-mannose
cd trong té bao ung thu vit MCF-7 vé&i ndng do e ché 50% la 125 pg/mL [35]. Lectin
KSL tir rong Kappaphycus striatus c6 tac dung chéng ung thu trén 5 dong té bao ung
thu HT29, Hela, MCF-7, SK-LU-1 va AGS [7, 12, 17].

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

Hién nay, viéc nang cao hiéu qua cua cac chat c6 tinh sinh hoc va thudc va
giam tac dung phu 1a mét khia canh can thiét trong diéu tri bénh. C6 hai cach tiép can
chinh thuong duoc xem xét: cach 1 1a san xuat cé4c loai thuéc méi véi do chon loc
cao va cai thién viéc phan phdi thudc duoc kiém soat, hoic cach 2 1a sir dung cac hé
phan phoi duya trén polymer. Cach tiép can thir hai tao thanh ba co ché khac nhau dé
dat duoc hiéu qua mong mudn cua cac phan tu thude [88]: (1) Su khuéch tan cua
thudc thoéng qua su hinh thanh hydrogel (dang mang, hat vi nang, hat nano), (2) Hinh
thanh nén polymer bao gom cac phan tir thudc (dang hat vi nang, hat nano) va (3) Su
thuy phan céc lién két hda hoc giira cac phan tir thuc va polymer (vi du, lién hop
thudc-polymer). Do d6, mdi quan hé giita cac phan tir thuc va cac polymer la rat
quan trong trong viéc phét trién mot hé phan phdi thudc thich hop. Dé dat dugc diéu
nay, mot sé vat liéu cao phan tu dya trén polysaccharide c6 thé dugc st dung 1am
chat mang cua thudc. Cac vat liéu nay phai tuong thich sinh hoc, ¢6 thé phan hay sinh
hoc, khong doc hai va cd hiéu qua ddi trong cac diéu kién cu thé (vi du: nhiét do va
pH). Vi vay, cac polymer dua trén polysaccharide tu nhién nhu carrageenan da dugc

nghién ctru @ng dung trong cac hé phan phéi thubc tao mang, tao hat [89].

Tir 1au cac polysaccharide da dugc dung lam ta duoc trong mot s6 san pham
dugc truyén thdng, ching cé cac dic tinh hoa-ly d& dang duoc bién tinh hda hoc dé
hinh thanh cac hat véi muc dich van chuyén thudc. Ngoai ra, cac polysaccharide co
thé nham cac vi tri té bao dich do nhan biét va lién két véi cac thu thé; n6 van chuyén
thudc va két dinh véi niém mac; va né cé thé bi phan huy boi mot sé enzyme tai vi
tri dich [90]. Khi sir dung cac hat polysaccharide d¢é mang va van chuyén thuéc, thudc

cd thé duoc hip thu vao cac khoang hoic lién két voi bé mat bén ngoai cua
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polysaccharide [91]. Céc hé phan phdi dang hat polysaccharide c6 thé nang cao kha

ning hoa tan trong nuéc cua thude va tang tinh 6n dinh cua thude va protein [92, 93].

Hién nay céac polysaccharide tir ngudn goc tir bién nhu rong duoc wu tién trong
nghién ctru cac chat tao mang sinh hoc, day duoc xem nhu mot ngudn tai nguyén tai
tao. Cac thanh phan chinh cua thanh té bao cua rong bién carrageenan, agar hoic
alginate chiém tir 30% dén 75% trong lwong khd cua rong va co tiém ning ang dung
trong céc hé phan phdi thudc nhu chéng viém, chong ung thu [94]. Cac hé phan phéi
thudc dang gel nay (bao gdm nanogel, microgel va hydrogel) cé cac cau tric lién két
chéo c6 thé mang nhiéu loai thudc khac nhau, do d6 c6 tiém ning cung cap mot loat

c4c ung dung trong linh vuc phan phdi thudc [95].

Tinh néing phén phoi thuéc ciia polysaccharide dwoc thé hién: c6 kha ning
ngan chin qué trinh opsonin hda giup kéo dai thoi gian ban hay tuan hoan cua cac hé
phan phéi thudc; cé su 6n dinh sinh hoc ngan chin sy két tu va bao vé khoi cac hé
théng phan hay trong co thé; cac chat mang polysaccharide c6 thé nhan biét lién két
véi cac thu thé glycoprotein, galectin, selectin, thu thé mannose va céc thu thé acid
hyaluronic trén mang cac té bao ung thu nhét dinh, do d6 né c¢6 thé duoc sir dung dé
nhdm muc tiéu cac khdi u [92]; céac polysaccharide duoc @ng dung trong hé phan
phdi cac vacxin nham muc tiéu diéu hoa mién dich va nhim muc tiéu cac md hach
bach huyét nhu dextran da duoc st dung dé phan phdi CpG (mat loai oligonucleotide
DNA) ¢6 muyc tiéu dén cac hach bach huyét, do d6 lam ting hiéu qua chéng khdi u
[96]; c4c hé phan phdi thudc tir polysaccharide ty nhién cé thé kéo dai thoi gian luu
tri va do d6 tao co hoi cho thudc di qua biéu mo, ting hap thu thudc vao hé tuan
hoan; polysaccharide dang hydrogel rat hitu ich trong viéc phan phéi thudc vi chiing
cd thé boc céc loai thudc khé tan trong dung dich nuée va cac hé phan phdi thudce nay
c6 thé duogc diéu chinh cho cac vi tri va téc do giai phong mong mubn, téi uu hoa

viéc phan phéi thubc [97].

Péi voi nhiéu hé phan phéi thudc polysaccharide dang nano, kich thudc va
hinh théi cua cac hat 1a rat quan trong anh hudng dén cac dic tinh cua ching, kich
thudc céc hat polysaccharide c6 thé duoc diéu chinh trong qué trinh tong hop dé tan
dung cac hiéu tng kich thudc khac nhau. Ngoai ra, kich thudc hat ciing rat quan trong

trong viéc nham muc tiéu va ting cuong tinh tham, sy luu giit tai vi tri dich [98]. Hon
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nira, dé phan phéi thudc qua dudng miéng, su tham thau thudc & hé tiéu héa (tir da
day xudng ruot) s& tang 1én khi giam kich thuéc hat cua hé phan phdi thudc va ly
tuwong la cac hat c6 duong kinh tir 50-300 nm [92, 99]. Kich thudc cac hat nano cang
nho sé tang kha nang bam vao cac vi nhung mao ctia duong ti€u hoa, lam tang thoi

gian cu tri caa hé phan phdi thude [107].

Khd nang rng dung cia cac hat vi nang carrageenan: Cac phan tir co hoat
tinh sinh hoc v&i ban chat 1a protein nhu lectin, insulin, cyclosporine, cac hormone,
... hién dang dugc quan tm nghién ciru dé sir dung qua duong udng. Tuy nhién co
nhitng rao can quan trong trong viéc tao ra mot hé théng hiéu qua dé cung cap cac
chat nay qua duong miéng, bao gdm kha dung sinh hoc dudng udng thap do si phan
huy ctia chiing trong moi truong da day co6 tinh acid cao, sy hién dién cta cac enzyme
tiéu hda va tinh thim thap cua cac dai phan tir nay qua biéu md rudt [100, 101, 102],
Vi vay, can c6 chat mang thich hop dé dong goi va van chuyén cac hop chat nay.
Carrageenan la polysaccharide c6 ngudn géc tir rong do voi cac dic tinh hoa 1y, duoc
tinh 12 mot chat mang day tiém niang cho cac hé phan phéi lectin va cac chat c6 hoat
tinh sinh hoc. Phan tir carrageenan c6 goc sulfate trén c6 dién tich &m va c6 thé tuong
tac dai phan tir da chirc va protein ludng tinh. Tinh chat cua carrageenan phu thudc
vao diéu kién méi truong: khi pH méi trudng dudi diém dang dién, do tac dong tinh
dién cua tich dién 4m va duong nén carrageenan tao két taa; ¢ pH moi trudng trén
diém dang dién va co cac cation da hoa tri dong vai tro 1a chat lién két, carrageenan
hinh thanh chét keo ua nudc; tai diém dang dién, su két tua xay ra théng qua sy két
hop cta céc cation da hoa tri vai carrageenan [95]. Mac du céc carrageenan co kha
nang boc va phan phdi thudc, nhung can ¢ chat van chuyén dé dam bao sy boc hiéu
qua va sau dé giai phong thudc viing rudt dé ngin chin su phéng thich thudc som va
thoai hoa trong da day. Bién tinh héa hoc cua carrageenan duoc coi 1a mot trong
nhitng con dudng quan trong nhat dé ting cudng cac dic tinh cia cac chat tao mang

sinh hoc nay.
1.4.2. Phwong phap ché tao hat vi nang carrageenan

C6 nhiéu phuong phap dé tao hat vi nang tir polysaccharide nhu: phuong phap
gel hoa ion; phwong phép lang dong giita cac bé mat hay phuong phap két tua nano;

phuong phap nhii tuong. Trong d6 phuong phap gel hoa ion thuong duwoc tng dung



29

dé tao hat tir c&c vat liéu polysaccharide ty nhién nhu alginate, gellan gum, chitosan
va carboxymethyl cellulose dé boc thudc, chit mang hoat tinh sinh hoc va tham chi
ca cé4c té bao [63, 64, 68, 69, 103, 104]. Cac polysaccharide - polyelectrolyte tu nhién
¢ dic tinh 13 16p pha trén 16i thuc va hoat dong nhu chat 1am cham téc d6 giai
phong c6 chira mot sé anion trén cau tric héa hoc cua ching, cac anion nay tao nén
cau tric mang ludi bang cach két hop voi cac cation da hoa tri va tao ra su gel hoa
bang céch lién két cha yéu véi cac khdi anion. Cac hat hydrogel duoc tao bang cach
nho giot mot dung dich polysaccharide chtra thudc vao dung dich nuéc chia cation,
c4c cation khuéch tan vao cac giot polysaccharide chira thuéc, tao thanh mot mang
lu6i ba chiéu caa nhém lién két ion bat chéo nhau. Cac hat hydrogel cé thé dugc tao
ra bang cach nho dung dich nuéc caa dung dich polyanion vao dung dich cation
thuong 1a KCI va CaCl,. Mic du day 1a mot cach don gian va nhanh chong dé thu
dugc chat mang thudc dang hat, nhung phuong phap nay c¢6 mot han ché Ion 1a c6

thé 1am that thoat thudc trong qué trinh chuan bj hat.

Phuong phap gel hoa ion da dugc nghién ciu tao hat vi nang polysaccharide
tir rong bién nhu carrageenan dé boc insulin hoic lectin [67]. Mac du day 1a mot cach
don gian va nhanh chong dé thu duoc hé phan phdi mang chét c6 hoat tinh dang hat,
nhung phuong phap nay c¢6 mot han ché 16n 1a c6 thé lam that thoét chat trong qua
trinh chuan bi hat. Tuy nhién cac hat hydrogel thuong rat dé thim va kho kiém soat
duogc sy giai phong caa cac chat c6 hoat tinh dé hoa tan. Do d6, cac hat hydrogel nay
thudng duoc sir dung trong viéc phan phéi cac chat hoat tinh c6 d6 hoa tan thap, hoic
dugc két hop véi cac polyelectrolytes khac nhu alginate-pectin, alginate-chitosan,
alginate-ethyl cellulose va alginate-Eudragit. Vi hau hét cac giot nho déu duoc tao ra
bang kim tiém nén kich thudc hat twong d6i 16n (thuong céc hat vi nang ¢ kich thudc
micro hozc milimetre). Hién nay céc hat vi nang ¢ nguon gbc tir kappa-carrageenan
dang 12 mot lua chon hap dan cho cac cong thirc dugc pham. Tuy nhién, su giam cap
cua hat vi nang trong cic mdi truong pH thay doi dang 1a thach thuc véi viéc giai
phong chat mang hoat tinh hiéu qua. D3 c6 cac nghién ciru khao sat qua trinh giam
cap cua hat vi nang, tap trung vao co ché truong nd ciia va cac yéu té anh huong dén

su phan hay cua I6p carrageenan [105].
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1.5. Tinh hinh nghién cieu trén thé giéi va ¢ Viét Nam lién quan dén ndi dung
nghién ciu luan an
1.5.1. Tinh hinh nghién céu trén thé giéi

Tir nghién ctru dau tién cua Boyd va cong su, 1966 [106] chieng minh lectin
c6 trong rong bién, dén nay di co rat da co nhiéu céng b vé két qua sang loc lectin
tir rong bién. Trong d6 cac nghién ciru vé lectin tir rong do dang rat duoc quan tam,

ching chira cac hoat tinh ¢é tiém ning (ng dung trong y hoc (Bang 1.6).

Bang 1.6. Tiém ning y sinh cua céc lectin tir mot sé loai rong do.

Rong dé Tiém niing y sinh Tai ligu tham khao
Amansia multifida Khang dau (cam thuy) Neves va cs (2007) [84]
Khé_ng cum Sato va cs (2015) [14]
Khéng ung thu Sugahara va cs (2001) [13]
Eucheuma serra Hayashi va cs (2012) [87]
Khang khuan Liao va cs (2003) [107]
Khang virus HIV Mori va cs (2004) [31]
Griffithsia sp. Khéng virus viemgan C ~ Meuleman va cs (2011) [32]
Khang virus corona SARS ~ O’Keefe va cs (2010) [34]
Khé_ng cim Sato va cs (2011) [16]
Kappaphycus Sato va cs (2015) [14]
alvarezii Khéang virus HIV Hirayama va cs (2016) [17]
Le Dinh Hung va cs (2021)
Kappaphycus Khang ung thu 8
striatus [8]
Perocladiella Khéng dau, khang viem  Abreu va cs (2012) [108]
capillacea

Khang dau, khang viém Abreu va cs (2012) [108]

Solieria filiformis ~ Khang khuan Holanda va cs (2005) [83]

Khéng ung thu Chaves va cs (2018) [35]
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Céc lectin hién dang duoc quan tdm nghién ciru dé sir dung qua dudng udng.
Tuy nhién, chaing c6 thé bi phan hity trong méi trudng da day c6 tinh acid cao, cd mat
c4c enzyme tiéu hoa [100, 102]. Can c6 chat mang thich hop dé déng go6i va van
chuyén cac hop chét nay, cac polysaccharide ty nhién 1a tng ctr day tiém ning lam

hé phan phdi cac chat mang hoat tinh sinh hoc.

Bang 1.7. Cac hé chit mang c6 thanh phan kappa-carrageenan va linh vuc (ng dung

da dugc cong bé.

Thanh phan vat ligu Ung dung

Hat vi cAu trén nén din xuét cua chitosan Mang vitamin A, C, E ing dung

va carrageenan [51] trong my pham

Hé phan phdi curcumin tng dung

Hat x-carrageenan hydrogel [65] trong thuc phim, duoc pham

Hé phan phéi curcumin khang ung

k -Car-Cur [109] thu

CM « -CG/Cs hydrogels [68] Bﬁl’lg vét thlIcrng, kg’ thuﬁt mo

Kiém soat su giai phong cua cac chat

K -CG/Cs Iop phu nano [110] mang hoat tinh sinh hoc

k -CG/Na CMC (IPN) dang hat [111] HE phan phoi thuée

Mang Alginate/ x -CG composite [112] HE phan phoi thuoc

Bovine serum albumin/ x -CG phuc Tao microcapsule, Vit liéu sinh hoc

polymer [113]

k -CG/poly vinyl pyrollidone
PVP)/polyethylene glycol [114]

Hat vi nang trong trng dung y sinh

x -CG/polydextrose [115] Cong nghiép thuc pham, dugc pham

Polylysine/ « -CG/pectin phirc H¢é thong phan phoi khang sinh cho

Cs: chitosan; CG-carrageenan; CMC: carboxymethyl cellulose
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Carrageenan 1a mot polysaccharide c6 ngudn gdc tir rong do6, duoc tng dung
rong réi trong cong nghé thuc pham va y duoc nho kha ning tao gel va tinh tuong
thich sinh hoc cao. Cac nghién ciru da cho thay tiém ning ciia carrageenan nhu mot
ta dugc va nén chat mang trong cac hé phan phdi hoat chét sinh hoc dudi dang hat
nano, vi nang, vi cau va hydrogel [52], duoc tom tit trong bang 1.7. Cac hat hydrogel
tir k-carrageenan da dugc phét trién dé van chuyén curcumin, hd tro diéu tri ung thu
thong qua co ché gel héa ion [65, 109]. Trong linh vuc m§ pham, k-carrageenan két
hop véi dan xuét cua chitosan dd dugc sir dung dé tao vi cau mang vitamin A, C, E
bang phuong phap nhil hoa - gel hoa ion, gép phan nang cao hiéu qua phan phéi va
on dinh hoat chat [51]. Bén canh do, su két hop «-carrageenan vai cac polyme tu
nhién va tong hop khac di mé rong pham vi (ing dung: véi chitosan tao 16p phu nano
nhiéu 16p bang phuwong phap layer-by-layer kiém soat phong thich hoat chat [110];
véi carboxymethyl cellulose hinh thanh hat IPN thdng qua gel hda ion tao lién két
chéo cho hé phan phdi thudc c kiém soat [111]; voi alginate tao mang composite
[112]; véi protein (BSA) thong qua dong tu dién tich dé bao vé va on dinh hoat chat
[113]; véi polyvinyl pyrrolidone, PEG va hat nano bac bang phuong phéap dung dich
tao mang nham phét trién vat liéu khang khuan y sinh [114]. Trong c6ng nghé thuc
pham, carrageenan con duoc ng dung dé tao hat vi nang chira omega-3 bang phuong
phap sy phun, gitp kiém soat phong thich trong qua trinh tiéu hoa [115], déng thoi
tuong tac vi cac hop chat khang khuan tu nhién nhu e-polylysine va céc

polysaccharide khac, qua d6 nang cao hiéu qua bao quan thuc pham [116].

Cac nha khoa hoc d3 nghién ctru bién d6i hda hoc carrageenan, dé tao hop chat
c6 hiéu qua cao trong phan phéi thudc, ngin sy giai phéng chat cé hoat tinh sinh hoc
sém, hoic bi thodi hoa khi van chuyén thudc qua da day. C6 thé carboxymethyl hoa
carrageenan, gan thém vao carrageenan nhém -COOH, dan xuat cua carrageenan co
tiém ning tng dung trong céc hé phan phéi qua duong udng [67, 68, 117]. Céc cong
trinh nghién ciu vé carboxymethyl carrageenan da duoc thyuc hién: céc bao co vé
dic tinh cua carboxymethyl-kappa-carrageenan [39, 67]; nghién cttu vé hoat tinh sinh
hoc, khang oxy hda, khang khuan cua carboxymethyl-kappa-carrageenan [69];
nghién cau carboxymethyl-kappa-carrageenan phan phéi cac chat cé hoat tinh sinh

hoc qua dudng ruot [68].
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1.5.2. Tinh hinh nghién cu & Viét Nam

Viét Nam c¢6 mot hé thuc vat rong bién da dang va phong phu, day 1a ngudn
loi dé khai thac nhitng hop chét c6 hoat tinh sinh hoc trong d6 c6 lectin. Pa c¢6 nhiéu
cdng b tach chiét va phan tich céac lectin tir rong do tir TS. Lé Pinh Hung va cong
su (2009, 2011, 2012, 2015, 2020, 2021) tai Vién Nghién ctu va Ung dung Cong
nghé Nha Trang, Khanh Hoa nhu: lectin KSA-1, KSA-2, KSA-3 va KSL duoc tinh
ché tr Kappaphycus striatus va lectin KAA-1 and KAA-2 duoc tinh ché tir K.
alvarezii, lectin EDA-2 tinh ché tir E. denticulatum, lectin BGL dwoc tinh ché tir rong
B. gelatinus) [1-9]. Nghién cau cau trac va dic tinh cac lectin tir rong dé cho thay
ching ¢4 tinh lién két N-glycan dang high-mannose va c6 ciu trac tuong tu VGi Cac
dic tinh lién két N-glycan dang high-mannose va cau tric cia cac lectin khang ung
thu va virus (HIV, SARS-CoV va influenza-ciim) da duoc cdng bé trén thé gigi [13,
14,16, 17, 33, 35, 118].

Phan tich céc lectin KSL, EDA-2, KSA-2, KAA-1, KAA-2¢H cau tric tuong
tu cau trlic cua cac lectin ESA-2 [18], va lectin SfL-1, SfL-2 [35] d4 dugc thong béo.
Tir cac cong bd cho thay cac rong do dang duoc nudi trong & Viét Nam, K. alvarezii,
K. striatus va E. denticulatum, hira hen 1a mot nguon lectin gid tri ¢ tiém nang trong

y hoc.

Hién nay nguon rong dé Carrageenophyte gom K. alvarezii, K. striatus, E.
denticulatum va Betaphycus gelatinus & Viét Nam la nguon carrageenan phong phu.
C6 nhiéu cong trinh nghién cttu quy trinh thu nhan va tinh ché carrageenan tir rong
do, chi yéu cho céc wng dung trong céng nghiép thuc pham nhu: Pham Hong Hai va
cong su (2007); Tran Thi Luyén (2010); Lé Thi Thdy Hang va cong su (2013), Tran
Dbinh Toai va cong su (2013); Ngb Ngoc Trinh va cong su (2015) [22-26]. Cac dang
carrageenan tir rong do nay ciing da duoc nghién cau cau tric va tinh chat hoa ly [7,
39, 119]. Tuy nhién hau nhu chua c6 cong bd ndo vé nghién ciu cac dan xuat tir
carrageenan nhu carboxymethyl-kappa-carrageenan va kha nang trng dung cua né
trong thuc pham hoic y hoc. Viéc nghién ctu tao hat vi nang tir din xuét
carboxymethyl-carrageenan boc lectin tir rong dé Carrageenophyte rat thiét thuc, tan

dung nguon ba rong sau khi chiét lectin tao chat mang c6 tuong thich sinh hoc, bao
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vé cac hoat tinh cua lectin khi sir dung qua méi trudong c6 pH thay dbi nhu hé tiéu

hoa, va c6 kha nang tang thoi luu tr(, giai phong tai cac vi tri dich.

Két lugn: Dya trén cac cong trinh nghién ctru vé thu nhan va tinh ché lectin va
carrageenan tir rong d6 da duoc cong bd trong va ngoai nudc, nghién cau sinh tién
hanh thu nhan va tinh ché tich hop lectin va carrageenan tir ngudén rong do
Carrageenophyte duoc nudi trong va thu hoach ty nhién tai ving bién mién Trung
Viét Nam. Viéc nghién ciru tao hat vi nang tir dan xuét carboxymethyl-carrageenan
boc lectin tir rong do rat thiét thuc, cac hat vi nang c6 dic tinh twong thich sinh hoc,
bao vé cé4c hoat tinh cua lectin khi sir dung qua méi truong c6 pH thay d6i nhu hé tiéu

hoa, va c6 kha nang tang thoi luu tru, giai phong tai cac vi tri dich.
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CHUONG 2: POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Pdi twong nghién cieu
Dbi trgng nghién ciru cua luan an 1a carrageenan va lectin dugc thu nhan va
tinh ché tir hai rong do: Kappaphycus striatus va Betaphycus gelatinus. C4c rong
duoc nudi trong va thu hoach tu nhién & mién trung Viét Nam, Hinh 2.1 nudi trong
rong do K. striatus & Vinh Van phong, Khanh Hoa. Sau khi thu hoach, rong duoc ria

sach bang nuéc ngot dé loai bo tap chat va bao quan & -20°C cho dén khi st dung.

Hinh 2.1. a) VVang nudi tréng va b) Thu hoach rong Kappaphycus striatus

tai vinh VVan Phong, Khanh Hoa.
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Rong do Kappaphycus striatus (Kappaphycus striatum) dong Sacol nau thugc
loai (F. Schmitz) Doty ex P. C. Silva, 1996. Nguoi dinh danh: TS. Lé Nhu Hau va
mau duoc luu giira trong bo suu tap rong bién cua Vién Nghién ciu va Ung dung

Cong nghé Nha Trang nay la Vién Hai duong hoc (Hinh 2.2).

Hinh 2.2. Rong Kappaphycus striatus: a) rong tuoi, b) rong kho, c) tiéu ban (Ky
hiéu tiéu ban: Nitra A24.9.02)

Rong do Kappaphycus striatus trong luan &n nay dugc thu thap tai Vinh Van
Phong (120°29' Bic, 109°10’ Pong), tinh Khanh Hoa, Viét Nam vao thang 08/2020
dén 03/2021.

Rong dé Betaphycus gelatinus (Eucheuma gelatinae) loai (Esper) Doty ex
P. C. Silva, 1996. Ngudi dinh danh: TS. Lé Nhu Hau va mau duoc luu giira trong bo
suu tap rong bién caa Vién Nghién ciru va Ung dung Cong nghé Nha Trang nay 1a
Vién Hai duong hoc (Hinh 2.3).

Hinh 2.3. Rong Betaphycus gelatinus: a) rong tuoi, b) rong kho, ¢) tiéu ban (Ky
hiéu tiéu ban: Nitra A6.2.02)

Rong do Betaphycus gelatinus trong luan an nay dugc thu thap tai tinh Ninh
Thuan (11°35’ Bic, 109°02’ Dong) nay la tinh Khanh Hoa, Viét Nam trong khoang
thoi gian thang 4 dén thang 6 nam 2022.

Thoi gian thuc hién luan an: 01/2021-12/2024 tai Vién Nghién ctu va Ung
dung Cong nghé Nha Trang nay la Vién Hai duong hoc.
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Hoéa chat sie dung: NaOH, KOH, HCI, H,SO4, CICH,COOH, Methanol,
Ethanol, 2-propanol, CH3COOH, Na,SO4, BaCl,, NaHCO3, NaH:POs. 2H0,
Na2HPO.. 12H,0 (Trung qudc); acid L-ascorbic, rhodizonate natri, acetal, resorcinol,
D-fructose (Merck, Btrc). Cac monosaccharide va yeast mannan tir Nakarai Chemical
(Kyoto, Japan). Transferrin, fetuin, porcine thyroglobulin, bovine submaxillary
mucin, porcine stomach mucin va 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl dugc mua tir Sigma
(St. Louis, MO). Bovine thyroglobulin caa WAKO (Osaka, Japan). Cac dan xuat
asialo-transferrin, asialo-fetuin va asialo-porcine stomach mucin duoc diéu ché bang
cach thuy phén transferrin, fetuin va porcine stomach mucin véi 0,05 M HCI trong 1

gio ¢ 80 °C, sau d6 tham tich véi dung dich NaCl 0,15 M qua dém dé loai acid thira.
2.2. Chiét tach, tinh ché lectin va carrageenan tir rong do
2.2.1. Chiét tach, tinh ché va xac dinh ham lwong protein cia lectin

Pau tién lectin duoc chiét tir rong do, sau d6 chiét polysaccharide tir ba rong.
Lectin duoc chiét va tinh ché theo phuong phap cua Lé Dinh Hung va cong su, 2011,
2015a [3, 5]. Rong do sau khi thu hoach duoc ria sach dé loai tap chat va sinh vat
bam, 1000 g rong d6 twoi dugc nghién dong nhat va duoc chiét vai ethanol 20%, giit
& 4°C trong 18 gio véi su khudy dao lién tuc. Loc thd hdn hop qua tdi vai dé thu dich
loc thd, thu hoi ba rong dé chiét carrageenan. Ly tam dich lectin loc thd ¢ 10.000
vong/phut trong 20 phit & 4°C dé thu két tua dich loc vai ethanol 80%. Ly tam thu
taa ¢ 10.000 vong/phat trong 20 phdt & 4°C va tham tich két taa trong dung dich dém
phosphate 50 mM (pH = 7,0) ¢6 chira 0,15 M NaCl. Dich trong tdi tham tich dugc
tinh ché bang sac ky loc gel trén cot Superdex R 75 HR (1,0 x 30 cm) (GE Healthcare,
Uppsala, Sweden) va dugc rira giai voi tbe do 1 mL/phit bang dung dich dém
photphat 50 mM (pH = 7,0) c¢6 chaa NaCl 0,15 M. Thu mdi phan doan 1 mL va xac
dinh hoat tinh ngung két hong cau cua tat ca cac phan doan, thu cac phan doan cO
hoat tinh va c6 dac bang hé co dic siéu loc (ultrafiltration) ding mang 10.000 Da va
tham tich dich c6 dic trong nudc cat va bao quan & -20°C cho dén khi st dung. Céc
phan doan rira giai duoc quan sat cho do hap thu & 280 nm cho protein va cho hoat
tinh ngung két hong cau véi huyén phi 2% thé tich (v/v) caa hong cau mau tho da

duogc xir ly bang enzyme trypsin. Hinh 2.4. mé ta so 6 qué trinh chiét tach lectin tur
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rong d6. Bi rong dugc phoi kho c6 dang bot, duoc gitr ¢ -20°C, sau d6 dung dé chiét

carrageenan bang phuong phap chiét tu nhién hoic xt ly kiém.

Rong do
1000 g

Rura sach

v
Nghién rong

v

Chiét vei ethanol 20%

Nhiét do: 4°C
Thoi gian: 18 gio

Bé rong

Nhiét do: 4°C v
Thai gian :20 phit Ly tam dich 10.000 vong/pht loc
Tua vai ethanol 80%
. , bém phosphate 50 mM
Tham tich ket tua D H=7NaCl 0.15 M
Cot Superdex ¢ P ’
R75 HR

— Tinh ché dich bang séc ky loc gel —

v

Thu cac phan doan ¢6 hoat tinh NKHC va ¢o dac

'

Cb dic bang hé siéu loc mang 10.000 Da

(1,0x30cm)

Hinh 2.4. So dd qua trinh chiét lectin tir rong do.

Xdc dinh ham lweng protein cia lectin tir rong dé bang phuong phap cua
Lowry va cong su, 1951 [120], dung albumin huyét thanh bo (BSA — Bovine serium
albumin) 1am chat chuan. Phuong phép dya trén co sé protein c6 kha nang phan tung

vé6i thude thir Folin tao phirc chat ¢ mau xanh da troi. Cuong d6 mau cua dung dich
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mau dugc do bang thiét bi do quang phd UV-Vis ¢ bude song 750 nm. Cudng do
mau cua dung dich phan tich ty 1& thuan véi ndng do protein trong mot pham vi nhat
dinh. Dya vao dd thi protein chuan (BSA) c6 thé xac dinh dugc ham lwgng protein ¢

nong d6 vai chuc pg. (Pudong chuin va phuong phap ¢ phan phu luc 1, 2).

Kiém tra dp tinh sach va xdc dinh trong lweng phan ti lectin bang phuong
phap dién di SDS-PAGE: tién hanh chay dién di cac dich lectin thu duoc qua ting
budc tinh sach trén gel polyacrylamide nong do 12,5 % véi dong dién 6n dinh ¢ hiéu
dién thé 100V. Thang protein chuan 1a nhitng protein c6 trong luong phan tir tir 11
dén 190 kDa.

2.2.2. Chiét tach va tinh ché carrageenan
Tir ba rong thu duoc sau khi chiét lectin, carrageenan duoc chiét xuat theo

phuong phap chiét tu nhién cua Craigie va Leigh, 1978 [20] va chiét xu ly véi dung
dich kiém ciia Ohno, 1994 [121], tham khao céc nghién ctru di cong b [22-26].

Phwong phdp chiét carrageenan tw nhién:

Botbdrong5g

v

Nhiét do: 90°C .
. . »  Chiét vgi NaHCO3; 0,5 M
Thoi gian: 2 gio v

Loc néng
v

Két tua bang CTAB
v

Ly tam thu taa
v

Rua voi CH3COONa gan béo hoa/ ethanol 95%

v

Rua véi ethanol 80%

v

Sy & 60°C

Carrageenan

Hinh 2.5. So d6 quy trinh chiét tu nhién carrageenan tir ba rong.
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Bot ba rong kho (5g) duoc chiét tach trong NaHCO3 0,5 M ¢ 90°C véi ti 16
1-+100 vé khdi luong (w/w) trong 2 gio, hdn hop duogc khudy manh. H3n hop duoc
loc néng chan khdng bang chét tro loc Celite. Dich loc dugc két tua bang
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) 2% trong nudc. Két tua duoc thu hdi bang
cach ly tam. Bot duoc rira ba lan bang dung dich CH3COONa b&o hoa trong ethanol
95% dé loai bo cin, va ba lan nita bang ethanol 80% dé loai b6 CHsCOONa.
Carrageenan duoc thu hdi va siy khd ¢ 60°C trong 24 gio (Hinh 2.5).

Phwong phdp chiét carrageenan tir ba rong xa ly kiém:

Bot ba rong
20¢

Nhiét do: 80°C

Thoi gian: 2 gio U trong 400mL KOH 6%

Rtra sach KOH
v

—— | Chiét v&i nudc cit

Nhiét dg: 90°C
Thoi gian: 2 gio

Dich chiét
v

Gel héa véi KCI 0,2%

il

Cit soi va dong lanh

v

R dong, rira voi ethanol 80%, siy khd 60°C

v

Carrageenan

Hinh 2.6. So d6 quy trinh chiét carrageenan tir ba rong xt ly kiém.
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Bot ba rong kho sau khi chiét lectin (20 g) duoc 1 trong 400 mL KOH 6% &
80°C trong 2 gid. Ba rong sau d6 duoc rira va chiét trong 400 mL nudc cat & 90°C
trong 2 gio. Sau d6, dung dich duoc loc va dich chiét duoc gel hoa bang KCI 0,2%.
Cit soi gel, dong lanh qua dém roi ra dong, rira voi ethanol 80% ba lan va say kho &
60°C dén khéi lugng khong doi. Hinh 2.6. md ta so d6 qua trinh chiét tach

carrageenan xt |y kiém tir b rong sau khi chiét tach lectin.

2.3. Ché tao hat vi nang carrageenan-lectin va danh gia sw giai phong lectin tir hat

vi nang carrageenan-lectin
2.3.1. Tong hop din xuat carboxymethyl-carrageenan

Qué trinh carboxymethyl hoa cua carrageenan st dung quy trinh tong hop
ether ciia Williamson [67, 68], phan tng gom 2 budc md ta & Hinh 2.7. Phan ¢ing xay
ra vi mot kiém manh chang han nhu natri hydroxide, khir proton ciia nhém hydroxyl
trong kappa-carrageenan dé tao thanh cac alkoxide, do d6 lam ting tinh nucleophin
cta chung. Cac nhém carboxymethyl sau d6 dugc hinh thanh trong phan tng gitra

cac carrageenan alkoxide va acid monochloroacetic [68].

_ 5 o
“{OH B _‘PC Z_C<OH 7
0,5 6,0 H ° ° 6 g_ 6
3 . - X
w0~ 3 20N 3 20H H,0 o 1 Q70
2 ~ 3 on 3 20H
\ A J n
A Y L dn
G DA
C|4i
_ L _ 0
_A° HyG-c
H,C-CZ OH
5.0 Mo 0,50 %° g
038 C/ C~0 1 3 Cc g 1 o
o7 0| < 1.0/ 10
-~°3210 3 3 ~O0T3 2, 3 204
OR %R
L ﬁ dn n

Hinh 2.7. Tong hop carboxymethyl k-carrageenan, DA 1a 3,6-anhydro-a-D-
galactopyranose; G la p-D-galactopyranose-4-sulfate. C4c s6 tir 1 dén 6 hién thi sb
carbon. R: CH,COOH hoic H; n: s don vi ldp lai; miii tén: cac vi tri c6 thé c6 su

carboxymethyl hoa.
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Quy trinh téng hep: dau tién carrageenan (10 g) tir rong d6 K. striatus dugc
tao huyén pha trong 200 mL 80% (w/v) 2-propanol trong binh phan tng thay tinh 3
o dung tich 1 L va khudy & nhiét do phong. Sau dé, tir tir thém ting giot 20 mL
NaOH 10 N bang buret trong khoang thai gian 15 phat. Khuay dugc gitt ¢ 40°C trong
1 gio nita dé hoat hoa kiém carrageenan va sau d6 thém acid monochloroacetic véi
cac ty 1é¢ mol khac nhau (gitra acid monochloroaxetic va carrageenan) duoc thém tirng
giot vao hdn hop phan tng. Hon hop tiép tuc khuay manh trong 4 gio ¢ 55°C. Sau
d6, hdn hop phan tng duoc trung hoa bang acid acetic ddm dic, loc san pham bang
phuong phéap loc chan khong. Rira san pham 3 1an bang 80% (w/v) 2-propanol va siy
khd & 50°C (Hinh 2.8).

Carrageenan

Huyén pht 80% trong 2-propanol

Nhiét do: 40°C ¢
Thoi gian: 1 gic .

a9 gl > Hoat héa bang NaOH 10N
Nhiét do: 55°C > Phan g véi acid monochloroacetic
Thoi gian: 4 gio v

Trung hoa bang acid acetic

v

—> Dich thai

Rua san pham bang 2-propanol 80%
say khd ¢ 50°C

Carboxymethyl-
carrageenan

Hinh 2.8. So d6 quy trinh téng hop carboxymethyl-carrageenan.
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Kappa-carrageenan (KC) duoc xtr 1y trong cung diéu kién ma khéng sir dung
acid monochloroacetic (MCA) dung 1am di ching va dugc ky hiéu 1a KC-0/1. Cac
ty 18 mol khac nhau cia MCA (tir 1 mol dén 5 mol)/1 mol disaccharide cua kappa-
carrageenan di duoc st dung trong nghién ctu ndy va cac dan xuit cua chung dugc
ky hiéu la CMKC-1/1, CMKC-2/1, CMKC-3/1, CMKC-4/1 va CMKC-5/1.

Trude khi xac dinh cac dic tinh va ciu trc, carrageenan va cac dan xuit cua
chung dugc tinh ché lai bang phuong phap loc str dung mang Spectrapor cd ngudng
MW la 12.000 - 14.000 Da, véi nuéc Milli-Q trong 24 gio va thay nude thuong
xuyén. Sau khi loc, mau duoc loc bang dau loc syringe (kich thuéc 15 loc 0,45 um)

va két tua bang ethanol tuyét doi, siy kho ¢ 60°C va nghién thanh bot.
2.3.2. Ché tao hat vi nang carrageenan-lectin

Str dung phuong phap gel hoa ion theo O. Sipahigil va cong su, 2001 [64] va
K.H. Leong va cong sy, 2011b [73] dé tao hat vi nang mang lectin, dugc md ta & hinh
2.9 [104].

Kim tiém

Hon hop carrageenan + lectin

-

)
©/Dung dich KCI 10% trong

o 9 o 2

o — = \‘\ HCl pH=1,2
\—/ N

Cir—x»

Khuay tir

Hinh 2.9. M0 ta phuong phap gel hoa ion.

Quy trinh ché tao hat vi nang carrageenan-lectin/ dan xuat CMKC-lectin: Hoa
tan hon hop carrageenan va dan xuat carboxymethyl-carrageenan ¢ nong do khéc
nhau (2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4%) trong 4mL dém phosphate pH = 7,0 & nhiét 46 phong.



44

Thém 1mL lectin 10 mg/mL vao hdn hop va tron déu ¢ nhiét d6 phong dé tao mot hé
phan tan dong nhat. Dung syringe (1 mL, 26G) véi kich thude duong kinh trong cua
dau kim tr 0,4 - 0,5 mm dé hit hon hop va nho tirng giot vao 20 mL dung dich KCI
- HCI 10% pH = 1,2, hat duoc ngam trong dung dich 5 gid, sau d6 hat duoc riza nhiéu
lan v6i nude cat. Thu hoi hat vi nang da dong goi lectin, lam kho & 50°C va giit ¢

4°C. So dd quy trinh tao hat duoc mé ta ¢ hinh 2.10.

Dé xac dinh hiéu xuat boc lectin cua hat carrageenan-lectin va can xac dinh
ham lugng lectin trong dich thai sau khi tao hat. Str dung phuong phap dinh luong
protein bang phuong phap quang phd UV-Vis tai bugc séng 750 nm. Hiéu xuat boc
lectin cua hat nang duoc tinh theo cdng thuc (2.1) [73].

_ lectin dwa vao (mg)—lectin tw do trong dich thai (mg) 0
B lectin dwa vao (mg) X100% (PT2.1)

H

Carrageenan/ dan
xuat CMKC

v

Dung dich véi @ém
phosphate pH = 7,0

Hé phén tan dong nhat

v

Kim tiém Nhé giot vao dung dich
(AmL, 26G) KCI-HCI 10% pH =1,2

Ngam hat 5h

v

Rura sach véi nuée cit,
lam kho ¢ 50°C

Lectin 10mg/mL >

v

Hat vi nang carrageenan -
lectin

Hinh 2.10. So d6 quy trinh tao hat carrageenan-lectin, CMKC-lectin.
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2.3.3. Xac dinh sy giai phong lectin tir hat vi nang carrageenan-lectin

Danh gia mirc d giai phong lectin tir hat vi nang carrageenan-lectin bang
phuong phap UV-Vis do d6 hap thy quang caa protein ¢ budc séng 280 nm cua
Harold Edelhoch, 1967 [122]. Hat vi nang carrageenan - lectin 40 mg dugc ngam
trong 10mL dung dich cé pH = 1,2 (tuong tu pH ¢ da day) va pH = 7,4 (twong tu pH
& rudt), khudy tron hdn hop ¢ 37°C trong 30, 60, 120, 180 phit. O cac méc thoi gian
khac nhau dung dich dugc do d6 hap phu cua lectin ¢ budc song 280 nm, sau d6 xac
dinh ham luong lectin dugc giai phong. Ham lugng lectin giai phong duoc xac dinh
bang ty 18 protein trong dich ngam hat tai thoi diém xac dinh so véi ham luong protein

cd trong hat vi nang ban dau.

2.4. Xac dinh thanh phan hoa hec va diic trung ciu trdc caa carrageenan,

carboxymethyl-carrageenan va hat vi nang carrageenan — lectin

2.4.1. Xac dinh thanh phan hoa hec ciia carrageenan, carboxymethyl-

carrageenan

Xdc dinh trong lwong phan t# trung binh: Trong luwgng phan toe (MW) caa
carrageenan va cac dan xuat carboxymethyl héa cua chiung duge xac dinh bang sac ky
tham thau gel (Shimadzu LC-20AD, Nhat Ban), sir dung may do chi sé khic xa va cot
GPC/SEC Suprema Ultrahigh (8,0 mm x 300 mm, Puc). Bom 20 uL dung dich 0,2%
ctia mdi mau lén cot va rira giai bang LiNO3 0,1 M véi toe 6 dong 1,0 mL/pht ¢ 40°C.

Dextran véi trong lwong phan tir khac nhau duoc sir dung 1am chat chuan.

Xdc dinh ham Ilwong 3,6-anhydro-D-galactose: Ham luwong 3,6-
Anhydrogalactose trong polysaccharide duoc xac dinh bang phuong phap resorcinol
cua Yaphe va Arsenault, 1965 [123] sir dung D-fructose 1am chat chuan. Quy trinh
tong quat: ldy 2 mL mdi dung dich D-fructose ¢ cac néng d6 khéc nhau,
polysaccharide (100 pg/mL), va nudc cat duoc cho vao mot ng nghiém va duoc day
bang mét vién bi thay tinh. Cac éng nay duoc dit trong bé nude dé, va thém vao mdi
6ng 10 mL thudc thi resorcinol (9 mL resorcinol 1,36 mM, 1 mL acetal 2,78 mM va
100 mL HCI d¢am dic). Cac thanh phan da duoc tron va 1am lanh trong bé nuée da it
nhat 3 phut. Cac éng nay duoc dit trong ndi céch thity 20°C trong 4 phut va sau d6
dugc gia nhiét trong 10 phat ¢ 80°C. Sau do, nd dugc lam lanh trong 1,5 phat trong
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bé nudc da, va do hap thu duoc do & budc séng 555nm, mau tranh tiép xdc vai anh
sdng manh. Ham luong 3,6-anhydrogalactose duoc xac dinh so véi chuan D-fructose
va nhan 1én vai gia tri 1,087. Céc thi nghiém duoc thuc hién ba lan va duoc dua ra

dudi dang gid tri trung binh cho méi dung dich tht nghiém.

Xdc dinh ham luwong sulfate: Ham lugng sulfate dugc xac dinh theo phuong
phép Terho va Hartiala, 1972 [124] str dung NaSO4 lam chat chuan. Mot céach tong
quat, lay 0,5 mL mdi dung dich chuan Na;SO4 & cac nong do khac nhau (4 — 24 ug
sulfate/mL), polysaccharide (100 pg/mL), va nudc cat duoc cho vao dng nghiém va
thém vao mdi ong 2,0 mL ethanol tuyét ddi, tron déu. Tiép theo, 1 mL dung dich dém
BaCl, (gdm 10mL acid acetic 2 M, 2 mL BaCl, 0,005 M, 8 mL NaHCO3 0,02 M, va
thém ethanol tuyét d6i dén 100 mL) va 1,5 mL dung dich natri rhodizonate (gom 5
mg natri rhodizonate dugc hoa tan trong 20 mL nudc cat, va thém ethanol tuyét doi
thanh100 mL) duoc thém vao mdi ong va lac déu. Cac dng nay duoc dé trong bong
t6i 10 phat & nhiét d6 phong, va do d6 hap thu ¢ budc séng 520 nm trong 30 phit.
Cac thi nghiém duoc thyuc hién ba lan va tinh két qua trung binh cho mdi dung dich

thir nghiém. (Puong chuan sulfate ¢ Phu luc 3)

Xdc dinh nhigr dé tao gel, nhigr dé tan gel va dg bén gel: Nhiét do tao gel va
nhiét d6 tan gel duoc xac dinh theo phuong phap cua Craigie va Leigh, 1978 [20]
bang céch str dung dung dich 1,5% carrageenan trong 0,2% KCI.

Nhiét d6 tao gel dugc do bang cach d6 dung dich carrageenan néng (10 mL,
W/V) vao 6ng nghiém (duong kinh 22 mm, cao 142 mm). Sau d6, mét nhiét ké (vach
chia 0,1°C) dugc dwa vao éng nghiém, dung dich duoc dé ngudi véi tée do
0,5°C/ph0t. Céc hat thay tinh (3,0 mm) duoc dua dinh ky 18n bé mat cua dung dich.
Nhiét d6 tao gel dugc ghi nhan khi hat khong chim qua gel.

Nhiét do tan gel duge do bang cach dat mot hat thay tinh 1én bé mat cua gel
(mau gel duoc can bang qua dém & 20°C) trong mot ng nghiém duoc kep trong noi
cach thuy va duoc lam am ¢ téc d¢o 0,5°C/phat. Nhiét do tan gel dwoc ghi nhan lai
khi hat thay tinh chim xudng day. Cac thi nghiém dugc thyc hién ba lan va tinh két

qua trung binh cho mdi dung dich thir nghiém.
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Do bén gel duoc do theo phurong phap cua Ohno va cong su (1994). Dung dich
1,5% (1,5 g carrageenan trong 100 mL KC1 0,2%) dugc dun nong ¢ 90°C trong 30
phut. Sau dé, dung dich dugc d6 vao dia petri (duong kinh 94 mm va chiéu cao 14
mm) va giit & nhiét d6 phong trong 24 gio. Bé do do bén gel, gel dugc o trudc & 20°C
trong 2 gio va dugc do trén may CR-500DX; Sun Scientific (Nhat Ban) véi duong
kinh piston: 12 mm, do day gel: 10 mm va téc do ban: 60 mm/phat. Céc thi nghiém

duoc thuc hién ba lan va két qua dugc tinh gié tri trung binh.

2.4.2. Xac dinh dic trung cu tric caa carrageenan, carboxymethyl-carrageenan

va hat vi nang carrageenan-lectin

Phwong phdp phé haong ngoai FT-IR: Cac mau kappa - carrageenan va cac dan
XUt cia chung duoc ghi lai trong pham vi tir 4000 cm* d&én 500 cm'™ trén may quang
phd hdng ngoai bién d6i Fourier SHIMADZU, Nhat Ban.

Phuwong phdp pho céng hweng tir hat nhan NMR: duoc do ¢ 70°C trén may
quang phé NMR Bruker Avance I11 (500MHz), ndng do mau carrageenan 1a 3 mg/mL
dung méi D20, s dung chat noi chuan DSS (4,4-dimethyl-4-silapentane-1-acid
sulfonic). Su thay d6i hda hoc di dugc hiéu chinh so véi chat noi chuan DSS (8 = 0,000
ppm cho ca NMR *H va t3C).

Xdc dinh dé thay thé DS: Puoc xac dinh bang hai phuong phép:

a) Phwrong phdp chudn dé dién thé: Gia tri DS ciia mdi mau duoc wéc tinh tir
chuan do dién thé. Cac mau chinh xac 0,2 g duoc hoa tan trong HCI 0,1 mol/L (50 mL)
va chuan d6 bang NaOH 0,1 mol/L. Cac gié tri pH duoc do bang may do pH Hana
Instrument (Rumania) khi tang thém céc thé tich ciia dung dich NaOH [70]. Gia tri DS
dugc tinh theo phuong trinh sau:

DS =385A/ (1000 — 80A), A = (V2— V1) naoH X Cnaon/Memke (PT 2.2)
Trong d6 A 1a tong ciia - CH,COOH va - CH,COONa trén gram mau.

b) Phuwong phdp tinh tich phdn dién tich tir phé *H NMR: Mtrc d6 thay thé 12 s6
nhém carboxymethyl trung binh trén don vi lap lai carrageenan dugc xac dinh nhu mo
ta duoc cong bd trude day cua K.H. Leong va cong sy, 2011a; Madruga va cong s,
2020 [68, 69]. Mtic d6 carboxymethyl hoa dugc tinh toan tir phd *H NMR bang céch

sir dung tich phan caa cac dinh proton trong pham vi dich chuyén héa hoc tir 3,4 ppm
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dén 5,2 ppm, theo cdng thirc phuong trinh PT 2.3 Py 1a ving dién ra sy thay thé 2-O-
va 6-O cuia don vi p-D-galactopyranose-4-sulfate (G) va su thay thé 2-O cua phan 3,6-
anhydro-D-galactopyranose (DA) gay ra su dich chuyén truong thap tuong Gng cua
chdng.

K = (A(proton(s)cua CMKC tai Oi)
L (A[proton(s)cua KC tai Oi]+A[proton(s)cua CMKC tai Oi

PT 2.3
¢ )

Murc do thay thé DS = Yxi

Trong d6 A dai dién cho dién tich peak; O la nguyén tir oxy ¢ vi tri i (vitri 2 va
6 cua don vi p-D-galactopyranose-4-sulfate (G) va su thay thé 2-O cua nira 3,6-

anhydro-D-galactopyranose (DA)); xi la DS riéng phan.

Xdc dinh diic trung cdu tric cia hat vi nang carrageenan — lectin: Hat duoc
do kich thudc trudc va sau khi 1am khd. Kich thudc va dic tinh bé mat caa hat nang
duoc xac dinh bang kinh hién vi dién tir quét phat xa trudng (FE-SEM) S - 4800,
HITACHI xéc dinh kich thudc hinh dang hat & d6 phéng dai 100x, va xac dinh cau
trdc bé mat hat & d6 phong dai 500x.

2.5. Panh gia hoat tinh sinh hoc va d¢ trwong cta carrageenan, carboxymethyl-

carrageenan va hat vi nang carrageenan-lectin

2.5.1. Xac dinh hoat tinh chéng oxy hoa cua carrageenan va din xuit

carboxymethyl-carrageenan

Hoat tinh chéng oxy hoa cua kappa-carrageenan va céc dan xuat
carboxymethyl-kappa-carrageenan dugc thur nghiém theo phuong phap dugc mo ta
theo Shimada va cong su, 1992 [125], str dung 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).
Pau tién, dung dich DPPH 0,1 mM trong dung méi MeOH-nudc khir ion (1:1) duoc
chuan bi va thém 3 mL mdi dung dich mau trong 1 mL dung dich nay trong MeOH-
nudéc khir ion (1:1) & ndng d6 500 pg/mL. Acid ascorbic ¢ cac ndng do khéc nhau (1 +
10 pg/mL) trong MeOH-nuéc khir ion (1:1) duoc sir dung lam ddi chimg duong va
MeOH-nudc khir ion (1:1) 1am dbi chitng &m, cac thi nghiém dugc thyc hién nhu mo
ta & trén (Puong chuan hoat tinh chdng oxy hoéa cua acid ascorbic & phu luc 4). Hon

hop dugc lic manh va dé yén & nhiét d6 phong trong 30 phut. Sau d6, do hap thu duoc
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do ¢ 517 nm. D6 hap thu thap hon cua hdn hop phan &ng cho thay hoat dong bét goc

t do cao hon. Hiéu suat tc ché goc tu do - RSA (%) duoc tinh theo phuong trinh:
RSA (%) = (1 — %) x 100 (PT 2.4)
0

Trong d6 Ao 1 d6 hap thu cua ddi ching va As 1a 6 hap thu cua mau.

2.5.2. Xac dinh hoat tinh ngung két hong cu caa lectin, carrageenan va hat vi

nang carrageenan-lectin

P4anh gia hoat tinh ngung két hdng ciu caa lectin: Lectin sau khi duoc chiét
tach va tinh ché tir rong dé dugc danh gia hoat tinh ngung két hong cau (NKHC).
Loai hong cau duoc sir dung trong céc thi nghiém xac dinh NKHC cua lectin la hong

cau tho 2%, da duoc xir ly enzyme trypsin.

Dung dich huyén pht héng cau méau 2%: Pau tién mdi mau mau duoc rioa
vé6i dung dich NaCl 0,15 M (ty I& 1/50 v/v) tir 3 dén 5 lan. Sau d6, thém dung dich
dém phosphate 0,02 M ¢6 chira NaCl 0,15 M, pH = 7,0 dé tao huyén phu hong cau
mau 2% (v/V) va dugc dung nhu hong cau ty nhién. Hong cau mau xt 1y trypsin duoc
chuan bi bang cach thém 1/10 thé tich cia dung dich trypsin 0,5% (w/v) vao huyén
phl mau tu nhién 2% (v/v), hdn hop dugc tron déu va i ¢ 37°C trong 60 phit. Sau
khi 1, hdng cau mau duoc ria tir 3 dén 5 1an véi dung dich mudi va hoa lai bang dung
dich dém phosphate 0,02 M c6 chtra NaCl 0,15 M, pH = 7,0, ta thu dugc huyén phu

hong cau mau 2% da xu ly enzyme [1].

Céach tién hanh ddnh gid hoat tinh ngung két hang cau: Dau tién cho 25 pL
dung dich NaCl 0,15 M vao mdi giéng cua dia 96 giéng day chir V. Sau d6, 25 pL
mau dich chiét lectin can kiém tra hoat tinh ngung két hong cau duoc thém vao giéng
dau tién, tron déu va pha loding sang céc giéng tiép theo vai ty 18 pha 1a 1/2n (n: sé
lan pha lodng). Tiép tuc cho 25 pL hdng cau mau 2% da xu ly bang trypsin vao tat ca
c4c giéng. Lac nhe, gitr & nhiét d6 phong, sau 2 gio kiém tra két qua. Két qua &m tinh
la tat ca hong cau lang xubng day giéng thanh chim nho, va két qua duong tinh 14

hong cau trong giéng bi ngung két hon 50%.

Don vi hogt tinh (HA): 1 don vi hoat tinh cta lectin hay 1 don vi hoat tinh
NKHC trén 1 mL (HU/mL) chinh la gia tri nghich dao cua d6 pha lodng 16n nhat ma
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dich chiét lectin con c6 kha niang lam ngung két hon 50% luong hong cau cho vao
phan @ng. Hoat tinh lectin duoc xac dinh theo 2 chi sé:

Hogt tinh téng (HTTS): 1a tong sé don vi hoat tinh c6 trong mot thé tich nhat

dinh. Bon vi: HU

HTTS = V. 2" (PT 2.5)
Trong d6 V: tong thé tich (mL); n: sb 14n pha lodng
Hoat tinh riéng (HTR): 1a s6 don vi hoat tinh lectin c6 trong 1mg protein.

bon vi: HU/mg

HTR = __HTTS

Proteinggng

(PT 2.6)

Trong d6 HTTS: tong s6 don vi hoat tinh; Proteinwng: tong ham luong protein (mg).
LHC (Lowest hemagglutination concentration): ndng do nho nhét c6 kha nang
gay ngung két hong cau da duoc xu 1y enzyme. Pon vi : pg/mL

Ham lwong protein

LHC = A

(PT 2.7)

Xdc dinh danh hwéng cia cation hoa tri hai, nhiét dé va pH dén hogt tinh

ngung két hong cau cia lectin

Pé kiém tra anh huong cua cation hoa tri hai dén hoat tinh ngung két hong
cau, lay 1 mL dung dich lectin tham tich trong 100 mL dung dich dém phosphate c6
chira 50 mM EDTA ( Ethylene diaminetetra acetic) qua dém & 4°C. Thu hdi phan
trong tdi tham tich va xac dinh hoat tinh ngung két hong cau véi hong cau mau tho
da xu ly trypsin trong su c6 mat va vang mat caa cation hoa tri hai (10 mM CaCl,
hoac MgCly) [1].

Pé kiém tra anh huong ciaa nhiét do dén hoat tinh ngung két hong cau, lay 1
mL dung dich lectin & & c4c nhiét ¢ khac nhau (30 d&én 100°C) trong 30 phut, sau d6
lam lanh ngay bang da va xac dinh hoat tinh ngung két hong cau nhu & trén [1].

Pé kiém tra anh huong cua pH dén hoat tinh ngung két hong cau, 1y 1 mL
dung dich lectin tham tich qua dém & 4°C trong 100 mL cua cac dung dich dém (50
mM) & cac pH khéc nhau (tir 3 dén 10) va sau d6 tham tich trong dung dich NaCl
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0,15 M dé loai anh huéng cua pH thira. Thu hdi phan trong tdi tham tich va xac dinh
hoat tinh ngung két hong cau nhu da mé ta & trén. Cac dung dich dém duoc st dung
nhu sau: HCI ¢6 pH = 1 va 2, dém acetate cé pH = 3, 4 va 5, dém phosphate c6 pH =
6 va 7, dém Tris-HCI c6 pH = 8 va dém carbonate c6 pH =9 va 10 [1].

Phan tich ddgc tinh lién két carbohydrate cia lectin:

Tién hanh phan tich véi cac duong don (Monosaccaride 100 mM) nhu:
Glucose, N-acetyl-D-glucosamine, D-galactose , N-acetyl-D- galactosamine, D-
Mannose, N-acetyl-D-manosamine, Xylose, N-acetyl neuraminic acid; va cac
glycoprotein mang dang N- va O-glycan (2000 pg/mL) nhu: Transferrin, Asialo-
Transferrin, Fetuin, Asialo-Fetuin, Yeast mannan, Porcine thyroglobulin , Porcine
stomach mucin, Asialo-porcine stomach mucin. Pac tinh lién két carbohydrate cua

lectin duoc xac dinh bang phuong phap danh gia hoat tinh NKHC.

bic tinh lién két carbohydrate cua dich lectin duge xac dinh dya trén nghién
ctru caa Hori va cong sy, 1986 [78]. Pau tién, 25 uL dudng hoic glycoprotein duoc
chuan bi trong nudc mubdi duoc pha lodng gap doi theo chudi trén dia 96 giéng day
chir V. Thém vao mdi giéng 25 pL dung dich lectin c6 hoat tinh NKHC 1a 4 HU, dia
duoc tron nhe nhang va dé yén & nhiét dé phong trong 1 gid. Cudi cung, thém 25 pL
hdn dich 2% hong cau tho da xu ly bang trypsin vao mdi giéng, lic nhe dia va u thém
1 gio nira. Sy tc ché duoc quan séat thiy biang mit thuong va hoat dong tc ché duoc
thé hién 1a nong d6 duong hoac glycoprotein thap nhat ma tai d6 sy e ché hoan toan
su ngung két hong cau dat dugc. Néu hoat tinh NKHC caa lectin khong thay doi vay
lectin khong c6 kha ning lién két véi duong hoic glycoprotein duoc kiém tra. Néu
hoat tinh NKHC cua lectin giam thi lectin da lién két véi duong hoac glycoprotein
duoc kiém tra. Nong d6 nho nhat cua duong (mM) hoac glycoprotein (2000 pg/mL)
ma tai d6 hién twong NKHC do lectin gy ra bi tc ché hoan toan (nghia 1 lectin da
lien két v6i duong hoic glycoprotein kiém tra), duogc tinh theo cong thuc:

C
Cmin = (PT28)

Trong d6 Cmin: Nong d6 phan tng nhé nhat cia duong (mM) hoic glycoprotein
(Mg/mL) ma tai d6 hién twong NKHC do lectin gay ra bi ic ché hoan toan; C: Nong
d6 cua duong va glycoprotein (Nong do duong: 100 mM; Nong d6 glycoprotein:
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2000 pg/mL); HI: Gié tri ndng d6 pha lodng ma tai d6 hoat tinh NKHC van con bi tc

ché, sau khi lectin d3 lién két véi duong hoic glycoprotein.

Ddnh gid hoat tinh ngung két hong cau cia carrageenan: Carrageenan
va cac mau KC-0/1 va CMKC-1/1 + 5/1 duoc pha véi nong d6 1%, sau d6 duoc danh
gia hoat tinh NKHC véi hong cau tho 2%, cac budc phan tich trén dia 96 giéng day

chir V twong tu nhu danh gia véi lectin.

Ddnh gid hoat tinh ngung két hong cau cia lectin tir hgt vi nang CMKC —
lectin: Trudc khi tao hat vi nang CMKC-lectin, hon hgp CMKC-3/1 (2,0 + 4,0 %)-
Lectin ciing dugc danh gia hoat tinh NKHC trén hong cau tho. Dé danh gia hoat tinh
ngung két hong cau cua lectin trong hat vi nang carrageenan - lectin, can danh gia
hoat tinh ngung két hong cau cua hdn hop carrageenan va lectin dé tao hat vi nang.
Chuan bi hdn hgp CMKC va lectin theo dung cac ty 1¢ tao hat, ldy 25 pL mau vao
giéng cua dia 96 giéng ddy chir V da c6 25 uL dung dich NaCl 0,85% va xac dinh
hoat tinh ngung két hong cau vai hong cau tho 2%. Sau d6 so sanh hoat tinh ngung

két hong cau ciia mau hat vi nang va lectin ban dau.

2.5.3. Xac dinh d9 trwong ciia hat carrageenan va cac dan xuat carboxymethyl-

kappa-carrageenan

Do trwong cua hat carrageenan va céc dan xuit carboxymethyl-kappa-
carrageenan dugc xac dinh theo phuong phap cua K.H. Leong va cong su, 2011 [68].
Cac hat dugc tao theo phuong phap tao hat vi nang & muc 2.3.2, khéng chtra lectin.
banh gia do truong cua hat trong moi truong co6 pH tuong tw pH ¢ da day la 1,2, va ¢
rudt 1a 7,4. Pau tién, 200 mg hat dugc ngam trong 20 mL dung dich HCI pH = 1,2,
hodc dung dich dém phosphate 20mM pH = 7,4 & nhiét d6 phong. Tiép theo, & mdi
khoang thoi gian 20, 40, 60, 80, 100, 120 phat thu hat gel, loai bé nuédc trén bé mat hat

bang gidy loc va can hat D¢ truong theo thoi gian duoc tinh dua vao phuong trinh:

M¢— M,

Do truong = (PT 2.9)

o

Trong d6: M, la khéi lugng mau ban dau (mg); M khdi luong mau ¢ thoi gian t (mg).
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CHUONG 3: KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Két qua xac dinh thanh phan héa hec, dic trung ciu tric va dic tinh caa

lectin va carrageenan tir rong dé Kappaphycus striatus
3.1.1. Thanh phan, dic tinh va cdu tric caa lectin tir rong dé Kappaphycus striatus

Theo nghién ciru ciia Lé Pinh Hung va cong sy (2011) [3] lectin chiét tir rong
d6 K. striatus c6 sy ngung két manh cac hong cau cua ciru va tho duoc xir Iy bang
trypsin va papain, trong khi né khong co sy ngung két vai cac hong cau cua ga va cua
ngudi (& cac nhdm mau A, B va O), ngay ca khi hong cau dugc xir Iy bang enzyme
(Bang 3.1). Do d6 trong nghién ctru nay, hoat tinh NKHC cua K. striatus duoc Xac

dinh trén hong cau thé da dugc xir ly trypsin.

Bang 3.1. Phan tich hoat tinh ngung két hong cau caa dich lectin chiét thé tir rong

do K. striatus véi cac dang hong cau khac nhau.

Hoat tinh ngwng két hong cau (HU/mL)

Héng cau \ = o
Tho 32 1024 2048
Cuu 32 1024 2048
Ga d - _
Nhém mau A - - -
Nhém mau B - - -
Nhém mau O - - -

2 Hong cau tir nhién; ® Hong cau dwoc xir Iy enzyme trypsin; € Hong cau diroc

xi Iy enzyme papain; ¢ Khong co suw ngung két hong cau.

Ham luong protein trong dich lectin chiét tir 1000 g rong va hoat tinh ngung
két hong cau cua dich lectin tir rong d6 K. striatus duoc tinh sach bing phuong phap
sac ky loc gel dugc trinh bay ¢ Bang 3.2. Tir 1000 g rong K. striatus twoi chiét dugc
19,4 mL dich lectin sau két tua c6 lwong protein tong trong dich lectin la 33,56 (mg),
hoat tinh riéng cua protein 1a 148,87 (HU/mL) va nong d6 nho nhat gdy NKHC la
6,76 (ng/mL). Sau khi duoc tinh sach bang phuong phép sac ky loc gel, vi mét luong
protein khéng c6 hoat tinh NKHC da bi loai bo lam cho gié tri protein téng giam
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xudng con 31,80 mg nén hoat tinh riéng cua protein lai ting 1én (150,95 HU/mL). Tt
két qua & Bang 3.2 ciing cho thay ndng d6 nho nhat gdy NKHC cua protein (LHC)
cling giam dan qua céc budc tinh sach (tir 16,39 pg/mL trong dich chiét thd xuéng
6,76 pg/mL ¢ dich lectin sau taa va con 6,63 pg/mL trong dich thu duoc sau sic ky
loc gel). Sau khi kiém tra d6 tinh sach cua cac budc tinh ché lectin bang phuong phap
dién di xac dinh dugc lectin tir rong K.striatus c6 khdi lugng phan tir ~ 28,5 kDa (Két

qua dién di ¢ Phu luc 5).

Bang 3.2. Ham lugng protein va hoat tinh NKHC cua lectin chiét tur

rong do K. striatus

Lectin twr K.striatus Dich thd Dich sau két tha  Dich sau 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(pg/mL) 16,39 6,76 6,63

HA: Hogt tinh cia 1 mL dich lectin; HTTS: Hogt tinh tong so; HTR: Hoat tinh
rieng LHC (Lowest hemagglutination concentration): néng dé nhé nhat gay
NKHC; SKLG: Sdc ky loc gel.

TOy vao loai rong va thoi diém thu hoach rong, rong sé c6 ham lugng
carrageenan va lectin khac nhau, nén céc gia tri ham lugng protein tong trong dich
lectin c6 thé thay d6i [7]. Lectin tir rong d6 K. striatus sau tinh sach bang sic ky loc
gel dugc co dac va xac dinh lai ham lugng protein, sau dé dich lectin dugc pha lodng
t6i ndng do 10mg/mL trong dung dich dém phosphate pH = 7,0, NaCl 0,15 M dé tao
hat vi nang carrageenan - lectin.

Phan tich céc yéu t6 anh hudng dén hoat tinh NKHC cua lectin, cho thay hoat
NKHC cua lectin tir rong do K. striatus khdng bi anh hudng sau khi lectin dugc tham

tich vi EDTA, va khi c6 mat c4c hai cation kim loai Ca2* va Mg?* sau tham tich
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(Bang 3.3). Két qua khao sat trén day cho thay su c6 mat caa cac ion kim loai khong
lam anh huéng dén hoat tinh ngung két hong cau cua lectin tir rong K. striatus.

Bang 3.3. Két qua thi nghiém anh hudng cua cation hda tri hai dén hoat tinh ngung

két hong cau cua lectin tir rong K. striatus.

Mau Hoat tinh NKHC Hoat tinh NKHC (%)
(HU/mL)

Mau khéng kim loai 128 100

EDTA 128 100

Ca* 128 100

Mg?* 128 100

140 -
[ &

120 A

100 A

Hoat tinh ngwng két hong cau (HU/mL)
H [e)] [0
o o o

N
o
1

o

20 30 40 50 60 70 80 90 100
Nhiét d (°C)

Hinh 3.1. Hoat tinh NKHC cua lectin tir K. striatus thay doi theo nhiét do.

Két qua phan tich anh huéng caa nhiét d6 dén hoat tinh NKHC cua lectin tur
rong do K. striatus dugc trinh bay ¢ Hinh 3.1. Lectin tir rong do K. striatus khong bi
mat hoat tinh khi nhiét do 1én dén 50°C trong 30 phat; khi nhiét do tiép tuc tang hoat
tinh cua lectin giam dan tir 60°C va lectin bi mat han hoat tinh khi nhiét do 16n hon
80°C. Kha ning chiu nhiét caa lectin tir rong d6 K. striatus twong tir véi mot sé lectin

dugc tinh ché tir cac loai rong dé Eucheuma serra [15], Pterocladiella capillacea
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[126], Palmaria palmate [127]. Bé dam bao hoat tinh cua lectin tir K. striatus, cac

bién doi dé ¢ng dung lectin can chl y nhiét do st dung duéi 60°C.

140

120 ~

100 ~

80 H

60 -

40 A

Hoat tinh ngwng két héng cau (HU/mL)

20 A

Hinh 3.2. Hoat tinh NKHC cua lectin tir K. striatus ¢ cac gia tri pH.

Két qua phan tich anh huéng caa pH dén hoat tinh NKHC cua lectin tir rong
do K. striatus duoc trinh bay ¢ Hinh 3.2. Hoat tinh cua lectin tir rong do K. striatus
khong bi anh hudng ¢ ca ba moi truong acid, trung tinh va base; hoat tinh cua lectin
6n dinh trong khoang pH kha rong tir pH tir 3 dén 10. Tinh chét nay cua lectin tir rong
do K. striatus tuwong tu lectin tir rong d6 Kappaphycus alvarezii [15], hay hoat tinh
cua lectin tir rong do E. serra khong thay d6i khoang pH tir 2,5 dén 10,5 [15]. Két
qua phan Lectin tir rong K. striatus véi dic tinh 6n dinh hoat tinh trong khoang pH

rong tao diéu kién cho céac nghién ctru tng dung y sinh.

Pic hiéu lién két carbohydrate caa lectin tir rong dé Kappaphycus striatus

Kha niang dac hiéu lién két carbohydrate cua lectin tir rong do K. striatus doi
Vé6i cac dudng monosaccharide va glycoprotein, va néng d6 duong monosaccharide
va glycoprotein nho nhat c6 kha niang e ché hoat tinh ngung két hong cau cua lectin
tur rong K. striatus dugc trinh bay ¢ Bang 3.4.

Két qua phan tich cho thiy hoat tinh ngung két hong cau cua lectin tir rong d6
rong K. striatus khong bi trc ché bai cac monosaccaride nhu glucose, D-mannose, D-

galactose, xylose, N-acetyl-glucosamine, N-acetyl -D-mannosamine, N-
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acetylgalactosamine, N-acetyl-neraminic acid va glycoprotein nhu transferrin, asialo-
transferrin va fetuin. Tuy nhién lectin tir rong do6 K. striatus bi ¢c ché bai asialo-
fetuin, porcine stomach mucin va asialo-porcine stomach mucin, va dic biét bi uc ché
manh bai cac glycoprotein mang dang N-glycan high-mannose nhu yeast mannan va

porcine thyroglobulin, cho thay lectin nay dic hiéu cho N-glycan dang high-mannose.

Bang 3.4. Nong d6 dudng monosaccaride va glycoprotein nhé nhét c6 kha ning tc

ché hoat tinh ngung két hdng cau cua cac lectin tir rong do K. striatus.

STT Monosaccharide va Glycoprotein Nong dd nhé nhat
Monosaccharide Cmin (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 acid -
Glycoprotein Chmin (ug/mL)

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 Asialo-porcine stomach mucin 62,5

“-”: Puong 100mM hay glycoprotein 2000 pg/mL khdng c6 kha ndng gdy irc ché
hoat tinh ngung két hong cdu cia lectin. “Cmin”: nong dg nhé nhat cia drong (mM)

hodc glycoprotein (ug/mL) c6 kha nding gdy irc ché hoat tinh ngung két hong cau.
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Hoat tinh NKHC cua céc lectin tir rong do tir rong do K. striatus khong bi ¢
ché bai cac glycoprotein nhu transferrin va fetunin, béi transferrin chi mang N-glycan
dang phuc va fetuin mang ca hai dang phic N-glycan va O-glycan. Tuy nhién, asialo-
fetuin wc ché hoat tinh NKHC cua lectin tir rong d6 K. striatus v&i nong do thip nhat
la 31,2 pg/mL, cho thiy su loai bo céc géc acid sialic cua fetuin di ting hoat tinh tc

ché so véi fetuin ban dau.

Lectin tir rong do tir rong do K. striatus bi ic ché boi yeast mannan, porcine
thyroglobulin mang dang N-glycan, porcine stomach mucin mang dang O-glycan va
dan xuat asialo ciia nd. Sy loai bo géc acid sialic cua porcine stomach mucin khdng
lam thay d6i hoat tinh Gc ché, vay cac goc acid sialic cubi cung cua chudi
cacbohydrate trong porcine stomach mucin khéng anh huéng dén hoat tinh ngung két
hong cau cua cac lectin. Yeast mannan mang N-glycan dang high-mannose véi lién
két (a1-6) trong cau tric 16i va lién két (a1-3) trong cac chudi nhanh, cho thay lectin
tir rong do K. striatus va cd thé nhan biét cac gbc mannose duoc lién két ¢ vi tri (al-
6) va (al1-3) trong cau tric cua yeast mannan (Hinh 3.3). Porcine thyroglobulin 1a
glycoprotein c6 cau tao gom céc chudi oligosaccharide chira ca dang high-mannose

(nhém dang A) va dang phtrc (hnhom dang B):

- Nhém dang A c6 cau trac 1a N-glycan high-mannose chira MansGIcNAc2Ash
V6i cac géc Man(al-6) va Man(al-3) bi phan nhanh tai vi tri Man(al-6) cua 16i

pentasaccharide [128].

- Nhém dang B ¢6 dang chinh cia N-glycan chia it nhat 9 cau tric khac nhau,
bao gom céac goc monosialyl, disialyl duoc gan & vi tri (a1-6) trong goc fucose va két

thiic bang cac gbc acid sialic lién két ¢ vi tri (a2—3) hoic (02—6) [129].

Tir cac két qua phan tich cho thay lectin tir rong d6 K. striatus c6 thé tuong tac
Véi cac géc Man(al—3) hodc Man(al—6) & vi tri cudi cling trong cau tric cua yeast
mannan va porcine thyroglobulin (nhém dang A) (Hinh 3.3). Céac cong bé nghién
ctru Vvé lectin tir rong bién nhu EDA tir rong E. denticulatum [5], KAA tir rong K.
alvarezii [16, 17], lectin ESA tur rong E. Serra [18], va SfL tu rong S. filiformi [35]
c6 hoat tinh khang virus HIV, virus ciim, khang ung thu va khang khuan, tat ca cac
lectin nay déu cd lién két dac hiéu véi N-glycan dang high-mannose, hoat tinh NKHC

cua chiing déu bi wc ché vai yeast mannan va porcine thyroglobulin. Lectin tir rong
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do6 K. striatus va cho thiy cd lién két dac hiéu véi N-glycan dang high-mannose. Cac
két qua phan tich cho thiy cac lectin chiét tach tir rong do K. striatus va c6 hoat tinh
NKHC trén hdong cau tho, cd dac hiéu lién két carbohydrate vai cac glycoprotein
asialo-fetuin, porcine stomach mucin, asialo-porcine stomach mucin, va dac biét bi
trc ché manh bai yeast mannan va porcine thyroglobulin mang dang N-glycan dang

high-mannose.

Yeast mannan

Man(ul=06)
> Man(o1-6)
Man(al-3) > Man(p1—4)GleNAc(p1—4)GIcNAcf1—Asn

Man(al-3)
Thyroglobulin
Nhom dang A
Man(a1-6)
> Man(al—6)
Man(al-3) > Man(B1-4)GleNAc(p1-4) GleNAcp1—Asn
Man(al-3)
Nhom dang B

NeuAc(02-3)Gal(p1—4)GleNAc(p1-2)Man(a1-3)
> Man(B1-4)GlcNAc(p1—4)GlcNAcp1—Asn
NeuAc(e2—-6)Gal(p1—4)GlcNAc(f1-2)

> Man(al1-6)

NeuAc(02-3)Gal(B1-4)GlcNAc(p1-4)

Hinh 3.3. Lectin tir rong d6 K. striatus va B. gelatinus lién két vai cac goc
duong mannose cua yeast mannan va porcine thyroglobulin (trong khung vuéng).
Man: Mannose; Gal: Galactose; Fuc: Fucose; GICNAc: N- acetyl -D-glucosamine;

GalNAc: N-acetyl-D-galactosamine, NeuAc: Nacetylneuraminic acid; Asn:

Asparagine; Ser/Thr: Serine/Threonine.
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KSL MGRYTVQNQWGGS SAPWNDAGLWILGSRGNQNVMATDVNSSDGGANLNGTMTY SGEGPIGFKGARRGE 68
KSA-2 MGRYTVQNQWGGSSAPWNDAGLWILGSRGNQNVMAIDVNSSDGGANLNGTMTYSGEGPIGFKGARRGE 68
EDA-2 MGRYTVQNQWGGSSAPWNDAGLCILGSRGNQNVIAVDVTSSDGGANLGGTMTYSGEGPIGFKGARRGE 68
ESA-2 MGRYTVQNQWGGSSAPWNDAGLWILGSRGNQNVMAVDVNSSDGGANLNGTMTYSGEGPIGFKGARRGE 68
KAA-1 MGRYTVQNQWGGSSAPWNDAGLWILGSRSNQNVMATDVNSSDGGANLNGTMTYSGEGPIGFKGARRGE 68
KAR-2 MGRYTVQNQWGGSSAPWNDAGLWILGSRGNQNVMAIDVNSSDGGANLNGTMTYSGEGPIGFKGARRGD 68
SfI-1 MGRYTVQNQWGGSSAPWNDAGLWLLGSRANQNVMDVSVTSSDGGATLTGTMTYSGEGPIGFKGTRRGD 68

SfL-2 MGRYTVQNQWGGSSAPWNDAGVEVLGGRANQNVMATDVSSSDGGKTLTGTMTYSGEGPIGFKGTRRGE 68
hkkhkkhkkhhhhhhkhhhhhhhhk: thk Kk kkhkhk: Kk hkkkk Kk hkkkkkhkhkkhkhhk:hkk:

KSL SNVYDVENQWGGSSAPWHAGGQFVIGSRSGQGVLAVNITSSDGGKTLTGTMTYEREGPIGFKGTQSG 135
KSA-2 SNVYDVENQWGGSSAPWHAGGQFVIGSRSGQGVLAVNITSSDGGKTLTGTMTYEREGPIGFKGTQSG 135
EDA-2 SNVYDVENQWGGSSAPWHAGGQFVIGSRSGQGVTALSVTSSDGGKTLTGTMTYEREGPIGFKGTQSG 135
ESA-2 SNVYDVENQWGGSSAPWHAGGQFVIGSRSGQGVLAVNITSSDGGKTLTGTMTYEREGPIGFKGTQSG 135
KAA-1 SNVYDVENQWGGSSAPWHAGGQFVIGSRSGQGVLAVNITSSDGGKTLTGTMTYEREGPIGFKGTQSG 135
KAA-2 SNVYDVENQWGGSSAPWHAGGQFVIGSRSGQGVLAVNITSSDGGKTLTGTMTYEREGPIGFKGTQSG 135
SfL-1 SNNYDVENQWGGSSAPWHAGGTFVIGSRSGQGVVAVDVNSSDGGKTLTGTMTYANEGPIGFKGTQSG 135

Sfl-2 SNNYEVENQWGGSSAPWHPAGTEFVIGSRSGQAVVAMNVTSHDGGKTLSGHMTYENEGPIGFKGTQAE 135
kk kokkkkkhkkhkkhkkk ok khkkkkkkkk ok ko Kk kkkkkk:k kkk  hkkkkkhkkkk.

KSL GDTYNVENQWGGS SAPWNKAGIWALGDRSGQAMIAMDVSSSDGGKTLEGTMQYKGEGPIGFRGKLSG 202
KSA-2 GDTYNVENQWGGSSAPWNKAGIWALGDRSGQAMIAMDVSSSDGGKTLEGTMQYKGEGPIGFRGKLSG 202
EDA-2 GDTYNVENQWGGSSAPWNKAGIWALGDRNGQAMIAMDVSSSDGGQRTLEGTMQYKGEGPIGFRGKLSG 202
ESA-2 GDTYNVENQWGGSSAPWNKAGIWALGDRSGQAMIAMDVSSSDGGKTLEGTMQYKGEGPIGFRGKLSG 202
KAA-1 GDTYNVENQWGGSSAPWNKAGIWALGDRSGQAMIAMDVSSSDGGKTLEGTMQYKGEGPIGFRGKLSG 202
KAA-2 GDTYNVENQWGGSSAPWNKAGIWALGDRSGQAMIAMDVSSSDGGKTLEGTMQYKGEGPIGFRGKLSG 202
SfL-1 GDSYNVENQWGGSSAPWNKAGAWALGDRDGQGVIGVDVISSDGGKTILTGIMQYQNEGPIGFKGTSTG 202

SfL-2 GDTYNVENQWGGSSAPWNKAGVWALGSRASQGVVKLDVSSSDGGKTLTGTMQYQNEGPIGFRGTLTG 202
hkkkhkkhkhhkkkhhhhhkhk khkhkk Kk k1 skkokkkkkikk kkkkk: kkkkkk:k, Kk

KSL ANNYSVENQWGGS SAPWNKAGDWLIGDRHNQNI TAVKVSSDNDGEKNLDGTCTYESEGAIGFKGVAS- 268
KSA-2 ANNYSVENQWGGSSAPWNKAGDWLIGDRHNQNITAVKVSSDNDGKNLDGTCTYEREGPIGFKGVATS 269
EDA-2 ANNYAVENQWGGSSAPWNKAGDWLIGDRYNQNITAVKVSSDNDGKNLDGTCTYEREGPIGFKGVATS 269
ESA-2 ANNYSVENQWGGSSAPWNAAGDWLIGDRHNQNITAVKVSSDNDGKNLDGTCTYEREGPIGFKGVATS 269
KAA-1 ANNYSVENQWGGSSAPWNKAGDWLIGDRHNQNITAVKVSSDNDGEKNLDGTCTYESEGPIGFKGVAS- 268
KAR-2 ANNYSVENQWGGSSAPWNKAGDWLIGDRHNQNITAVKVSSDNDGKNLDGTCTYEREGPIGFKGVATS 269
SfIL-1 GSNYRVENQWGGSSAPWNPAGNWLIGDRHNQNIVAVRKVTSSDNGKTLGGTCTYEREGPIGFKGTAI- 268

SfL-2 ANNYKAENQWGGSSGAWNPAGLWLIGDRHNQNIIGVKVTSDDNGKTLEGTCTYYREGPIGFKGVAN- 268
- Lokk kkkkkkkk, kk kk kkkkkkokkkk  kkkok :ikk Kk kkkkk  kk kkkkk ok

Hinh 3.4. Cau trdc bac 1 cua cac lectin tur rong do KSL, KSA-2 tir rong K. striatus,

ESA-2 tir rong Eucheuma serra, EDA-2 tir rong E. denticulatum, KAA-1 va KAA-2

tir rong K. alvarezii, SfL-1 va SfL-2 tir rong Solieria filiformis. Céc acid amin gidng
nhau dugc danh du sao. Cac goc mau dé la cac acid amin (E: glutamic acid, W:

Tryptophan, G: Glycine, R: Arginine, P: Proline).

Hon nita, tir lectin thd cua K. striatus sau do co thé dugc tinh ché tach lectin
KSA-1, KSA-2, KSA-3 va KSL [3, 6, 7, 8]. Cac lectin KSL, EDA-2, KSA-2, KAA-
1, KAA-2 da dugc nghién ctru ¢ cau tric bac 1 twong tu cau tric cua cac lectin ESA
-2 theo bao céao cua Hori va cong su, 2007 [18], lectin SfL-1, SfL-2 trong nghién ctu
cua R.P. Chaves va cong su, 2018 [35]. Cau trdc cua lectin duoc phan bé trong bén
mién 13p lai lién tiép, mdi ving chira tir 67 dén 68 acid amin (Hinh 3.4) dan dén cau

trdc gidng nhu thung B don 1¢ c6 lién két chat ché véi oligomannoside [10, 11]. Trong
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c4u tric & Hinh 3.4. cac lectin c6 cac gdc mau do 1a cac acid amin (E: glutamic acid,
W: Tryptophan, G: Glycine, R: Arginine, P: Proline) c6 thé twong tic v6i cac cau tric
oligomannose trong Man9GIcNAc2 trén I6p vo cua virus HIV va virus cam [1, 144].
Do d6 céc lectin c6 kha ning khang cdc virus, mé ra cac tiém ning (ng dung trong y

hoc.

3.1.2. Thanh phan, tinh chat va dic trung ciu tric cha carrageenan tir rong dé

Kappaphycus striatus

Ham lugng carrageenan, ham luong 3,6-anhydrogalactose, sulfate, nhiét do
tao gel va nhiét d6 nong chay, do bén gel, va trong lwong phan tir trung binh cia
carrageenan chiét tach tir rong K. striatus dwoc thé hién trong Bang 3.5.

Bang 3.5. Ham luong va thanh phan cua carrageenan dugc chiét tir rong K. striatus

theo phuong phép chiét carrageenan tir ba rong xir Iy kiém.

Thanh phan Carrageenan tir K. striatus

Phwong phdp chiét carrageenan tw nhién

Ham luong carrageenan (% rong khé w/w) 458+2,8

Phwong phdp chiét carrageenan x Iy kiem

Ham luong carrageenan (% rong khé w/w) 31,335
Ham lugng DA (% carrageenan w/w) 27,7+0,7
Ham lugng Sulfate (% carrageenan w/w) 27,7x0,9
Nhiét d6 tao gel (°C) 445+0,5
Nhiét do tan gel (°C) 61,5+0,5
Do ben gel (g/cm?) 595 +10

MW (kDa) 791+9.3

DA: 3,6-anhydro-D-galactose; MW: trong luong phan tu trung binh xdc dinh theo
phirong phdp sac ky tham thau gel. Se liéu tinh trung binh £ SEM (n = 3)

Hiéu suat chiét carrageenan trén bot ba rong khé theo phuong phép chiét t
nhién cua rong K. striatus 1a 45,8 + 2,8%: va theo phuong phéap chiét tir ba rong xir
ly v&i dung dich kiém 12 31,3 + 3,5%. Hiéu xuat chiét co thay doi phu thudc vao diéu
kién trong thoi gian thu hoach rong khac nhau [7, 119, 131]. Carrageenan chiét theo

phuong phép chiét xir Iy ba rong véi dung dich kiém c6 mau tring hon so Vi



62

carrageenan chiét ty nhién va c6 hiéu xuat chiét thap hon (Hinh 3.5), do dung dich

kiém s& hoa tan céc sac t6, protein, mudi khoang va céc tap chat c6 trong rong.

Trong nghién ctu nay céac s liéu cua carrageenan chiét tach tir rong do
K.striatus nam trong pham vi cac gié tri dugc bao cao cho cac carrageenan chiét tir
rong do Kappaphycus va Eucheuma véi ham luong carrageenan tir 18,8 dén 58,3%,
ham luong 3,6-anhydro-D-galactose tir 15 dén 40 %, ham lugng ester sulfate tir 23,1
dén 34,5% va do bén gel 145 dén 1158 g/cm theo cac nghién ciru caa Lé Dinh Hing
va cong su, 2019 [7], M. Ohno va cong su, 1996 [21], Santos, 1989 [132], Mendoza
va cong su, 2002 [133], Hurtado va cong su, 2008 [134], va Periyasamy va cong su,
2014 [135].

Hinh 3.5. Hinh anh carrageenan chiét tach tir rong K. striatus theo phwong phap tu

nhién va phuong phép chiét xir ly kiém.

Tuy nhién c6 mét s6 chénh Iéch vé nhiét do tao gel, nhiét do tan gel va trong
lwong phan tir trung binh cua carrageenan chiét tach tir K. striatus & vinh Van Phong
s0 Vi cac két qua da duoc bao céo. Nhiét do tao gel, nhiét do tan gel va trong lugng
phan tir cuia cac két qua nghién ctru da cong b lan luot trong khoang 32,7 dén 34,5°C,
52 dén 56°C, va 100 dén 700 kDa, trong khi dé carrageenan tach chiét tir K. striatus
& vinh Van Phong c¢6 céc gia tri hoi cao hon twong tng la 44,5 + 0,5°C, 61,5 + 0,5°C
va 791 + 9,3 kDa. Theo bao céo da cong bd kappa-carrageenan tach chiét va tinh ché

tur K. striatum duoc thu ¢ Philippines cua Mendoza va cong su, 2002 c6 nhiét do tao
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gel 1a 34,5+ 0,9°C, nhiét d6 tan gel 12 56,2 £ 2,5°C, va trong lugng phan ti trung binh
la 717 + 48 kDa.) [133]. Su khac biét vé ham lwong, trong lwong phan ti, tinh chat
ly héa giira cac mau carrageenan c6 thé do phuong phap chiét xuat duoc st dung
trong mdi nghién ciru va thoi diém thu hoach rong [7], [119], [136].

Pic trung cau trdc cua carrageenan tir rong do Kappaphycus striatus duoc
danh gia dwa vao két qua phan tich phé hdng ngoai (FI-IR) va phd cong huang tir hat
nhan NMR:

Pho héng ngoai (FT-IR) ciia carrageenan tir rong dé K. striatus

Quan séat pho hong ngoai (FT-IR) (Hinh 3.6. a va b) cuia carrageenan tir rong
do K. striatus tir hai phuwong phap chiét ty nhién va chiét xu ly kiém (KOH) cho thay
c4c dai hap thu dién hinh cua polysaccharide sulfate kappa-carrageenan. Qua trinh xi
ly bot rong bang KOH gitp loai cac tap chat va ting d6 ddng nhat cua carrageenan,
nén pho FT-IR cua carrageenan xu ly kiém céc dai hap thu dic trung c6 cudng do

hap thu cao hon so vé6i carrageenan chiét tu nhién.

Céc dai hap thu ¢ s6 song 1225 cm* va 840 cm™ twong tng Vé6i dao dong doi
xung cua lién két 0=S=0 va dao dong hda tri cua Cs-O-S, dic trung cho nhém -SO4
cua p-D-galactose cua carrageenan, cac gia tri nay gan véi cac sé lidu da duoc cong
b theo Santos, 1989 (1250 cm™ va 845 cm™) [132], Mendoza va cong su, 2002
(1250 cm va 848 cm™?) [133], Aguilan va cong su, 2003 (1240 cm™® va 840-845 cnm
1) [137], Chiovitti va cong su, 2008 (1240 cm™ va 845 cm™?) [152], Arman va Qader,
2012 (1222 cm™ va 840 cm?) [139], Souza va cong su , 2018 (1238 cm™® va 850 cmr
1) [140]. Dai hap thu & 924 cm™ twong (tng véi sy ton tai cua lién két C-O-C cua 3,6-
anhydro-D-galactose cuia kappa-carrageenan, gan véi cac gia tri trong cac céng bd
cua Santos, 1989 (930 cm™?) [132], Mendoza va cong su, 2002 (930 cm™?) [133],
Aguilan va cong su, 2003 ( 930 cm™?) [137], Chiovitti va cong sy, 2008 (939 cm™?)
[152], Arman va Qader, 2012 (928cm™) [139]. Dai hap thu ¢ 1157 cm™ va va 1034
cmt ciing d3 dugc béo cao cho dao dong hoa tri cua cau ndi -O- va dao dong hoa tri
cua lién két C-O cua kappa-carrageenan, twong ng véi cac gia tri di cong bd cua
Arman va Qader, 2012 (1125cm va 1040 cm?) [139], Souza va cong su, 2018 (1159
cm® va 850 cm't) [140]. Dai hap thu & 1640 cm™ ddc trung cho cau trac nudc con

trong mau theo théng bao cua Kacurakova va Wilson, 2001 [141]. Sy hién dién cua
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cac dai & 2904 cm™ va 3396 cm dic trung cho dao dong cua héa tri cua C-H, O-H
t6n tai trong mau carrageenan twong tu theo cdng b Souza va cong su, 2018 (2934
cmt va 3441 cm?) [140].

a) carrageenan (chiét tw nhién)
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Hinh 3.6. Ph6 FT-IR cua carrageenan tir rong K. striatus: a) carrageenan chiét tu

nhién, b) carrageenan chiét xu ly kiém (KOH).
Phé cong hwéng tir hat nhan cia carrageenan tir rong dé K. striatus
Pho 'H NMR csa carrageenan tir rong dé Kappaphycus striatus

Két qua pho 'H NMR (Hinh 3.7) va d6 chuyén dich cua carrageenan chiét tir

rong K. striatus cho thy su chuyén dich héa hoc cua cac tin hiéu manh cua proton
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trong cac nhdm disaccharide 13p lai, chiing twong (ng véi cac gia tri da duoc cong bd
cua kappa-carrageenan tir rong do cua Usov va cong su, 1984 [142], Villanueva va
cong su, 2003 [143], Cosenza va cong su, 2014 [144]. Bang 3.6 thé hién su chuyén
hoa hoc va cta cac proton tuong wrng trong disaccharide, so sanh vai cac tai liéu tham
khao d3 duoc bao céo cua kappa-carrageenan chiét tach tir rong do kappa-carrageenan
thuong mai [142], Kappaphycus striatus & Philippines [143], va Hypnea musciformis
(Wulfen) ¢ Brazil [144].
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Hinh 3.7. Pho 'H NMR cua carrageenan tir rong K. striatus.

Céc tin hiéu ¢ 5,10 va 4,63 ppm tuong (rng Cua cac proton a-anomeric cua 3,6-
anhydro-a-D-galactose (DA) va p-D-galactose-4-sulfate (G4S) di duoc bao céo doi
v6i kappa-carrageenan tir rong doé K. striatus thu dwoc ¢ vung bién Philippines
(Villanueva va Montano, 2003 tin hiéu ¢ 5,10 va 4,63 ppm [143], H. musciformis &
Brazil (Cosenza va cong sy, 2014 tin hiéu & 5,15 va 4,70 ppm) [144] va cac ngudn
tham khao khéc [39, 137].
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Bang 3.6. Do chuyén dich hda hoc trong phd *H NMR (ppm) cua carrageenan chiét

Xuit tir rong d6 K. striatus va kappa-carrageenan trong tai liéu tham khao.

Kappa-carrageenan (TLTK)

Pon vi Prot Carrageenan Usov va Villanueva Cosenza va
roton
dwong tur K. striatus s.1984 vacs. 2003  cs. 2014
[142] [143] [144]
H1 4,63 4,611 4,63 4,70
H2 3,60 3,595 3,61 3,65
D- H3 3,97 3,952 3,97 4,06
Galactose- H4 4,83 4,814 4,82 4,91
4-sulfate H5 3,80 3,769 3,80 3,87
(G4S) H6 3,96 3,805 3,80 3,86
H-
3,41 3,40-3,65 3,42 ~3,40
OCHz3
H1 5,10 5,091 5,10 5,15
3,6-
H2 4,13 4,125 4,15 4,19
Anhydro-
5 H3 4,51 4,505 4,51 4,58
H4 4,52 4,625 4,63 4,65
galactose
H5 4,60 4,605 4,63 4,70
(DA)
H6 4,32 4,187 4,15 4,19

H1-6: cho biét sé proton

Céac to hop tin hiéu proton ¢ 3,60, 3,97, 4,83, 3,80 va 3,96 ppm cua B-D-
galactose-4- sulfate, va ¢ 4,13, 4,51, 4,52, 4,60 va 4,32 ppm cua 3,6-anhydro-a-D-
galactose twong ung vai cac tin hiéu phé *H NMR cho kappa-carrageenan da dwoc
bédo cao trong Bang 3.6 (Aguilan va cong su, 2003; V.L. Campo va cong su, 2009;
Cosenza va cong su, 2014) [39, 137, 144].

Tin hiéu yéu cua proton ¢ 3,41 ppm trong phoé *H NMR, cho thay su methyl
hoa (O-CHa) ¢ vi tri C-6 cta D-galactose-4-sulfate cua kappa-carrageenan, gia tri nay
tuong tu Cac bao cao cua Mendoza va va cong su, 2002, Aguilan va cong su, 2003,
va Villanueva va Montano, 2003 la 3,42 ppm [133, 137, 143]. Ngoai ra, moét tin hiéu
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yéu & 5,22 ppm (Hinh 3.7) chi ra proton anomeric caa goc 4 lién két a-D-galactose-

6-sulfate cua tién chat sinh hoc cua kappa-carrageenan [133, 137].

Ngoai ra, tin hiéu yéu & 5,31 ppm la cua proton a-anomeric & C-2 cua 3,6-
anhydro-a-D-galactose-2-sulfate [133, 137], cho thiy su hién dién cua iota-

carrageenan trong thanh phan carrageenan cua rong K. striatus.
Phé 3C NMR ciia carrageenan tir rong dé Kappaphycus striatus

Két qua phan tich pho 3C NMR ¢ Hinh 3.8 cua polysaccharide tir rong d6 K.
striatus tuong trng Vvaéi tin hiéu cua cac nguyén tu carbon trong don vi lap lai
disaccharide cua carrageenan, d6 chuyén dich héa hoc trong phd *C NMR (ppm)cua
carrageenan chiét xuat tir rong do K. striatus va kappa-carrageenan cua cac tai liéu

tham khao dugc tong hop ¢ Bang 3.7.

.01
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95.00
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Hinh 3.8. Pho 3C NMR cua carrageenan tir rong K. striatus.
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Bang 3.7. Do chuyén dich hda hoc trong phd *CNMR (ppm) cua carrageenan chiét

Xuit tir rong d6 K. striatus.

Kappa-carrageenan

Pon vi Carrageenan Villanueva Cosenzava Van de
dwong Carbon tir K. striatus  vacs. 2003 c¢s. 2014  Velde va cs.
[143] [144] 2004 [137]
C1 104,69 102,4 102,5 104,70
C2 71,78 69,9 69,4 71,72
D- C3 80,98 78,9 78,2 80,98
Galactose-4- C4 76,23 74,1 73,7 76,25
sulfate C5 76,97 74,7 74,8 77,00
(G4S) C6 63,48 61,2 61,2 63,49
C-
OCH 57,01 58,8 - 59,00
C1 97,37 95,2 94,7 97,34
3,6- C2 72,04 69,9 69,7 72,11
Anhydro-D- C3 81,38 79,1 79,2 81,41
galactose C4 80,55 78,2 78,4 80,54
(DA) C5 78,98 76,7 76,7 79,07
C6 71,65 69,4 69,7 71,72

C1-6: cho biét sé carbon

Céc tin hiéu chinh ¢ 104,69 va 97,37 ppm dugc dac trung cho cac carbon
anomeric trong wng cua B-D-galactose-4- sulfate va 3,6-anhydro-a-D-galactose, gié
tri nay twong tu Vi cac cong bb cia Mendoza va cong su, 2002 (102,6 ppm va 95,2
ppm) [133]; Aguilan va cong su, 2003 (102,5 ppm va 95,2 ppm) [137]; Chiovitti va
cong su, 2008 (102,6 ppm va 95,3 ppm) [138]; Villanueva va Montano, 2003 (102,4
ppm va 95,2 ppm) [143]; Cosenza va cong su 2014 (102,5ppm va 94,7 ppm) [144];
va Van de Velde va cong su, 2004 (104,7 ppm va 97,34 ppm) [145]. Mat khéac, cac
tin hiéu carbon ¢ 71,78, 89,98, 76,23, 76,97 va 63,48 ppm cua D-galactose-4-sulfate,
va ¢ 72,04, 81,38, 80,55, 78,98 va 71,65 ppm cua 3,6-anhydro-D-galactose tuong
g d6i véi C-2, C-3, C-4, C-5 va C-6 trong ph6 3C NMR cua kappa-carrageenan
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gan Véi cac gia tri da cong bd nhu Van de Velde va cong su 2004 (71,72, 80,98,
76,25, 77,00, 63,49 ppm cuia ciia D-galactose-4-sulfate va 72,11, 81,41, 80,54, 79,07,
71,72 ppm cua 3,6-anhydro-D-galactose) [145].

Tin hiéu & 57,01 ppm duoc nhin thay trong phé nay, la caa nhém methoxyl
trén C-6 cua B-D-galactose-4-sulfate [133, 137]. Cac nghién ctru di cong bd cho thay
carrageenan chiét xuat tir Kappaphycus cd thanh phan chu yéu 1a kappa- carrageenan
va mot lugng nho iota-carrageenan. Trén thuc té, cac tin hiéu & 95,00 va 77,00 ppm
trong phd 3C NMR (Hinh 3.8) la cua carbon anomeric C-1 va C-2 twong (ng cua
3,6-anhydro-a-D-galactose-2-sulfate cua iota-carrageenan, twong tu trong cac bao
cdo cua Mendoza va cong su, 2002, Aguilan va cong su, 2003 [133, 137], cho thiy
su hién dién cua iota-carrageenan trong thanh phan carrageenan cua rong K. striatus

duoc nghién cuau.

Céc s lieu chuyén dich hoa hoc trong pho NMR cua polysaccharide chiét tir
rong d6 K. striatus trong nghién ctru cua dé tai gidng va phu hop véi cac sé liéu cua
kappa-carrageenan da dugc cong bd cua Aguilan va cong sy, 2003 [137], Campo va
cong su, 2009 [39]. Cho thay carrageenan tir rong do K. striatus dong Sacol nau c6
thanh phan chii yéu I1a kappa-carrageenan véi mot lugng nho iota- carrageenan. Céac
gia tri chuyén dich hoa hoc trong cac pho NMR ciing da dugc cong bd c6 sy chénh
léch c6 thé do miu duoc thu ¢ cac ngudn khac nhau hodc cac thi nghiém duoc tién
hanh trong céac diéu kién khac nhau [7, 119].

Tur két qua phan tich caa phd hong ngoai FT-IR va phé cong huong tir hat nhan
NMR, xac dinh polysaccharide chiét tach tir ddi twong rong Kappaphycus striatus
nudi tréng lai vinh Van Phong c6 chira thanh phan chu yéu 1a kappa-carrageenan va

mot lugng nho iota-carrageenan.

3.2. Két qua xac dinh thanh phan, tinh chat va diic trung ciu tric caa lectin va

carrageenan tir rong dé Betaphycus gelatinus
3.2.1 Thanh phan va dic tinh caa lectin tir rong dé Betaphycus gelatinus

Két qua phan tich ham luwong protein va hoat tinh NKHC cua lectin chiét tach
tir rong do B. gelatinus dugc trinh bay & Bang 3.8. Hoat tinh NKHC cua lectin chiét

tach tir B. gelatinus ciing duoc xac dinh trén hong cau tho da duoc xtr Iy trypsin. Tir



70

1000 g rong B. gelatinus twoi chiét dugc 307,5 mL dich lectin sau tia c6 ham luong
protein tong 1a 386,68 mg, ham lugng protein trong dich lectin 1,26 (mg/mL), hoat
tinh NKHC 1a 256 (HU/mL) va nong d6 nho nhat gdy NKHC 1a 4,91 (ug/mL) (Bang
3.8). Va dich lectin sau sic ky loc gel c6 ham lwong protein 1a 0,034 (mg/mL), hoat
tinh NKHC 13 8 (HU/mL) va néng d6 nhé nhat gady NKHC 13 4,10 (ug/mL).

Bang 3.8. Ham luong protein va hoat tinh NKHC cua lectin chiét tur

rong do B. gelatinus.

Lectin tir .

B.gelatinus Dich thé Dich sau ket taia  Dich sau 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: Hoat tinh czza 1 mL dich lectin; HTTS: Hoat tinh téng sé; HTR: Hogt tinh riéng
LHC (Lowest hemagglutination concentration): nong dé nhé nhat gdy NKHC; SKLG:
Sdc ky loc gel.

Khao sat cac yéu té anh huong dén hoat tinh NKHC cua lectin tir rong do B.
gelatinus cho thiy su c6 mit cua cac ion kim loai nhu Ca?*, Mg?* va EDTA khong
anh huong kha nang gay ngung két té bao hong cau cua lectin. Va nhiét do t6i wu dé
khong anh huong dén hoat tinh NKHC cua lectin tir B. gelatinus 12 tir 20°C dén 60°C,
do khi ting nhiét do I&n trén 60°C c4u tric phan tir bi bién tinh nén 1am giam hoat
tinh cua lectin, va hoat tinh mat hoan toan khi nhiét do tang 1én trén 80°C. Tinh chat
nay thudng gap cua hau hét cac lectin tir rong bién, d6 bén nhiét cua lectin tir rong B.
gelatinus twong ty lectin tir mot s6 loai rong dé nhu E. serra va K. striatus. Két qua
nghién ctru ciing cho thay hoat tinh NKHC cua lectin tir B. gelatinus khong hé bi anh

huong bai su thay d6i cua pH & ca 3 méi truong acid, trung tinh va base.
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Pic hiéu lién két carbohydrate cua lectin tir rong dé Betaphycus gelatinus

Két qua khao sat dic hiéu lién két carbohydrate cua lectin tir rong do va
Betaphycus gelatinus ddi véi cac dudng monosaccharide va glycoprotein dugc trinh

bay ¢ Bang 3.9.

Bang 3.9. Nong do duong monosaccaride va glycoprotein cé kha niang wrc ché hoat

tinh ngung két hdng cau cua cac lectin tir B. gelatinus.

STT | Monosaccharide va Glycoprotein Nong d9 nhé nhat
Monosaccharide Chmin (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 acid -
Glycoprotein Chmin (ug/mL)

9 Transferrin -

10 Asialo-Transferrin -

11 Fetuin -

12 Asialo-Fetuin 125

13 Yeast mannan 7.8

14 Porcine thyroglobulin 7.8

15 Porcine stomach mucin 125

16 Asialo-porcine stomach mucin 250

)

“-”: Prrong 100mM hay glycoprotein 2000 pg/mL khdng c6 kha néing gy irc ché

-

hoat tinh ngung két hong cau cua lectin. “Cmin”: nong dé nhé nhat cia dirong (mM)

hodgc glycoprotein (ug/mL) c6 kha néng gdy irc ché hoat tinh ngung két hong cau.



72

Tur bang két qua cho thiy hoat tinh ngung két hdng cau cua lectin tir rong do
rong B. gelatinus khdng bi &c ché boi cac monosaccaride nhu glucose, D-mannose,
D-galactose, xylose, N-acetyl-glucosamine, N-acetyl-D-mannosamine, N-
acetylgalactosamine, N-acetyl-neraminic acid va glycoprotein nhu transferrin, asialo-
transferrin va fetuin. Dong thoi hoat tinh NKHC cua céc lectin tir rong do B. gelatinus
khong bi tc ché boi cac glycoprotein nhu transferrin va fetunin, bai transferrin chi

mang N-glycan dang phuc va fetuin mang ca hai dang phirc N-glycan va O-glycan.

Tuy nhién, asialo-fetuin wc ché hoat tinh NKHC cua lectin tir rong d6 K.
striatus va B. gelatinus v&i nong do thap nhat 1a 125 pg/mL, cho thiy su loai bo cac
géc acid sialic cua fetuin di ting hoat tinh tc ché so véi fetuin ban dau. Lectin tir
rong B. gelatinus bi irc ché boi yeast mannan, porcine thyroglobulin mang dang N-
glycan, porcine stomach mucin mang dang O-glycan va dan xuét asialo cua nd. Su
loai bo gbc acid sialic cua porcine stomach mucin khong 1am thay doi hoat tinh tc
ché, vay céc gdc acid sialic cudi cuing caa chudi cachohydrate trong porcine stomach
mucin khong anh huong dén hoat tinh ngung két hong cau cua céc lectin. Céc két qua
phan tich cho thay lectin tir rong d6 B. gelatinus ciing tuong tu nhu lectin tir rong d6
K. striatus cd thé twong tac véi cac goc Man(a1-3) hodc Man(al1-6) & vi tri cudi cing
trong cau tric cia yeast mannan va porcine thyroglobulin (nhém dang A) (Hinh 3.2).
Lectin tir rong B. gelatinus cho thay c6 lién két dic hiéu voi N-glycan dang high-
mannose, day 1a tinh chat quan trong dén (ing dung cua lectin trong y hoc nhu khang

virus, khang ung thu.

3.2.2. Thanh phan va tinh chat va dic trung ciu tric caa carrageenan tir rong dé

Betaphycus gelatinus

Két qua phan tich thanh phan cho biét cac sé liéu vé ham luong carrageenan,
ham luong 3,6-anhydro-D-galactose va sulfate cua carrageenan duoc chiét tir rong B.
gelatinus theo tirng thoi gian thu hoach dugc tong hop & Bang 3.10. Nhan thiy c6 sy
thay d6i nho theo cac thang thu hoach vé ham luong carrageenan, ham luong 3,6-
anhydro-D-galactose va sulfate; cac gia tri ham luong duoc ghi nhan vao thang 5 ddi
véi carrageenan chiét tu nhién (lan luot 1a 73,1%, 24,8% va 20,3%) va d6i véi
carrageenan chiét xur ly kiém (lan luot 12 31,5%, 43,9% va 8,6%) (Bang 3.10). Trong

khi d6 hiéu suat chiét carrageenan tir rong d6 Eucheuma gelatinae thu thap tai dao
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Hai Nam cua Trung Quéc ciing duoc Greer va Yaphe, 1984 bao céo véi ham lwong
61% trong luong kho cua rong va ham luong 3,6-anhydro-D-galactose la 32% trén
tong carbohydrate tir chiét ty nhién va ham luong 3,6-anhydro-D-galactose 48% tir
carrageenan chiét xir Iy kiém [146]. Trong sé c4c miu carrageenan duoc thu thap tir
thang 4 dén thang 6, mau vao thang 5 duoc xac dinh c6 ham luong 3,6-anhydro-D-
galactose va ham luwong carrageenan cao hon mot chit & ca dang chiét ty nhién va xu
ly kiém, di dugc chon dé danh gia cac dic diém cau trdc va trong lwong phan tir bang

phd hdng ngoai FT-IR, phd cong huéng tir hat nhan *H va 3C NMR, va sic ky GPC.

Bang 3.10. Ham luong va thanh phan cua carrageenan dugc chiét tir B. gelatinus

theo turng thoi gian thu hoach.

Chiét tw nhién Chiét xir ly kiém

Thang Ham Ham
DAP Sufate ° DA® Sufate
lugng @ lugng @
Bbn 68,2+21 | 231+05 |179+17 | 242+17 | 423+06 | 87+04
Nam 73,1+23 | 248+06 | 2003+£06 | 315+1,8 | 439+0,7 | 86+05

Sau 684+22 |234+04 | 200+0,7 | 23,7+16 | 416+06 | 88+0,5

2 tinh trén % trong lirong kho cua rong, ° tinh trén % trong lirong carrageenan
DA: 3,6-anhydro-D-galactose, sé li¢u tinh trung binh + SEM (n = 3)

Trong lwong phan tir caa carrageenan chiét ty nhién tir rong B. gelatinus dugc
xac dinh 14 876 + 8,5 kDa, trong lwong phan tir cua carrageenan chiét xa ly kiém
khong dugce xac dinh do sy hinh thanh gel ngay ¢ nong do 2 mg/mL. Cac mau
carrageenan chiét ty nhién dugc thu hoach tir thang 4 dén thang 6 khong tao gel (dang
natri). Nhiét do tao gel va ndng chay, ciing nhu do bén gel cua carrageenan chiét xir
ly kiém 1,5% (dang kali) tir thang 4 dén thang 6 khong cho thay su khac biét dang ké,
Vé6i céc gia tri duoc ghi nhan lan luot 1a 40,8 + 0,8°C, 74,5 + 0,7°C va 310 + 15 g
cm~2. Trong khi beta-carrageenan dugc tach chiét va tinh ché tir E. gelatinae thu thap
duoc tir ving bién Philippines va Pao Hai Nam cua Trung Québc duoc bdo céo co
nhiét d6 tao gel va tan gel dao dong tir 31 dén 33°C va 63 dén 70°C [146], [147]. C6
su khéc biét vé thanh phan va tinh chat cAc mau carrageenan trong d¢é tai va cac nghién
ctru d cong bd ¢6 thé do phuong phéap chiét xuit duoc sir dung trong mdi nghién cau

va cac phuong phap danh gia khac nhau [7, 119, 136].
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Dic trung ciu tric cua carrageenan tir rong do Betaphycus gelatinus duogc
danh gia dwa vao két qua phan tich phd hdng ngoai (FI-IR) va phd cong huang tir hat
nhan NMR:

Pho héng ngoai (FT-IR) ciia carrageenan tir rong dé B. gelatinus

\Wﬁ“

a) Carrgeenan ty nhién

b) Carrageenan (KOH)

o
b
@
©
©
=4

I T | T T I
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1

Hinh 3.9. Pho FT-IR cua carrageenan tir rong B. gelatinus: a) carrageenan chiét tu

nhién, b) carrageenan chiét xir Iy véi dung dich kiém (KOH).
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Két qua phd phd FT-IR carrageenan tir rong B. gelatinus chiét ty nhién va xir
ly véi dung dich kiém cho thiy céc dai hip thu dién hinh lién quan dén polysaccharide
sulfate cua carrageenan (Hinh 3.9. a, b). Pho FT-IR cua carrageenan xu ly kiém cho
that rd cac dai hap thy hon so véi mau carrageenan ty nhién.Cac dai hap thu dién hinh
& 56 s6ng 930, 848 va 1257 cm! cua carrageenan da xac nhan su hién dién caa C-O-
C cua 3,6-anhydro-D-galactose, dao dong kéo dai C4-O-S va dao dong ddi xtng
0=S=0 cua p-D-galactose-4-sulfate twong g d6i Vi kappa-carrageenan trong cac
cdng b cua Greer va Yaphe, 1984; Santos, 1989; Mendoza va cong su, 2002; Aguilan
va cong su, 2003; Chiovitti va cong su, 2008 [132, 133, 137, 138, 146].

Quan sat phd FT-IR (Hinh 3.9) ¢4 dao dong & sé séng 891 cm™ duoc tuong
ing vai lién két 3-B-D-galactose khong chira sulfate, cho thay polysaccharide ciing
chira mot thanh phan beta-carrageenan twong ang cac gia tri di cong b cua Liao va
cong su, 1993 (890-900 cmt) [148], va Chiovitti va cong su, 2008 (890 cm™) [138].

Pho cong hwéng tir hat nhan cia carrageenan tir rong dé B. gelatinus
Phé 'H NMR cia carrageenan tir rong dé B. gelatinus

Quan sat pho 'H NMR cua polysaccharide tir rong dé Betaphycus gelatinus &
Hinh 3.10. a, b, ¢6 su phtc tap trong viéc xac dinh céc dich chuyén hoa hoc trong

pho 'H NMR do tinh khong dong nhat cua thanh phan cac carrageenan co trong rong.

Phd NMR H cua carrageenan chiét tu nhién va xir Iy kiém tir B. gelatinus hién
thi c4c tin hiéu chinh ddi védi cac proton a-anomeric cua DA ¢ tin hiéu 5,094 ppm dbi
Vv6i kappa-carrageenan va 5,074 ppm ddi vai beta-carrageenan (Hinh 3.10), twong tu
Véi s6 lidu duoc bao cao trong nghién ciru cua Van de Velde va cong su, 2004 [145].
Ngoai ra, tin hiéu 5,179 ppm trong carrageenan chiét ty nhién tir B. gelatinus (Hinh
3.10.a) c6 thé dugc quy cho cic proton a-anomeric cua cac goc 4-lien két-a-D-
galactopyranosyl-6-sulfate ctia cac disaccharide cia gamma-carrageenan (“tién chat"
cua cac don vi beta-carrageenan). Diéu nay da dugc bao céo ¢ tin hiéu 5,20 ppm dbi
Vi cac disaccharide cua gamma-carrageenan trong cdc carrageenan lai ty nhién tu
Furcellaria lumbricalis va Tichocarpus crinitus (Correc va cong sy, 2012) [149]. Tin
hiéu nay khdng xuat hién trong pho 'H NMR ctiia miu carrageenan chiét xir kiém tir

B. gelatinus (Hinh 3.10.b) cho thdy su chuyén ddi cac goc 4-lien két-a-D-
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galactopyranosyl-6-sulfate thanh cac don vi 4-lién két-3,6-anhydro-D-galactose sau
khi xu ly kiém.

T nNe TOFRMONTODATNWT COANOIMTDANATOHOTIDARMNAMNAMUANEMTANOTOoDIN~A
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Hinh 3.10. Pho 'H NMR cua carrageenan tir rong d6 Betaphycus gelatinus: a)

carrageenan chiét ty nhién, b) carrageenan chiét xir Iy kiém (KOH).
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Quan sat phd cho thay dién tich dinh cua proton a-anomeric cua DA ddi voi
cac don vi beta-carrageenan (5,074 ppm) ting dang ké sau khi xir 1y kiém (Hinh
3.10.b) so véi carrageenan tu nhién (Hinh 3.10. a), trong khi khong c6 sy thay d6i
dang ké ndo vé dién tich dinh cua proton a-anomeric cua DA ddi véi cac don vi
kappa-carrageenan (5,094 ppm) gitta phd carrageenan tu nhién va xi Iy kiém (Hinh
3.10). Nhitng két qua nay chi ra ring qua trinh xt ly kiém chuyén ddi tir gamma-
carrageenan (tién chét 6-sulfate cua beta-carrageenan) thanh beta-carrageenan, chi
khong phai cua kappa-carrageenan. Do dich chuyén héa hoc *H NMR cua cac proton
o-anomeric cua carrageenan chi hoi khac mot chit so véi nhitng do dich chuyén trong
cac nghién ciru d3 cong bd [151, 156, 163].

Phé 3C NMR ciia carrageenan tir rong dé B. gelatinus

Trong phd 3C NMR, d6 dich chuyén héa hoc ctia DSS 16n hon (trung binh
2,1ppm) so vai do dich chuyén héa hoc ciia dimethyl sulfoxide (DMSO) di dugc béo
cao trudce day cua Usov va cong su, 1980 [150]; Van de Velde va cong su, 2002, 2004
[145, 150, 151]. Khi dé cap dén do dich chuyén hda hoc cua cac nguyén tir carbon
trong pho 3C NMR so véi chat chuan noi DSS, céc tin hiéu d6 dich chuyén héa hoc
cua cac nguyén tar carbon cua carrageenan tur B. gelatinus trong nghién ciru nay (Hinh
3.11. Bang 3.11) tuong ty nhu nhitng tin hiéu da duoc bao cdo trong nghién ctru cta
Van de Velde va cong sy, 2004 [151].

Pho 3C NMR cua ca carrageenan chiét tu nhién va xu ly kiém tir B. gelatinus
cho thay céc tin hiéu chinh ciia carbon anomeric & C-1 cia B-D-galactose (G) (tai
104,81 ppm) va 3,6 anhydro-a-D-galactose (DA) (tai 96,78 ppm) dbi véi beta-
carrageenan va ¢ C-1 cua B-D-galactose-4-sulfate (G4S) (tai 104,68 ppm) va 3,6
anhydro-a-D-galactose (DA) (tai 97,33 ppm) ddi véi kappa- carrageenan dd duoc
cong b (Liao va cong su, 1993; Mendoza va cong su, 2002; Villanueva va Montano,
2003; Aguilan va cong su, 2003; Van de Velde va cong su, 2004; Chiovitti va cong
su, 2008; Cosenza, va cong su 2014) [133, 137, 138, 143, 144, 145, 147].

Sy dich chuyén hda hoc cua cac nguyén tir carbon anomeric do duoc trong
dung méi DMSO cua kappa/beta carrageenan lai hoéa da dugc théng béo trong cac
cong bé, tir dich chiét nong caa E. gelatinae d6i vai beta-carrageenan 1a 102,5 ppm

va 94,6 ppm, va kappa-carrageenan la 102,5 ppm va 95,3 ppm [146, 150]; tu
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polysaccharide bién tinh bang kiém cua Tylotus obtusatus cia beta-carrageenan la
102,7 ppm va 94,7 ppm, va kappa-carrageenan la 102,7 ppm va 95,3 ppm [147]; tir
Hennedya Crispa cho beta-carrageenan la 102,6 ppm va 94,7 ppm, va kappa-
carrageenan la 102,6 ppm va 95,3 ppm [138].

Bang 3.11. B6 chuyén dich hda hoc trong pho 1*C NMR (ppm)cua carrageenan

chiét xuat tir rong do B. gelatinus.

Beta-carrageenan/ Kappa-carrageenan/

Carbon
Pon vi duong TLTK TLTK
c1 104,81/ 104,81 104,68/ 104,70
c2 71,69/ 71,72 71,77/ 71,72
D-Galactose- C3 82,56/ 82,58 80,94/ 80,98
4-sulfate
(G4S) C4 68,53/ 68,56 76.22/ 76,25
c5 77,55/ 77,55 76,97/ 77,00
C6 63,67/ 63,49 63,48/ 63,49
c1 96,78/ 96,81 97,33/ 97,34
C2 72.38/ 72.40 72.04/ 72,11
3,6-Anhydro- g 81,61/ 81,64 81,39/ 81,41
D-galactose
(DA C4 80,31/ 80,33 80,53/ 80,54
c5 79.06/ 79,26 78.96/ 79,07
C6 71,77/ 71,72 71,69/ 71,72

C1-6: cho biét sé carbon
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Hinh 3.11. Pho 3C NMR cua carrageenan tir rong do Betaphycus gelatinus: a)

carrageenan chiét tu nhién, b) carrageenan chiét xir Iy kiém (KOH).
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Hon nita, d6 dich chuyén héa hoc cua carbon C-2, C-3, C-4, C-5 va C-6 cua
B-D-galactose (G) va 3,6-anhydro-D-galactose (DA) cua beta-carrageenan va cua -
D-galactose-4-sulfate  (G4S) va 3,6-anhydro-D-galactose (DA) cua kappa-
carrageenan trong nghién ctru nay twong tng véi C-2, C-3, 4, C-5 va C-6 cua beta-
carrageenan (G va DA) va kappa-carrageenan (G4S va DA) tu T. obtusatus da dugc
Liao va cong su, 1993 cong bd, Acrotylus australis, Amphiplexia hymenocladioides,
Antrocentrum nigrescens va H. Crispa da duoc Chiovitti va cong sy, 2008 cong bd
[138].

Ngoai ra, mét tin hiéu yéu o 5,179 ppm (Hinh 3.10. a) dugc cho la do proton
anomeric cua cac goc 4-lien két-a-D-galactose-6-sulfate lua carrageenan (Greer va
Yaphe, 1984; Mendoza va cong su, 2002; Aguilan va cong su, 2003) [133, 139, 146].
Sy vang mit cua tin hiéu nay trong ph6 *H NMR caa mau carrageenan xi Iy kiém
(Hinh 3.10. b) phan &nh su chuyén doi cac goc 6-sulfate galactose thanh 3,6-anhydro-
D-galactose khi xu ly kiém. So sanh dién tich peak cua proton o-anomeric caa DA
d6i véi kappa-carrageenan tai 5,094 ppm trong pho carrageenan chiét ty nhién, va
carrageenan xur Iy kiém déu khdng cé thay doi dang ké (Hinh 3.10. a va b), cho thay
cac goc 4-lien két-a-D-galactose-6-sulfate chu yéu co trong beta-carrageenan cua
carrageenan chiét tu nhién, va duoc dinh nghia 1 tién chat beta-carrageenan sulfate
6 [146].

Sy phan bé cua beta/kappa-carrageenan lai hda tir rong do E. gelatinae da duoc
nghién ctu théng qua qua trinh phan hay carrageenan bang enzyme cua Greer va
Yaphe, 1984 [146]. Trong nghién ctu ndy, su phan bd cua beta/kappa-carrageenan
trong carrageenan tu rong do B. gelatinus dugc uadc tinh dya trén tinh toan dién tich
dinh caa tin hiéu proton a-anomeric cua DA (5,094 ppm d6i voi kappa-carrageenan
va 5,074 ppm d6i véi beta-carrageenan) trong phd *H NMR (Hinh 3.10. a, b) va cudng
d6 tin hiéu cua céc carbon anomeric tai C-1 (104,81 ppm va 96,78 ppm ddi véi beta-
carrageenan; 104,68 ppm va 97,33 ppm dbi véi kappa-carrageenan) trong phd NMR
13C (Hinh 3.11). Két qua ham luong beta-carrageenan kha cao (68,6%) so v&i ham
lugng kappa-carrageenan (31,4%). Két qua twong ty di dugc bao cdo ddi voi
carrageenan tu E. gelatinae, sau khi thuy phan véi enzyme, thu dugc ham lugng 66%

bao gom cac don vi beta- vd gamma-carrageenan, trong khi carrageenan xir ly kiém
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vé co ban cd thanh phan 14 beta-carrageenan [147]. Su khéc biét vé su phan b céac
ham lugng beta-carrageenan trong carrageenan tir rong do E. gelatinae va B. gelatinus

c6 thé 12 do phuong phap duoc sir dung khi thu thap mau trong mdi nghién ctu.

Tur cac két qua phan tich cho thay thanh phan carrageenan xu 1y kiém dugc
chiét tach tir rong do B. gelatinus la carrageenan lai h6a géom beta-carrageenan va
kappa-carrageenan, trong d6 ham lwong kappa-carrageenan twong déi thip va kho
tach riéng hai loai carrageenan nay. Trong dé tai nghién ctru nay do thanh phan khéng
ddng nhat cua carrageenan tir B. gelatinus, nén dan xuét carboxymethyl-carrageenan

duoc tién hanh tong hop tir kappa-carrageenan chiét tach tir rong do K. striatus.

3.3. Két qua xac dinh d@ic tinh va dic trung cau truc cia carboxymethyl-kappa-

carrageenan va hat vi nang carrageenan-lectin
3.3.1. Thanh phan va tinh chat cia carboxymethyl-kappa-carrageenan

Thanh phan va trong luong phan tir lugng trung binh cua kappa-carrageenan

va céac dan xuit carboxymethyl-kappa-carrageenan dugc trinh bay trong Bang 3.12.

Bang 3.12. Thanh phan cta cac mau carboxymethyl-kappa-carrageenan.

Mau Ham hrgng DA Ham hrong MW (kDa)
(% wiw) sulfate (Yow/w)

KC 27,7+£0,7 27,7+0,9 79193
KC-0/1 28,5+0,8 23,9x0,7 747,4 £ 8,3
CMKC-1/1 271,5%+0,6 23,80,7 756,1+7,5
CMKC-2/1 26,2+ 0,6 23,7£0,6 772,8+7,3
CMKC-3/1 23,6 £0,5 234+0,5 779,6 £9,9
CMKC-4/1 195+0/4 225%20,5 775,0£6,2
CMKC-5/1 184+0/4 22,3+0,5 774,3+6,3

DA: 3,6-anhydro-D-galactose; MW: trong luong phén ti trung bink xac dinh
theo phurong phdp sac ky tham thau gel. So liéu tinh trung binh + SEM (n = 3)

Ham lugng 3,6-anhydro-D-galactose (DA) trong KC-0/1 tang nhe trong khi
ham luong sulfate giam so véi kappa-carrageenan ban dau, cho thay rang xu Iy Véi

kiém dan dén viéc loai bo nhdm sulfate tai C-6 cua o-D-galactopyranose thanh nhém
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hydroxyl tu do va chuyén thanh 3,6-anhydro-D-galactose nhu di bao cdo trong cong
bé cua Aguilan va cong su, 2003 [137] va Tranquilan-Aranilla va cong su, 2012 [67].

Trong nghién ctru chi xem xét anh hudng cua céc ty 1€ mol khac nhau cua acid
monochloroacetic (MCA) véi KC-0/1 dbi véi mire do thay thé (DS). Két qua cho thay
viéc tang ty 1¢ mol nMCA/nKC-0/1 trong qua trinh carboxylmethyl héa carrageenan
gay ra hiéu ung khu, dan dén thay phan SOs & C-4 ciia B-D-galactose va c6 thé pha

V& cau ni 3,6-anhydro caa 3,6-anhydro-o-D-galactose nhu da bao céo [67].

Trong lwong phan tir cua KC-0/1 giam so véi KC, trong d6 KC-0/1 dugc téng
hop trong diéu kién xu Iy kiém ma khong cé acid monochloroacetic. Sy khir xay ra
trong quéa trinh xir ly kiém, bang chang 1a su giam trong lwong phan tir nhu da bao
céo ddi voi kappa-carrageenan va cac polysaccharide khac. Tuy nhién, trong budc
tiép theo dé carboxymethyl héa KC, trong luwong phan tor cua cic dan xuat
carboxymethyl-kappa-carrageenan ting 1én sau khi ting muc d6 thay thé so voi KC-
0/1 (Bang 3.12) trong luong phan tir cic mau CMKC ting tir 756,1 kDa dén 779,6
kDa, trong d6 mau CMKC-3/1c6 trong lwong phén tir cao nhat. Két qua tuong tu
cling duoc ghi nhan d6i véi viéc ting trong luong phan tir coa cac dan xuat
carboxymethyl-kappa-carrageenan tong hop tir kappa-carrageenan da dugc cong b

boi Tranquilan-Aranilla va cong su, 2012 [67].

3.3.2. Pic trung ciu tric caa carboxymethyl-kappa-carrageenan tir rong

Kappaphycus striatus
Pho FT-IR ciaia carboxymethyl-kappa-carrageenan

Két qua phan tich phé ciia cac mau carboxymethyl-kappa-carrageenan so voi

mau kappa-carrageenan ban dau duoc trinh bay & Hinh 3.12.
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Hinh 3.12. Pho FT-IR cua cac mau carboxymethyl-kappa-carrageenan: a) KC-0/1,
b) CMKC-1/1, CMKC-2/1, CMKC-3/1, CMKC-4/1, CMKC5/1. (1/1 dén 5/1 la c4c
ty 1€ mol khac nhau cua MCA/KC)



84

Trong phé FT-IR cua cac mau CMKC (Hinh 3.12. ¢, d, e, f, g), su xuat hién
cua cac dai mai tai 1589 cm™ va 1415 cm™ duoc cho 1a twong (tng véi cac dao dong
kéo dai ddi xtimg va khong ddi xang cua cac anion carboxylate (- COO-) va dai tai
1325 cm @3 duoc bao cdo bao 1a dao dong kéo cua -CHa- trong nhém carboxymethyl
[67, 70]. Su hién dién cua ba dai mdi xac cho thay qua trinh carboxymethyl hda

kappa-carrageenan da thanh cong tao carboxymethyl-kappa-carrageenan.
Phé NMR caa carboxymethyl-kappa-carrageenan

Do dich chuyén hoa hoc trong céu tric cua kappa-carrageenan (KC), KC-0/1
va céc dan xuat tir phd NMR *H va 13C duoc thé hién trong Hinh 3.13 va 3.15. Hinh
3.13. ava b tir phd 'H NMR cho thiy céc tin hiéu dich chuyén giéng nhau cua kappa-
carrageenan (KC) va KC-0/1 cia mudi hai nguyén ti hydro va proton cua nhom -
OCHjs, va Hinh 3.13. a va b tir phd 3C NMR cho thay mudi hai nguyén tir carbon va
carbon cia nhém -OCHs tai C-6 cua B-D-galactose-4-sulfate trong don vi lap lai
disaccharide. Do dich chuyén hoa hoc cua proton va caron cua KC-0/1 va CMKC-
3/1 duoc dua ra trong Bang 3.11 va 3.13 gan giéng véi cac gia tri ¢a cong b6 caa Van
de Velde va cong su, 2004 [151], Tranquilan-Aranilla va cong su, 2012 [67].

Phé 'H NMR ciia carboxymethyl-kappa-carrageenan

Hinh 3.13 cho thay su so sanh d6 dich chuyén héa hoc giira cac mau KC, KC-
0/1 (Hinh 3.13. a, b) vda CMKC (Hinh 3.13. ¢, d, e, f, g) tir phd *H NMR. Trong sé
cac pho *H NMR cua cac mau CMKC, phé CMKC-3/1 duoc chon dé thé hién cac
dinh proton méi (Hinh 3.13. €), do mtc do thay thé cao nhat. So sanh céc gia tri do
chuyén dich cua KC ¢ Bang 3.6, KC-0/1 ¢ Bang 3.13, va mau CMKC-3/1 ¢ Bang
3.13 cho thdy su xuat hién cua cac dinh proton méi & & = 3,77, 4,08 va 4,24 ppm,
dugc xac dinh cho céc proton methylene trong nhém thé carboxymethyl tai cac vi tri
C-2 va C-6 cua don vi B-D-galactopyranose-4 sulfate (don vi G4S) va vi tri C-2 cua
don vi 3,6-anhydro-a-D-galactopyranose (don vi DA) tuong tng, va cac dinh nay
khéng c6 trong phé KC-0/1, chi ra rang cac nhom hydroxyl cia KC-0/1 da duoc

carboxymethyl hoa .
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Hinh 3.13. Phd 'H NMR cua kappa-carrageenan (KC), KC-0/1 va carboxymethyl-
kappa-carrageenan (CMKC-1/1 dén CMKC-5/1). 1/1 dén 5/1 1a céc ty 1& mol khac
nhau cia MCA/KC-0/1. DA: 3,6-anhydro-a-D-galactose; G4S: B-D-galactose-4-

sulfate.
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Bang 3.13. Bo chuyén dich héa hoc trong phd *H NMR (ppm) cua cac mau
carboxymethyl-kappa-carrageenan KC-0/1, CMKC-3/1.

Pon vi dwong Proton KC-0/1 CMKC-3/1
D-Galactose-4- H1 4,46 4,61
sulfate (G4S) H2 3,60 3,60
H3 3,97 3,97
H4 4,84 4,82
H5 3,79 3,79
H6 3,96 3,96
H-OCHz3 3,41 3,41
3,6-Anhydro- H1 5,09 5,09
D-galactose H2 4,13 4,13
(DA) H3 4,51 4,51
H4 4,52 4,52
H5 4,61 4,61
H6 4,32 4,33
Nguyén tie chitc  H-6 G4S 4,08
héa H-2 G4S 3,77
H-2 DA 4,22

D thay thé DS ciza nhom carboxymethyl

Do thay thé DS caa nhdm carboxymethyl trong cac dan xuat carboxymethyl-
kappa-carrageenan duoc xac dinh theo 2 phuong phap chuan d6 dién thé va tinh tich
phan tir pho 'H NMR va duoc thé hién trong Bang 3.14. Gia tri DS dugc phan tich
mang tinh twrong d6i, va cac gia tri DS do duoc tir hai phuwong phap c6 su chénh léch
nho.Do thay thé (DS) duoc tinh dya vao phdé *H NMR dao dong tir 0,24 dén 1,12. Su
thay thé ti da dat duoc & ty 16 mol MCA/KC (3/1), véi ty 16 mol cao hon 1am giam
DS. Nguyén nhéan cua sy giam DS ¢ ty I1¢ mol MCA/KC tang cao (>3) la do phan iting
phu tir natri monochloroacetate (CICH.COONa) va NaOH, dan dén su hinh thanh
natri glycolate [68, 70].



87

NaOH + CICH.COONa — HOCH2COONa + NaCl

Bang 3.14. Gia tri DS cua cac mau carboxymethyl-kappa-carrageenan theo hai

phuong phap xac dinh.
Mau PP chuan d¢ dién thé PP pho 'H NMR
CMKC-1/1 0,27 0,24
CMKC-2/1 0,70 0,65
CMKC-3/1 1,18 1,12
CMKC-4/1 1,00 0,93
CMKC-5/1 0,95 0,88

Khi tang ty 18 mol MCA/KC, nong d6 MCA tang 1én, lam giam lwong NaOH
phan &ing véi KC dé tao thanh ankoxide (do thé tich NaOH khong d6i), dan dén giam
DS [63] Hinh 3.14.

1.2 -

1 -
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R 0.6
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Hinh 3.14. Do thay thé (DS) ctia cac mau carboxymethyl-kappa-carrageenan
(CMKC-1/1 ¢én CMKC-5/1).

Ngoai ra, NaOH cung cap méi truong kiém cho phan tng ciing nhu déng vai
tro 13 tic nhan truong nd dé tao diéu kién cho sy khuéch tan va tham nhap cua tac

nhén ete hda vao bén trong cac manh kappa-carrageenan. Vi vay, ty I1¢ mol MCA/KC
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tang co thé dan dén tang phan tng phu tao natri glycolate, trong khi trong diéu kién
phan &ng thé tich NaOH khéng thay ddi nén 1am giam NaOH trong dung dich dé
phan tng, dan dén do thé DS giam [70].

Phé 13C NMR cua carboxymethyl-kappa-carrageenan

Quan sat phd 13C NMR & Hinh 3.15 cho thay su so sanh céc dich chuyén hoa
hoc giira cac mau KC, KC-0/1 (Hinh 3.15. a, b) va CMKC (Hinh 3.15. ¢, d, e, f, g).
Tuong ty nhu phd *H NMR cua Hinh 3.13, phé 13C NMR caa CMKC-3/1 dugc chon
dé thé hién cac dinh carbon méi (Hinh 3.15. e).

Bang 3.15. Bo chuyén dich hoa hoc trong phd C NMR (ppm) ciia cac mau
carboxymethyl-kappa-carrageenan KC-0/1, CMKC-3/1.

Pon vi dwong Carbon KC-0/1 CMKC-3/1
D-Galactose-4- C1 104,67 104,66
sulfate (G4S) C2 71,79 71,75
C3 81,00 80,90
C4 76,23 76,20
C5 76,97 76,95
C6 63,48 63,47
C-OCHs 57,01 57,00
3,6-Anhydro- Cl 97,39 97,28
D-galactose C2 72,03 72,05
(DA) C3 81,37 81,36
C4 80,56 80,51
C5 78,99 78,90
C6 71,65 71,55

Carboxymethyl -COO- 179,95; 179,10

group -CH> 72,77; 73,60
Nguyén tir chirec  C-6 G4S 72,14
hoa C-2 G4S 76,72

C-2 DA 79,91
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Hinh 3.15. Pho 3C NMR cua kappa-carrageenan (KC), KC-0/1 va carboxymethyl-
kappa-carrageenan (CMKC-1/1 dén CMKC-5/1). 1/1 dén 5/1 la c4c ty 18 mol khéac
nhau cua MCA/KC-0/1. DA: 3,6-anhydro-a-D-galactose; G4S: f-D-galactose-4-

sulfate.
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Céc gi4 tri d6 dich chuyén cua céc carbon trén céc disaccharide cua cac mau
KC-0/1 va CMKC-3/1 duoc tong hop trong Bang 3.15. Céc tin hiéu dinh ndi bat xuit
hién ¢ & = 179,95 va 179,10 ppm dugc biéu thi cho carbon caa nhém carboxylate
(CO0), va duoc quy cho céc vi tri khac nhau caa nhém thé carboxymethyl trén KC-
0/1. Sy xuét hién cua tin hiéu tir 177,7 - 182,6 ppm ciing da dugc bao cao dbi vai cac

nhom thé carboxymethyl trong kappa-carrageenan [67, 68, 70].

Quan sat doan phd 1*C NMR caa CMKC-3/1 (Hinh 3.16), nguyén tir carbon
methylene (-CH2) cua cac nhom thé carboxymethyl duoc gan cho cac dinh ¢ & =
72,77 va 73,60 ppm nhu da cong bd bai Tranquilan-Aranilla va cong su, 2012 , [62];
Madruga va cong su, 2020 [69]. O d6 dich chuyén thdp hon, su thay thé
carboxymethyl (-CH.COOQO") ¢ 6 = 72,14 ppm tuong tng cho C-6 ciia G4S va ¢ 6 =
76,72 va 79,91 ppm cho C-2 caa cac goc G4S va DA. Po chuyén dich caa nhém thé
carboxymethyl twong tu véi cac gia tri da bao cdo cua su chuyén dich trong qué
carboxymethyl héa [62].

o0 o0 0O o -

-CH,- C6 (G4S
C2 (DA) CHe | (643)

C2 (Gas)

80 75 ppm

Hinh 3.16. Trich doan phé *C NMR ciia CMKC-3/1.
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Duya trén ty & cuong do dinh cua 3C NMR va gia tri DS tir *H NMR chi ra
rang cac nhém hydroxyl trong KC-0/1 di duoc carboxymethyl héa thanh cong va kha
nang phan ng cua cac nhdm OH duoc sap xép theo thi ty O-C2(G4S) > O-C6(G4S)
> 0-C2(DA) va nhiing két qua nay pha hop vai cac nghién cau di cong b [67]. Vi
tri c6 thé c6 cua cac nhom thé carboxymethyl trén kappa-carrageenan dugc mo ta &
Hinh 3.17.

R

//
7/ {/\ on \/}‘\
)\\’ _NaOH JI
[/0 MCA

(R=-CH3, -CH2C00)
Kappa-carrageenan Carboxymethyl-kappa-carrageenan

Hinh 3.17. Tong hop carboxymethyl-kappa-carrageenan.

3.3.3. Xac dinh d6 trwong cia hat carrageenan va cac dan xuat carboxymethyl-

kappa-carrageenan

Do truong cua céc hat tir kappa-carrageenan va cac dan xuét carboxymethyl-
kappa-carrageenan & cac méi truong pH thay doi, trong dung dich HCI (pH = 1,2),
hodc dung dich dém phosphate 20mM (pH = 7,4) duoc trinh bay ¢ do thi Hinh 3.18.

Két qua phan tich cho thay hat KC-0/1 c6 d6 truong theo thoi gian it thay doi
& moi trudng pH = 1,2 (tir 1,73 dén 5,16), va & méi truong pH = 7,4 (tir 2,6 dén 4,1).
Tuy nhién, cé4c hat carboxymethyl-kappa-carrageenan (CMKC-1/1 ¢én CMKC-5/1)
lai c6 d6 truong thip hon ¢ méi truong pH = 1,2 (tir 1,47 dén 6,84), va co do truong
cao hon nhiéu & mai truong pH = 7,4 (tir 2,97 dén 15,74). Ban dau khi cac hat KC-
0/1 dugc ngam pH = 1,2 ¢ thoi gian ngan 20 phuat c6 d6 truong cao hon so vai Cac
hat CMKC, nhung khi ting thoi gian ngdm hat d6 truong c6 phan giam nhe so véi do
trrong cua cac hat CMKC, do trong méi truong acid manh trong thoi gian dai
carrageenan bi thay phan mot phan [44], dan dén khéi luong hat sau khi truong bi

giam.
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Hinh 3.18. B¢ truong cua cac hat KC-0/1 va carboxymethyl-kappa-carrageenan
(CMKC-1/1 ¢én CMKC-5/1) & méi trudng: (a) pH = 1,2, (b) pH = 7,4.
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Sy thay doi do truong cua cac hat CMKC khi thay d6i méi trudng pH do su
cd mat caa nhém carboxymethyl trén kappa-carrageenan [66], [68]. Cac nhém thé
carboxymethyl cé su ion hdéa khi pH cua moéi truong cao hon pKa cta nhom
carboxylic (~3,4 - 3,7), vi vy trong mdi trudng pH thap (1,2), cac nhoém carboxyl
duoc proton héa dé thuc day su hinh thanh cac lién két hydro véi nhau, do d6 lam
giam do truong. O pH cao hon (7,4), cac nhém carboxyl bi mét proton, va céc hat s&
trrong nhiéu hon do luc day tinh dién gitra c4c nhom acid (-COOH) ion héa [68]. Su
trwong phu thudc vao pH tuong tu da duoc quan sat thay trong cac polysaccharide

chtra cac nhdm thé acid carboxylic nhu alginate [71] hay chitosan [152].

Céc hat CMKC duoc tong hop véi cac ty 16 MCA/KC tir 1/1 dén 5/1 ¢6 it su
khac biét d6 truong & pH = 1,2, va d6 truong thap hon hat KC-0/1 & thoi diém ngam
dugc 20 phat. Tuy nhién trong moi truong pH = 7,4 d6 truong cta hat tang cao ¢ cac
mau CMKC-3/1, 4/1, 5/1, trong d6 cao nhat & hat CMKC -3/1 (d6 truong 15,74). Su
tang do truong cta cac hat CMKC tuwong ung vai do thé ciia cac nhom carboxymethyl
trén kappa-carrageenan, do thé cia CMKC ting dan dén d6 truong ciia cac hat ting.
Hat CMKC-3/1 c¢6 do thé DS cao nhat va do truong cao nhat tuwong tng. Pic tinh
treong phu thudc vao pH cua dan xuit carboxymethyl-kappa-carrageenan cho thay
tiém nang @ng dung trong cac hé phan phdi cac chat c¢d hoat tinh sinh hoc c6 kiém

soat tai cac vi tri dich.

Luan 4n di nghién cau tong hop thanh cbng carboxymethyl-kappa-
carrageenan tir kappa-carrageenan cia rong d6 K. striatus. Phan tich tinh chét, dac
trung cAu trdc, hoat tinh cua cac mau carboxymethyl-kappa-carrageenan (co ty 18 s6
mol MCA/KC tong hop tir 1/1 dén 5/1). Trong cac mau CMKC, mau CMKC-3/1 (c6
ty 16 s6 mol MCA/KC tong hop 12 3/1) c6 d6 thay thé DS 1 cao nhat (1,12), hoat tinh
chéng oxy héa cao hon cac mau con lai va cé hoat tinh ngung két hong cau trén mau
tho va cac nhom mau ngudi. Vi vdy CMKC-3/1 duoc chon dé tao hat vi nang boc

lectin chiét tach tir rong K. striatus.
3.3.4. Pic trung cu tric caa hat vi nang carrageenan-lectin

Hat nang vi nang kappa-carrageenan boc lectin (Ky hi¢u: KC-L) va
carboxymethyl-kappa-carrageenan ty I¢ 3/1 boc lectin (Ky hi¢u: CMKC-3/1-L) sau

khi tao c¢6 dang hinh cau, trong subt va c6 mau hong cua dich lectin. Sau d6 cac hat
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duoc 1am kho, hat c6 do x4p, mau sic cua hat ¢ su thay d6i dam nhat phu thudc vao
ti 1€ cua carrageenan va lectin. Hinh anh, kich thudc cua hat vi nang CMKC-3/1-L
(ndéng d6 CMKC-3/1 12 2,0 + 3,5%.) & dang hat wét va dang hat sy khd duoc trinh
bay trong Bang 3.16 va Hinh 3.19. Dich thai sau khi tao hat la dung dich khong mau

trong suét, va hiéu xuat boc caa CMKC-3/1 dbi véi lectin khoang 90%.

Bang 3.16. Kich thudc va trong luong cua cac hat vi nang KC-L (KC 3%), CMKC-
3/1-L véi cac ndong d6 khac nhau cia CMKC-3/1 ¢ dang wét va kho.

Hat vi nang dust (Mmm) | Myst (MQ) | dkno (MM) | Mikne (MQ) | Hboc (%)
KC-L 2,14 2,27 0,94 0,445 90,1
20% | 2,30 2,30 0,97 0,450 90,5
cMKe. | 25% | 230 2,33 0,97 0,450 91,0
L | 300 | 2,14 2,35 1,00 0,455 91,4
35% | 2,14 2,36 1,00 0,455 91,2

Véi cac nong do CMKC-3/1 trong dung dich dém pH = 7,0 dugc khao sat dé
tao hat, nong do trén 4,0% dung dich dic kho phan tan dich lectin va gay bit dau kim.
Dich thai sau tao hat trong suét, kiém tra du luong lectin bing phuong phap do d6
hap phu cua protein tai budc séng 280 nm. Cac hat nang KC-L va CMKC-3/1-L &
dang udt co kich thudc it sai biét tir 2,14 + 2,30 mm , hat KC-L dang khé c6 d = 0,94
mm, va cac hat CMKC-3/1-L khd véi cac néng d6 2,0 + 4,0% co kich thuéc 0,94 +
1,03 mm. Trong lugng cua cac hat wét (2,27 + 2,36 mg) 16n hon nhiéu so véi cac hat
kho (0,445 + 0,455 mg), sau khi siy khd céc hat vi nang c6 dang it hinh cau hon va

c6 cau tric xop.
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a) hat CMKC-3/1-lectin wét b) Hat CMKC-3/1-lectin khd

Lectin

V6 hat vi nang: carrageenan/
dan xuat carboxymethyl-carrageenan

Lién két ion

- - — - Lwc hit tinh dién

¢) M6 phéng hat carrageenan-lectin

Hinh 3.19. Hat vi nang CMKC-3/1-L dang: a) hat uét, b) hat sdy khd, ¢) md phong
hat vi nang carrageenan-lectin. Nong d6 CMKC-3/1 la 3,0%.



IMS-NKL 2.0kV 5.3mm x100 SE(M) T B00um  IMS-NKL 2.0kV 5 3mm x500 SE(M) Y 100um

Hinh 3.20. Anh SEM cua (a) hat KC-L, (b) bé mat hat KC-L, (c) hat CMKC-3/1
khong ¢ lectin, (d) bé mit hat CMKC-3/1 khong ¢ lectin (e) Hat CMKC-3/1- L,
(f) bé mat hat CMKC-3/1- L.

Quan sat bé mit cia hat KC-L hat CMKC-3/1 khdng c6 lectin va hat CMKC-
3/1 (3,0%)-L c6 boc lectin bang kinh hién vi dién tir quét SEM d6 phong dai 100x va
500x (Hinh 3.20). C4c hat déu c6 dang hinh cau, bé mit caa hat KC-L, CMKC-3/1
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khong co lectin va CMKC-3/1 boc lectin ¢6 su khac biét. Hat dugc tao boi CMKC-
3/1 ¢6 nhiéu ciu tric nho hinh thanh trén bé mit hat, do d6 c6 thé gitip ting kha ning
bam dinh tai cac vi tri dich (trén nhung mao duong tiéu hoa - trong cac tng dung boc
dugc pham dugc st dung qua dudng miéng) cua cac hat so véi cac hat tao tir KC
(Hinh 3.20. a, b, e, f) [70, 109, 124]. Vi hat khi da boc lectin nhu hat CMKC-3/1-L
bé mat hat van giir cdu tric twong tu cac hat khdng mang lectin (Hinh 3.20. ¢, d), cho
thiy lectin dugc boc bén trong céac hat vi nang, dong thoi cac hat vi nang c6 dang

hinh ciu hon.

3.4. Két qua danh gia hoat tinh sinh hec ciia carrageenan, carboxymethyl-kappa-

carrageenan va hat vi nang carrageenan-lectin
3.4.1. Hoat tinh chéng oxy hda

Kha niang bat goc tu do DPPH cua cac mau KC, KC-0/1 va CMKC ¢ nong do
500 pug/mL dugc biéu thi dudi dang phan trim &c ché RSA (%) ¢ Bang 3.17 va Hinh
3.21.a. RSA cao nhat dat dugc & CMKC-3/1, c6 DS cao nhat (1,12), chi ra rang qué
trinh carboxymethyl hoa lam ting RSA cta KC. Cac mau CMKC (500 pg/mL) dugc
ghi nhan gié tri bat goc tu do RSA twong duong véi nong do acid ascorbic dao dong
tur 15,2 - 25,8 ug/mL (Hinh 3.21. b). Gia tri RSA va duong lugng acid ascorbic cua
KC tuong tu nhu gia tri caa KC-0/1, do d6 khong duoc biéu thi trén Hinh 3.21.

Bang 3.17. Hoat tinh chéng oxy hda caa KC-0/1 va carboxymethyl-kappa-
carrageenans (CMKC-1/1 dén CMKC-5/1) & néng do (500 pg/mL).

Hoat tinh bit géc tw do RSA  Hoat tinh twong dwong ndng

Mau (%) caa DPPH d9 acid ascorbic (ug/mL)
KC-0/1 28,3+2,1 152+2,2
CMKC-1/1 38,0+2.2 20,3+2,.2
CMKC-2/1 40,3+ 2,0 215+2]1
CMKC-3/1 47,2+ 3,6 258+3,1
CMKC-4/1 46,8 + 3,7 25,1+34
CMKC-5/1 43,4+2,0 219+21
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Hinh 3.21. Hoat tinh chdng oxy hoa cua KC-0/1 va carboxymethyl-kappa-
carrageenans (CMKC-1/1 ¢én CMKC-5/1) ¢ nong d6 (500 pug/mL). (a) Hoat tinh
bat goc tu do - RSA (%) cua DPPH va (b) Hoat tinh trong dwong nong do acid

ascorbic (AC). Céac gia tri la gia tri trung binh £SD (n = 3). Su khac biét duoc chira
bang dau hoa thi. *P < 0,05 va **P < 0,01 d6i véi CMKC so véi KC-0/1.
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Viéc thém cac nhém carboxyl va cac nhom sulfate da c6 trong cau tric cho
phép CMKC 6n dinh céc géc tu do nhu DPPH duoc cong b [69, 153, 154]. Kappa-
carrageenan ¢ nhom hydroxyl c6 hoat tinh chdng oxy héa, va viéc thém nhom
carboxymethyl vao ciu tric kappa-carrageenan cd kha niang cong huéng giira hai
nguyeén tir oxy, dan dén nhitng thay d6i vé mat do dam may electron va kha ning hut
electron cua polysaccharide, do d6 lam tang tuong tac vai cac phan tur sinh hoc mang
tich dién duong va c6 thé cai thién hoat dong chéng oxy hoa caa polysaccharide so
véi polysaccharide tu nhién [64]. Vai tro cua anion carboxylate trong hoat dong

chéng oxy hda cua acid gallic da duoc béo cdo c6 kha ning bat goc tu do [153].

Céc carrageenan di dugc chang minh 1a chat chéng oxy héa tiém nang dé ngan
ngira ton thwong oxy hoéa & céc sinh vat song. Va hau hét cac polysaccharide
carboxymethyl hoa déu cé kha ning chéng oxy héa tét hon bang céch tryc tiép bat
cac goc tu do, va day la mot dic tinh quan trong dé on dinh thyc pham va duoc pham

va thuc ddy céc ung dung cua ching [154].
3.4.2. Hoat tinh ngung két héng cau

3.4.2.1. Hoat tinh ngung két hong cdu cia carrageenan va carboxymethyl-kappa-

carrageenan

Hoat tinh ngung két hong cau criia carboxymethyl-kappa-carrageenan trén

cac nhom mau A, B, AB, O cia ngwoi

X
ke-0/1 € g e @ @ e .. e cvkc-a/1 M) .;@@é\a .. e \Q\\d\oh@
v @@ e e e e @@@@@@\,\0'\!}(3(“@'
kel M @@ @ e e CMKC-5/1 Sl‘(x}@@@@@@@@*@/\!‘@;
e@@@@ @ (@@@@@ SORORORONC)
avkc2/1 L g W e e e @".. ..7"‘ e
\'3\‘/

S @ TN N,
(@@Q@@ﬂ
cMKe3/1Y e @ e e e s

a

\.\\
. @\%
OFOROROROROROR

Hinh 3.22. Su ngung két hong cau nhdm méu A ciia cac mau KC-0/1 va cac mau
CMKC (theo cac nong d6 pha lodng tir nong do dau la 10 mg/mL).
Quan sét Hinh 3.22. cho thay hién tugng NKHC khi phan tich hoat tinh NKHC
ctia CAC mAu carrageenan va dan xuat trén hong cau nhém méu A cta ngudi, mau KC-

0/1 va cac mau CMKC (1/1 + 5/1) theo cac nong do pha lodng tir nong do dau 1a 10
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mg/mL (¢ cac giéng khong co6 hién trong NKHC, sau thoi gian 2 gio hdng cau s&

ling xubng day giéng).

Két qua phan tich hoat tinh ngung két hong cau cua cac mau CMKC trén céc
nhém méu A, B, AB, O ciia nguoi duoc thé hién & Bang 3.18 va Hinh 3.23. Quan sét
d6 thi & Hinh 3.23 cho thidy KC-0/1 va c4c dan xuat carboxymethyl héa caa ching
cho thay sy khéc biét nho vé hoat dong ngung két hong cau trén cic nhom mau nguoi
A, B, O va AB véi nong d6 ngung két hong cau thap nhat dao dong tir 0,315 - 1,25
mg/ mL (Bang 3.18). Hoat dong ngung két hdng cau cua KC twong ty nhu cua KC-
0/1, do d6 khong duoc biéu dién trén Hinh 3.23. Nong do ngung két hong cau thap
nhét caa tt ca cac mau duoc ghi nhan trén nhém mau B (0,315 mg/ mL). Két qua chi
rarang viéc co mat cac nhom carboxymethyl vao kappa-carrageenan da thiic day hoat
tinh ngung két hong cau. Hoat tinh ngung két hdng cau caa CMKC phu thudc vao
muc do6 thay thé nhom carboxymethyl trong kappa-carrageenan, dugc chirng minh
bang su giam hoat tinh ngung két hong cau tir CMKC-3/1 dén CMKC-5/1, trong d6

su thay thé nhom carboxymethyl trong kappa-carrageenan giam tir 1,12 - 0,88.

Bang 3.18. Nong do ngung két hong cau thap nhat d¢6i (LHC) mg/mL cua mau KC,

KC-0/1 va cac miau CMKC ddi véi mdi nhém mau.

MAu LHC déi v6i nhém mau (mg/mL )
A B o) AB
KC 0,625 0,315 1,25 0,625
KC-0/1 0,625 0,315 1,25 0,625
CMKC-1/1 0,625 0,315 1,25 0,625
CMKC-2/1 0,625 0,315 1,25 0,315
CMKC-3/1 0,315 0,315 0,625 0,315
CMKC-4/1 0,315 0,315 0,625 0,315
CMKC-5/1 0,315 0.,315 0,625 0,315

LHC (Lowest hemagglutination concentration): nong dé nhé nhdt gay NKHC.
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Hinh 3.23. Nong d6 ngung két hong cau thap nhat (LHC) (mg/mL) cua KC-0/1 va
CMKC (CMKC-1/1 dén CMKC-5/1) trén cac nhom mau ngudi. Nong dé ban dau
cuia moi mau KC-0/1 hogc CMKC 1a 10 mg/mL, siz dung phirong phdp pha lodng

hai lan theo chudi.

Trong nghién ciru ndy, nong do caa cac mau KC-0/1 hoac CMKC cao c6 kha
nang hinh thanh cac tap hop cé trong luong phan tir Ién hon trong moi treong chaa
huyét thanh, do su tao ra cac dién tich am bai cac nhém sulfate va carboxyl c6 kha
nang lién két vai protein véi ai luc cao [155]. Kha ning nay ctia cac mau KC-0/1 hoic
CMKC c6 thé cho phép chling tao ra nhiing thay doi trong protein va té bao va ciing
c6 thé dén dugc hé tuan hoan méu, noi chiing cé thé tuong tac véi hong cau [156].
Nguoi ta dua ra gia thuyét rang cac dién tich duong ctia mang hong cau cé thé bi thu
hat boi mat do dién tich &m cao cua kappa-carrageenan hoic cac din xuat
carboxymethyl-kappa-carrageenan va lam ting kha ning bam dinh va hinh thanh két
tu cua hong cau [157]. Tuy nhién, cac nghién ctu in vivo sé I can thiét dé chiing
thuc cho gia thuyét nay. Diéu ndy cd thé giai thich tai sao trong nghién ciru nay, nong
d6 cao ban dau cua kappa-carrageenan hoic CMKC (10 mg/mL) duoc sir dung dé
ngung két hong cau. Hoat tinh ngung két hdng cau cua ca trap bién caa lamda-
carrageenan ciing da dugc béo cdo ¢ ndng do cao 1000 pg/mL, va ¢ ndng do thip hon
1000 pg/mL s& khong du dé quan sat qua trinh ngung két hdng cau [158]. Ngoai ra,
tinh chat hdéa hoc cia CMKC twong tu Vvoi cac phan ta sinh hoc nhu
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glycosaminoglycan c6 trong co thé con ngudi, va c6 sb lugng 16n cac nhom lién két
hydro c6 trén phan tir CMKC c6 thé thac day tuong tac protein-CMKC [159].

Hogt tinh ngung két hang cau cia carboxymethyl-kappa-carrageenan trén
mau thé da xi ly trypsin: Kiém tra hoat tinh NKHC cua cac mau KC-0/1 va cac mau
CMKC (1/1 dén 5/1) theo cac ndng do pha lodng tir ndng do dau la 10mg/mL trén
méu tho. Cho thdy cac mau KC-0/1 va CMKC c6 hoat tinh NKHC dbi véi hong cau
maéu tho, ndng do6 thap nhat gay ngung két hong cau cua cac mau duoc thé hién Hinh
3.24 (va bang & Phu luc 18).

Két qua phan tich cho thay hoat tinh ngung két hong cau cia CMKC trén hong
cau thé cling phu thuoc vao mirc do thay thé nhom carboxymethyl trong kappa-
carrageenan, cac mau CMKC-1/1, CMKC-2/1 véi d6 thé DS thap ¢ nong do thap
nhét dé c6 hoat tinh NKHC 12 0,315 mg/mL, cac mau CMKC-3/1, 4/1, 5/1 véi do thé
cao hon c6 ndng d6 thip nhat gdy NKHC la 0,078 mg/mL. Céac dan xuét
carboxymethyl-kappa-carrageenancé nhiéu nhém thé carboxymethyl c6 thé sé& ting

kha ning bam dinh va hinh thanh két tu cua hong cau trong mau tho [157].

0.8 -
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Hinh 3.24. Néng do ngung két hdng cau thap nhat (LHC) (mg/mL) cua KC-0/1 va
carboxymethyl-kappa-carrageenan (CMKC-1/1 dén CMKC-5/1) trén hong cau tho.
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3.4.2.2. Hoat tinh ngung két hong cau cia dung dich carboxymethyl-kappa-

carrageenan va lectin

S lién két giira KC va CMKC véi lectin: Bé phan tich su lién két giira kappa-
carrageenan va cac mau CMKC-(1/1 dén 5/1) vai lectin, tién hanh thi nghiém tuong
tu phan tich dic hiéu lién két carbohydrate cua lectin véi cac duong va glycoprotein.
Cac mau KC, CMKC-(1/1 dén 5/1) duoc xac dinh ¢ ndng d6 thap nhat gdy NKHC
véi mau tho 1a 0,315mg/mL (muc 3.4.2.1, Bang 3.18), do do6 trong thi nghiém nay st
dung ndng d6 cac mau 1a 0,20 mg/mL (khong du gdy NKHC). Lectin duoc st dung
Vv6i nong d6 0,007mg/mL (ndng do thap nhat gay NKHC). Két qua phan tich cho thay
van ¢6 hién twong NKHC, chi ra rang gitra KC, CMKC-(1/1 dén 5/1) véi lectin khong
c6 céc lién két dic hiéu.

Hogt tinh ngwng két hong cau cia dung dich carboxymethyl-kappa-
carrageenan va lectin: Dung dich hén hop cia CMKC-3/1 (2,0 + 4,0%) va lectin
trude khi tao hat véi ham lugng protein cta dung dich 1a 2,0 mg/mL duoc danh gia
hoat tinh NKHC véi mau tho. Két qua nong do thap nhat gady NKHC caa lectin trong
cac hon hop dugc trinh bay trong do thi ¢ Hinh 3.25.
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Hinh 3.25. Nong do thap nhat gdy NKHC trén hong cau tho caa CMKC-3/1 va
lectin trong hon hop CMKC-3/1-lectin.
Tir @6 thi Hinh 3.25. cho thay hoat tinh NKHC caa hdn hop tang khi ting ndng

d6 CMKC-3/1 tir 2,0% dén 3,0%, tiép tuc ting nong d6 CMKC-3/1 dén 4,0% hoat
tinh khong d6i (ndng d6 gdy NKHC thap nhat cia CMKC-3/1 va lectin cua tirng mau
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duogc tong hop thé hién trong bang ¢ Phu luc 19). Két qua phan tich cho thdy nong do
thip nhat gdy NKHC cua lectin & cac mau c6 néng d6 CMKC-3/1 2,0% va 2,5% la
7,81 pg/mL it c6 su chénh léch so voi két qua & Bang 3.2 (LHC cua lectin tir K.
striatus 1a 6,63 pg/mL). Chi ra rang hoat tinh NKHC cua lectin trong hdn hop voi
CMKC-3/1 khong bi giam di. Hon thé, khi ting ndng d6 cia CMKC-3/1 trén 3% cho
thiy su ting hoat tinh NKHC cua hdn hop, va nong dé thap nhat gdy NKHC (LHC)
cua lectin duoc tinh lai 1a 3,91 (ug/mL). Do khi nong d6 CMKC-3/1 cao trén 4,0%
hdn hop dic hon, anh hudng dén qua trinh NKHC.

3.5. Panh gia sw giai phong lectin tir hat vi nang carrageenan-lectin

Quan sat su giai phong lectin theo thoi gian coa cac hat vi nang trong dung
dich dém c6 pH = 1,2 va pH = 7,4, dich ngdm ban dau khong mau sau dé chuyén dan
sang mau hong cua lectin. Luong lectin duoc giai phong theo thoi gian & cac pH khac
nhau cta cac mau hat duoc trinh bay ¢ Hinh 3.26 a, b. Vé co ché gai phong lectin &
hai moi truong khac nhau, trong méi trudng acid pH = 1,2 1 co ché khuéch tan -
Kiém so4t, trong mdi truong kiém pH = 7,4 1a co ché truong ng - kiém soét [68]. Khao
sat hat tir KC c6 su giai phdng lectin trong méi truong pH = 1,2 nhanh hon so véi cac
hat tao tir CMKC. Khi ngam hat vi nang ¢ méi truong pH thap cac hat tr CMKC c6
nhém carboxyl duge proton hoa va thic day su hinh thanh cua céc lién két hydro voi
nhau, do d6 lam giam ty 1& truong nd so véi cac hat tir KC, dong thoi KC dé b thay
phan ¢ méi truong pH thap, nén su giai phong caa lectin tir cac hat tir CMKC s& cham
hon so véi cac hat tur KC [44].

Hat KC-L ¢6 ham lugng lectin giai phong sau 60 phat ngdm trong dung dich
pH = 1,2 14 95,0%, va trong dung dich pH = 7,4 1a 96,5%. Hat tao tr dan XUAt
carboxymethyl-kappa-carrageenan néng do 2% c6 su giai phong lectin twong tir Voi
hat tir KC. Céc hat tao tir CMKC-3/1 véi nong do trén 2,0% c6 thoi gian giai phong
lectin cham hon trong ca hai mdi truong: ¢ moi truong pH = 1,2 sau 60 phat ham
luong giai phong la 60 - 80%; ¢ moi truong pH = 7,4 sau 60 phat ham luong giai
phong 1a 45 - 65%. Diéu nay gidp han ché sy phan huay lectin & méi trudng pH thap
va tang thoi gian luu tri & moi truong kiém. Khi ting ndng ¢6 CMKC-3/1 thi ham

luong lectin dugc giai phong sé cham hon, do ham lugng CMKC-3/1 tang sé lam
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tang mat do lién két bé mit hat, can c6 thém thoi gian d& CMKC-3/1 khuéch tan trong
dung dich ¢ pH = 1,2, va truong n¢ & moi truong pH = 7,4.
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Hinh 3.26. Lectin dugc giai phdng (%) tir hat vi nang KC-L, cac hat CMKC-3/1
(2,0 — 3,5%)- L qua thoi gian tai cac moi trueong (a) pH = 1,2, (b) pH =7,4.

Nghién ctru di ché tao hat vi nang KC-L va CMKC-3/1-L, phén tich duoc dic
trung kich thudc va cau tao bé mat hat vi nang. Panh gia budce dau su giai phong
lectin tir hat vi nang trong cac moi trweong pH = 1,2 va pH = 7,4: lectin tu hat vi nang
dan xuat carboxymethyl-kappa-carrageenan c6 sy giai phong chdm hon so véi cac

hat tir kappa-carrageenan theo thoi gian.
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KET LUAN

Luan 4n da hoan thanh cic muc tiéu da dit ra va thu dugc mot sé két qua chinh

nhu sau:

1. Pay la cong trinh nghién ctu khoa hoc dau tién ¢ Viét Nam thu nhan tich
hop lectin va carrageenan tir hai d6i twong rong do: Kappaphycus striatus duoc trong
tai vinh Van Phong tinh Khanh Hoa va Betaphycus gelatinus duoc thu hoach tu nhién
tai ving bién tinh Ninh Thuan (nay thudc tinh Khanh Hoa). Luan 4n di phan tich dic
tinh c4u trdc va hoat tinh sinh hoc cua cac lectin va carrageenan chiét tach tir cac ddi

tuong rong do:

- Thanh phan cua rong dé Kappaphycus striatus chu yéu 1a kappa-carrageenan
v6i mot phan nho iota-carrageenan, trong khi d6 thanh phan héa hoc cua carrageenan
tir rong Betaphycus gelatinus 1a carrageenan lai hoa gom beta-carrageenan (68,6%)

va kappa-carrageenan (31,4%).

- Céc lectin tir rong d6 Kappaphycus striatus va Betaphycus gelatinus dugc

xac dinh thanh phan va c6 hoat tinh ngung két hong cau trén hong cau tho.

2. Lan dau tién tong hop dan xuat carboxymethyl-kappa-carrageenan tir kappa-
carrageenan cua rong d6 Kappaphycus striatus nudi trong tai vinh Van Phong tinh
Khanh Hoa, Viét Nam. Kappa-carrageenan va dan xuiat CMKC tir rong do6
Kappaphycus striatus dugc phan tich ciu tric va cho thiy cé hoat tinh NKHC va
chéng oxy hoa. Cac dan xuat CMKC c6 do trwong nd phu thugc vao pH caa moi
truong. Trong d6, mau CMKC-3/1 c6 do thé cao nhat (DS = 1,12) vai cac hoat tinh
cao hon cac mau con lai; dong thoi hat vi nang tao tr CMKC-3/1 ¢6 d6 truong no
thip & moi truong pH = 1,2 va d6 truong nd cao hon cac mau con lai ¢ moi truong

pH = 7,4.

3. Pi tao duoc hat vi nang tir kappa-carrageenan va dan xuiat CMKC-3/1 chira
lectin tir rong d6 Kappahycus striatus, sir dung ndng do dan xuat 1a 3% dé dat hiéu
Xuit boc cao; lectin van giir duoc hoat tinh ngung két hong cau trong qué trinh tao
hat vi nang; va da budc dau danh gia kha niang giai phong lectin caa hat vi nang & cac
moi truong pH thay doi 1,2 va 7,4 cho thay lectin tir hat vi nang dan xuat CMKC c6

su giai phong cham hon so v&i cac hat tir KC theo thoi gian.
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KIEN NGHI
1. Tiép tuc danh gia dong hoc giai phong lectin cia céc hat vi nang & cac moi truong
pH thay dbi.
2. Xac dinh cac hoat tinh cua lectin dugc giai phong khoi hat vi nang tai cac méi
truong pH thay doi.
3. Nghién ctu tao hat vi nang tir carboxymethyl-kappa-carrageenan boc cac chat

mang hoat tinh sinh hoc khac nhu curcumin tir ci nghé, beta-carotene tir gac, muc

dich tang tinh d¢ hoa tan khi sir dung qua duong tiéu hoa.
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Phu luc 1. B6 thi duong chuan néng do protein (ug/mL).

Phu luc 2. Phuong phap cua Lowry va cong su (1951) [120]

Dung albumin huyét thanh bd (BSA — Bovine serium albumin) 1am chat chuan.
Dua trén co so protein ¢6 kha ning phan tng véi thude thi Folin tao phirc chat c6
mau xanh da troi. Cuong do mau ty Ié thuan véi nong do protein trong mot pham vi
nhét dinh. Po cudng d6 mau bang thiét bi do mau quang dién & budc séng 750 nm.
Dua vao db thi protein chuan (BSA) cd thé xac dinh duoc ham luong protein & nong
do vai chyc pg.

Chudn b cac dung dich: Dung dich A: 4g NaOH (0,1M) va 20g Na,COs (2
%) pha trong 1000mL nudc cat; Dung dich B: 0,59 CuS04.5H20 (0,5 %) pha trong
dung dich Natri Xitrat (1 %) hoac trong dung dich Natri- Kali Tactrat 1%.; Dung dich
C: hdn hop cua 2 dung dich A va B theo ti 168 49:1 (v/v), pha truéc khi sir dung. Thude
thir Folin dugc pha lodng 2 l1an véi nude cat trudc khi sir dung. Dung dich géc 1a
Albumin huyét thanh bo (BSA) 1 mg/mL.



Cdc buoc tién hanh

- Chuan bi dung dich géc: Can 10 mg BSA hoa tan trong 10mL nuéc cét, thu
dugc dung dich goc ¢ néng d6 1 mg/mL. Sau do, pha lodng dung dich goc bang
nuéc cat thanh cac nong do 20, 40, 60, 80, 100 va 120 pg/ mL dé tién hanh xay dung
duong chuan.

- Chuan bi dung dich mau do: L4y chinh xac 0,5 mL dich chira protein vai cac
ndng do khac nhau cho vao ng nghiém, thém vao d6 2,5 mL dung dich C, lic déu
dé yén trong 20 phut. Sau d6, thém vao hdn hop trong éng nghiém 0,25 mL thudc thu
Folin di pha loang 2 1an, lic déu va dé yén trong 60 phit.

- Do d6 hap thu caa cac mau dung dich gc & budce song 750nm. Thuc hién thi
nghiém vai mau kép, 1y gia tri trung binh, xay dung dudng hoi quy. Két qua duoc
xtr 1y theo phuong phéap théng ké thong thuong. Két qua ham lugng protein dugc tinh
toan tir duong chuan BSA di xay dung. Sau khi da x4y dung duong chuan. Mau thi
nghiém ciing dugc chuan bj twong tu nhu da néu trén. Sau d6, do hap thu & budc song
750 nm, ddi chiéu véi do thi chuan BSA dé tinh ham lugng protein trong cac mau.

Lam thi nghiém v&i mau kép va lay gié tri trung binh.
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Phu luc 3. D6 thi duong chuan nong do sulfate (ug/mL).



y =0.6416x+31.749 4
38 RZ =0.9979 a

0 2 = 6 8 10 12
Acid ascorbic pg/mL

Phu luc 4. B6 thi duong chuan néng d6 e ché DPPH cua acid ascorbic
(ng/mL).

Phu luc 5. Két qua dién di lectin tir rong K. striatus

SDS-PAGE cua lectin tinh ché tir kDa
rong do K. striatus. SDS-PAGE duoc G5 s
bang gel polyacrylamide 10%. C4c dai SEE =
protein dwoc nhuoém bang thudc thir 29 ——
Coomassie Brilliant blue R-250. Lanel: 20.1
hén hop protein tham chiéu; Lane 2:
dich lectin két tua ethanol 80%; Lane 3: L5
dich lectin thu duoc tir qua trinh sac ky e

loc gel sac ky loc gel. 1 2 3
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Phu luc 18. Nong d6 ngung két hong cau thap nhat (LHC) (mg/ mL) caa KC-0/1 va
carboxymethyl-kappa-carrageenan (CMKC-1/1 dén CMKC-5/1) trén hong cau tho.

Mau LHC (mg/ mL)
KC-0/1 0.625
CMKC-1/1 0.315
CMKC-2/1 0.315
CMKC-3/1 0.078
CMKC-4/1 0.078
CMKC-5/1 0.078

LHC (Lowest hemagglutination concentration): nong dé nhé nhdt gay NKHC.

Phu luc 19. Hoat tinh ngung két hdng cau cua hdn hop CMKC-3/1-lectin véi ndng
d6 CMKC-3/1 (2,0 + 4,0%).

CMKC-3/1- 20%  25%  30%  35%  4,0%
HA (HU/mL) 256 256 512 512 512
LHC lectin (ug/mL) 7,81 7,81 3,01 3,01 3,01

LHC (Lowest hemagglutination concentration): nong dé nhé nhdt gay NKHC.



