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(54) QUY TRINH CHE BIEN RONG MO (SARGASSUM. SP) BE THU CAC SAN PHAM
FUCOXANTHIN, PHLOROTANIN, FUCOIDAN VA ALGINAT THEO PHUONG PHAP
SU DUNG SONG SIEU AM CUONG PO CAO KET HOP ENZYM
(57) Sang ché dé cap dén quy trinh ché bién rong Mo (Sargasum sp.) dé thu cac san pham
fucoxanthin, phlorotanin, fucoidan va alginat theo phuong phap st dung song siéu am
cuong do cao két hop enzym, trong d6 quy trinh nay bao cac budc: so ché nguyén liéu,
siéu 4m pha v& té bao nguyén liéu bang cach sir dung siéu 4m cudng d6 cao dé phd v& cu
trac té bao rong Mo, thity phan xenlulozo trong rong bang cach st dung enzym xenluloza
két hop song siéu am & cuong do thap dé thuy phan thanh céc oligosacarit hoa tan, chiét
thu hoéi fucoxanthin, chiét thu hdi phlorotanin bang cach str dung k¥ thuét chiét voi cac
dung méi hitu co ¢6 do phan cuc khac nhau két hop ly tim, chiét xuat fucoidan bang cach
bo sung nudc khir ion vao pha ran, siéu am voi cuong do manh dé thu nhan fucoidan; va
chiét xuat alginat bang dung dich kiém, sir dung k¥ thuat dién hoa dé tdy mau, thu dugc
alginat sach. Cac phan chét thai con lai dugc diéu chinh do pH trung tinh, bo sung vi sinh
vat dé 0 1én men tao thanh phan bén hitu co da vi lugng.
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Linh vurc k¥ thuat dwoc dé cap

Sang ché nay d& cap dén quy trinh ché bién rong Mo (Sargasum sp.) dé thu
C4c san phém cd gid tri, nhu fucoxanthin, phlorotanin, fucoidan va alginat, theo

phuong phép tich hop enzym — siéu dm va cac k¥ thuét khac.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Ho rong Mo (Sargassaceae) c6 hai chi 13 Sargassum va Turbinaria chiém dai
da s6 v& trit lugng va thanh phan loai trong nganh rong Nau (Phaeophyta), trong d6
chi Sargassum c¢6 sb lugng phong pht nhét. Chung sdng troi ndi trong nudc, than co
dang tru gin tron, mau t xanh 6 liu dén nau, c¢6 khi moc dai dén mot vai mét bao
gdm mdt chan bam, mdt bd cubng dai phan nhanh va bd 14 mang theo cac thi sinh
duc (nodn, phin). Mot sé loai moc ra nhiéu tii khi hinh cdu giup cdy ding thing
nho d6 bd 1a d& dang quang hop. Mot sb loai khac ¢ than kha nham d& bdu vao
nhau nhim gifr cho cdy khdi bi cubn trdi noi dong nuéc chay manh. Trong diéu kién
t nhién céac loai rong Mo phat trién dudi muc thuy tridu, chin bam vao cac nén da
gin b, vao cac ran san hd hay cac bai da cudi. Nhung khi bi song cudn 1én mait
nude ching van tiép tuc séng, sinh san vé tinh, va rdi trdi dat vao bo. O Viét Nam,
s& loai rong Mo noi vung bién phia Béc nhiéu hon, bao gdm cac loai quen thude
nhu rong mo sung dai Sargassum sliquarum, rong mo manh S. grucillium, rong mo
tro S. glaucescens, rong mo thoi gai S. cinereum, rong mo chdi S. virgatum va rong

mo la dai S. augustifolium.
Mot sb thanh phé‘m héa hoc c6 hoat tinh cia rong mo:

Fucoxanthin: 12 mdt carotenoids xanthophyll ¢6 cu tric allen dugc tim thiy
lan dau & rong ndu. Cong thirc phén tir fucoxanthin 1 C42HssOs, ciu triic phan tir
fucoxanthin ngoai chudi mach carotenoit con c6 ciu tric allen, epoxit va hydroxyl.

o) trang thai binh thudng, fucoxanthin két tinh dang tinh thé mau nAu, tan tdt trong
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cdc dung moi phéan cuc trung binh. Trong ty nhién, ngoai dang chinh, fucoxanthin
con c6 ciac dang chuyen hoa fucoxanthinol, amarouciaxanthin A va

halocynthinaxanthin.

Hoat tinh sinh hoc: Céc nghién ciru cho thdy fucoxanthin va cac dang chuyén
héa clia n6 thé hién cac hoat tinh sinh hoc rit phong phu va quy bau dbi véi sirc

khoe con ngudi. Cac hoat tinh bao gdm:

- Hoat tinh chdng oxi hoa: fucoxanthin thé hién hoat tinh chéng oxi héa cao

hon vitamin E.

- Hoat tinh chéng lai céc rdi loan trao ddi chit: fucoxanthin gitip phong ngira

va hd trg diéu trj tinh trang thira can, béo phi va bénh dai thido dudng.

- Fucoxanthin c4c tac dung chim séc da va lam tréng da thé hién qua cac hoat
tinh e ché hoat dong cia cic enzym gy bét lgi cho da: collagenaza,

hyaluronidaza, elastaza va tyrosinaza.
- Fucoxanthin thé hién t&t hoat tinh chéng viém va khang ung thu.

- Fucoxanthin thé hién tac dung t6t cho ndo thong qua tc dung bao vé mach

méu ndo ciing nhu chéng lai qué trinh thodi hoa than kinh (bénh Alzheimer)

- Fucoxanthin cé do an toan sinh hoc cao thong qua qua trinh thr nghiém trén .
dong vat (in vivo) véi lidu 2000mg/kg thé trong trong 13 tudn lién tiép &

chudt ma khong thiy xuét hién cac tac dung phu.

Ché phdm fucoxanthin hién nay dugc san xuit va ban trén thi trudong dudi
dang ché phdm nguyén lidu cho ché bién thuc pham, dugc phdm va my pham. Hién
nay, quy trinh cong nghé san xuit fucoxanthin chu yéu 14 sir dung cAc dung mdi hitu
co dé chiét xuét tir rong bién. Céc dung moi thudng dugc sit dung nhu dietylete,
axeton, etanol, metanol, v.v.. Tuy nhién, qua trinh xt ly nguyén li€u c6 vai tro quyét
dinh dén hiéu suét thu hdi fucoxanthin. Mot sé k§ thuat thuong dugc ding dé xir Iy
nhu ngam, soxhle, chiét 4p sudt cao, chiét v6i hd trg siéu 4m hodc st dung enzym

@& xir Iy nguyén lidu trude khi chiét.

Phlorotanin: Trong rong Nu cic hop chit phenolic dwge quy cho nhu

phlorotannin, b&di vi hdu hét chung 1 polyme cta phloroglucinol (1,3,5-

-3
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trihydroxybenzen). Phlorotannin 14 mt trong nhitng hop chit chuyén héa thi cip
phd bién nhat trong 4 nhém hop chit chuyén hoa thir cip nhu alkaloit, phlorotannin,
acetogenin, va terpen duoc tim thiy trong rong bién. Ching khac véi 3 nhém chét
con lai 12 & chd chi dwoc tim thiy trong rong Néu va ¢6 ham luong 16n nhét, bién
dbi tir 20-250mg/g rong khd tiry theo vi tri dia Iy va diéu kién méi truong ma ciy

rong sinh song.

Hoat tinh sinh hoc ctia hop chit phenolic ctia rong Néu thé hién c4c hoat tinh
chi yéu nhu chéng oxi hoa, chéng di tung, chéng dai thao duong, chéng vi rit,
chéng khéi u va khang khudn. Trong d6, hoat tinh sinh hoc ctia hop chét phenolic
dugc cong bd nhiéu nhét 12 hoat tinh chéng oxy hoéa. Hoat tinh nay dugc nghién ctru
thong qua khao sat kha ning quét cac gbc DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrasyl),
gbc hydroxyl (OH), cac anion nhu superoxide anion (O2’), khir sit (III), tao phirc

chelat véi céc ion hoéa tri (II) va oxy hoéa lipit.

Quy trinh tach chiét phlorotannin théng thudng c6 03 budc chinh sau: xir 1y

nguyén lidu; chiét xudt phlorotannin tho; tinh ché phlorotannin.

Xir Iy rong Nau thudng ¢6 02 cach. Cach thir nhit 14 rong twoi vira thu thap
v& rira sach béng nude bién, bao quéan lanh -20°C sau d¢6 loai chét béo rdi méi dem
chiét, cach nay chi 4p dung v6i quy trinh chiét véi nguyén lidu rong nhiéu nhét 13
300g nguyén li¢u. Céch tht hai 1a rong Nau rtra sach san cat bing nudc bién rdi
dem phoi kho trong béng mat tai nhigt do 38°C sau do loai chét béo rdi méi dem
chiét.

Giai doan quan trong nhét 14 qua trinh chiét xut phlorotannin. Do ban chét
clia nguyén liéu va thanh phin hoa hoc va cac dang phlorotannin trong nguyén liéu
mAu khac nhau nén khéng c¢6 céng bd nao dua ra quy trinh chuén dé c6 thé tich
chiét dugc hoan toan phlorotannin. Viéc chon dung moi chiét phu thudc vao loai
nguyén lidu, thanh phin carbohydrat va ham lwgng céc chit chuyén héa thir cép co
trong nguyén li€u. Véi cac loai rong Nau ma thanh phan cta ching khéng ¢ hoic
c6 rat it carbohydrat tan trong nuwdc nhu laminaran, fucoidan va polyuromanan thi
dung méi dung dé chiét 1a nudc va nhiét do chiét 12 80°C. Nguoc lai v6i rong Nau

c6 ham lugng carbohydrat tan trong nudc cao thi dung mdi ding dé chiét 13
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metanol, etanol, axeton va hydrocarbon dugc clo héa hodc 14 hdn hop cic dung méi
v6i nhau (metanol va clometan; metanol va cloroform) va chiét & nhiét do phong.
Thoi gian chiét c6 thé kéo dai tir 20 gid dén 10 ngay tiy theo khdi lwgng nguyén

liéu rong va nhiét do chiét.

Hop chit phenolic 14 nhitng chit chéng oxy héa nén dugc quan tAm va tng

dung trong nhiéu linh vuc nhu m§ phim, thuc phim va dugc phim.

Trong nganh thuc phdm, do diic diém xuét phat tir thién nhién, ddm bao tinh
an toan nén ching dugc st dung chi yéu nhu mot chét phu gia chdng oxy hoa,
nhiam thay thé cho céc phu gia tong hop thuong ding nhu: BHA (butyl hydroxy
anisol), BHT (butyl hydroxyl toluen), v.v., nhitng chét nay dé& giy tac dung phu
khong c6 1oi cho sirc khde ngudi sir dung. Hop chéit phenolic chu yéu dugc tmg
dung dé 1am bén chit béo trong cac san phim banh, keo. Hop chét phenolic chiét
tir rong bién duoc st dung nhu chét chdng oxy héa tu nhién méi trong viéc ning

cao chat lugng hai san.

Nghién ctru 1dm sang v€ sdn pham chira phlorotanin chiét xuat tir rong
bién cho thday no6 an toan trong di€u tri cdc bénh: ti€u dudng, roi loan giac ngu,

an thin, mach méch, viém khép xwong man tinh, thim chi ung thu.

Fucoidan: Fucoidan 12 mdt polysacarit dugc sulfat héa phan 1ép tir rong Nau
lan ddu tién bsi Kylin vao nim 1913. Theo danh phap carbohydrat, vi cac
polysacarit dugc tao nén boi fucozo va sulfat dwoc dit tén la sulfat fucan.
Polysacarit dugc sulfat héa c6 ngudn gbc tir rong Nau va dong vt trén thuc té chi
c6 mit trong nganh Da gai (Echinoderms), cu thé 13 cAu gai va hai sdm. Nhung
nguoc lai, cdu tric cta céc polysacarit dugc sulfat hoa tir rong Nau phirc tap hon
nhiéu trong thanh phin. Ngoai fucozo va sulfat, chiing con c6 thé chita thém cac
monosacarit khac nhu: galactozo, xylozo, manozo, axit glucuronic, v.v., déng thoi
c6 thé bi axetyl hda mot phén. CAu tric hoa hoc chi tiét cua céc polyme sinh hoc
phirc tap ndy trong nhiéu truong hop con chua dwge biét dén. Chinh vi vay, tén goi
thong thuong “fucoidan” la thich hop nhit nhim ding cho tit ca cac polysacarit
duoc sulfat hoa tir rong Nau, doc 14p v6i thanh phan cta ching, nhung hién nhién

nd khong duge st dung cho fucan dugc sulfat hoa co ngudn gbc dong vat.
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Polysacarit dugc sulfat héa (Fucoidan) 1a hop chét dugc dic biét quan tdm
nghién ctru nhd céc hoat tinh sinh hoc da dang va dic thu cua ching nhu: chng
dong tu mau, chéng huyét khéi, khang virut, khang dinh, khing tao mach
(antiangiogenic), khdng viém, khang u, khang bd thé (anticomplementary), didu
bién hé mién dich, ngua thai. Vi vay, ma fucoidan tré thanh mét nguén tiém nang

cho c4c ng dung 1am thuc phim chirc ning, thue phdm bd dudng, duoc licu, v.v..

Alginat: Axit alginic 14 mdt loai polysacarit ddc biét c6 nhidu trong céc loai
rong Nau. Trong rong Nau thudng ton tai cdc dang mudi cua axit alginic voi mot sb
ion kim loai nhu Ca, Fe, Mg goi 1a alginat. Chung tham gia vao céu tric cta thanh
va mang té bao (Baraskov, 1963). Alginat 1a mdt polysacarit c¢6 tinh axit, loai axit
nay rat kho hoa tan. Alginic phan Gng kiém héa tao mudi s& 1am thay ddi tinh hoa

tan, c6 d nhét cao va c¢6 nhiéu cong dung hon.

Ham luong alginic trong rong phu thudc vao tung loai, v6i chi Sarrgassum,
ham lugng alginic giao ddng trong khoang 25-43%, loai Sarrgassum mcclurei véi

ham luong 1én dén 40% khédi lugng chit khb.

Alginic nim trong hé thdng gian bao & dang gel chira cic ion natri, canxi,
magie, stronti va bari. Chtrc ndng chinh ctia ching dugce cho 1a by khung, tao nén ca
dd bén virng 13n d6 mém déo ciia md rong. Vit liéu polyme ngoai bao tuong tu
alginat trong rong nau ciing dugc san xuit nho cic vi khuan dit nhu Azotobacter
vinelandii (Gorin; Spencer, 1966), A. crococcum (Sutherland, 1977) va vai loai cta
Pseudomonas (Linker va Jones, 1966). Tuy nhién, toan b alginat thuong phim

hién nay van dugc tach chiét tir rong bién.
Tinh hinh nghién ctru va san xut Alginat tir rong bién trén thé gi6i:

Nha héa hoc ngudi Anh E.C.C Standford 13 ngudi dau tién md ta alginat
(tach axit alginic tir rong ndu) trong bang sang ché ngay 12/01/1881 (Stanford,
1881). Nhitng nghién ciru cia dng sau dé6 dugc dua ra thao ludn trong cac bai bao
nim 1883 (Standford, 1883a,b). Theo d6 Standford cho ring phén tir axit alginic

chura nito va da dong goép nhicu trong viéc lam sang té cau truc hoa hoc ciia né.
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Nam 1926, mét s6 nhom nghién cttu doc 1dp (Atsuki va Tomoda, 1926;
Schmidt va Vocke, 1926) da khdm pha ra ring axit uronic 12 mot hop phén cia axit
alginic. Trang thai ton tai clia cac axit uronic dugc nghién ctru sau d6 khong lau boi
3 nhém nghién ctru khac nhau cho ring axit uronic trong phén tir axit alginic 13 axit
D-mannuronic va ban chét cta lién két gitta cic gbc mannuronic dugc xac dinh 13
B-1,4 tuong tu nhu trong phéan tir xenlulozo. Nam 1955, cic cong trinh nghién ctru
ctia Fischer va Dorfel d3 ph4 v& quan niém don gian trén. Khi nghién ciru sic ky
gidy cla céc axit uronic va cac polyuronic, hai 6ng da nhén thiy su c6 mit ciia mot
axit uronic khic trong dich thiy phan cta axit alginic, khong phai 1a axit
mannuronic. Axit uronic méi nay dugc xac dinh 13 axit L-guluronic c¢6 ham lugng
dang ké trong dich thily phan va mot phwong phép dinh lwong axit mannuronic va
guluronic dd dugc dua ra. Alginat, vi thé, phai dugc xem la mdt copolyme tao bdi
cac gbc B-D-mannuronic va o-L-guluronic. Cac két qua nghién ciru sau d6 duge
thwe hién cht yéu béi Haug va ddng su, dd cho thdy thanh phan axit uronic cia
Alginat phu thudc ngudn nguyén liéu ding dé tach. Baraknow va cong su (1963) da
nghién ctru tdc dung cua lot trong rong Mo dugc dung dé chita bénh biéu cd, mot sd
saccharit trong rong bién mang tinh dic trung ctia cAc loai nhu agar, carrageenan tir

tdo dd, axit alginic, manitol trong rong Nau.

Nam 1927, Thornley 14p cong ty san xuit alginat tai San Diego, M§; nim
1929, alginat dugc san xudt boi cong ty Kelco; tai Vwong qudc Anh, alginat dugc
san xuit boi Cong ty TNHH Cong nghiép Alginat trong khoang thoi gian 1934-
1939. Gan ddy, hai céng ty 16n nhit 12 Kelco va TNHH Cong nghiép Alginat dugc
mua lai béi Merk&Co Ind M§. Ho san xuit khoang 70% san lugng alginat trén thé
gi6i. Tiép theo d6 phai ké dén Protan A/S ctia Nauy, theo sau 1a Nhat va Phap. 0
Trung Qudc, alginat san xuét trong nhitng nam 1957 d4 dugc khéi xuéng & Thanh

Do tir rong Sargassum pallidum.

Hang nam, san xuét alginat ctia nhiéu qudc gia khoang 20.000 tAn/nam; hién

nay khoang 30.000 tin, trong d6 c6 6000 tin tai Trung Qudc.

Kha ning dao thai kim loai ning cta céc hop chét alginat:
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Do su phét trién ciia cac nganh cong nghiép ning ciing nhu nganh ning
lwong nguyén tir 1am gia ting nguy co nhiém phéng xa va nhiém doc kim loai ning
& ngudi, mot tinh chit cta alginat duge chi ¥ dic biét 1a kha ning tém bét cac
nguyén t5 kim loai ning nhu chi, thity ngén, Cadimi va c4c Nuclit phéng xa. Bit
dau tir 1957, d c¢6 nhidu cong trinh nghién ctru trén dong vat thi nghiém va quan
tréc trén c4c tinh nguyén vién di chimg minh ring, alginat natri va canxi (rc ché su
hut vao Stontium (Sr) phéng xa trong duong rudt — da day mot cach tinh cye hon so
v6i nhya trao ddi ion va céc chét tao chele-chelat. Ngay ca dung mot l4n, alginat
natri dugc lam gidu boi cac phan du cua axit L-guluronic, ciing lam gidm sy giit lai
trong co thé ngudi nguyén t6 Sr it nhat 14 4 1an. (Sutton 1971). Khi d6 hiéu tng cta
alginat tdng 1€n véi su ting cua ty sé guluronid/mannuronid, trong d6 ghi nhan
khong c6 anh hudéng ding ké dén sy hut vao cac ion canxi (Patrick 1967) hon nita
alginat dugc lam giau anh hudng lén su chuyén hoéa Sr luu tréi trong xuong, ting
cuong viéc loai ra khoi co thé cing v6i phan Sr “bén trong” (endon) (Waldron —
Edward 1965). Céc tac gid da duara d& nghi ring, gitta ham lugng Sr-85 trong méu
va trong xuwong ton tai mot su can bang. Hiéu Gmg dugc phét hién trén cla alginat 13
do su tém-hut c4c nuclit phong xa trong rudt khi cac nuclit nay bi loai ra khdi mau.
Su giam Sr trong mang nhay ruft gay ra su bd sung né tir mau va tuong Gng va tir
xuong. Viéc huy dong Sr-90 tir cac khu tra trong xuwong ¢ dong vat, ma trude d6 da
dua vao Sr phong xa, va sau d6 cho dung alginat v6i 1idu 5% khéu phén chuin, kéo
theo su ting mirc nuclit phong xa trong phén lén 2 14n, trong mau 5 14n, trong gan 4
14n, trong huyét thanh 6 14n, va trong than 5 14n so véi cac dong vat dbi ching
khong dung alginat natri (Van der Borght 1978). Alginat natri cfing gia tdng hiu
qua viéc loai bo Ra-222 (Schoeters 1983).

Can nhin manh réng, alginat natri c6 kha ndng rc ché (kim ham) sy hép thu
Sr phong xa trong rudt cac dong vat thi nghiém cao hon déng ké cac mudi canxi,
phosphat, krakhmal, pectin, cdc dan Xuét cta axit pectic, cac ché phim xenlulo, c4c
nhua trao ddi ion, EDTA va cac chét tao bén trong. Dubrovina va cdng sy da di dén
két luan: cac ché phim cia axit alginic lam gidm hap thu Sr -90, Ba va Ra-226 20-
25 14n, 12 phuong tién hiéu qua nhét trong cc phuong tién phong tranh nhiém doc

nuclit phéng xa.
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Vao nim 1972 di cong bd cac két qua quan tric 14m sang ddu tién, chimg
minh kha ning ciia alginat loai khéi co thé cac ddng vi phong xa (Van der Borght
1972). Trudc d6, quan tric trén cac tinh nguyén vién, viéc ubng 10g alginat natri 20
phut trude khi chiu lidu 0,36- 0,48mkKi Sr-85 da kim giit sy hat vao nuclit phong
xa, khi @6 néng do déng vi trong nugc tiéu 13 nhé hon so véi dbi ching 13 9,5 l4n,
trong mau 9,2 1an. (Hesp 1967). Céc két luan tuong tu ciing dugc cac nha nghién
ctru khéc rat ra d8i véi Sr phong xa (Hodg- Kinson 1967), véi radi (Van der Borght
1972), vé6i Bari (Sutton 1972). Cach st dung alginat thuén loi nhit 1a dudi dang
dung dich 1éng 5-10% ciing v&i siro va sita. Cac quan tric trén ngudi va trén dong
véat chi ra réng, & muc do 16n, sy e ché hat vao cac déng vi phéng xa tir rudt duge

xéc dinh bang ty 1& guluroid/mannuroid (Van der Borgh 1972; Shepherd 1973).

Céc nghién ctru mudn hon da chi 1 ring, trong céc diéu kién in vitro, tinh
bam cua alginat natri cao hon vai 14n so véi axit alginic va alginat canxi, con trong
didu kién in vivo hiéu qué cua alginat natri loai bé Sr phong xa ra khéi co thé chudt
thip hon so véi axit alginic va alginat canxi (Aminhina 1994). Piéu nay duoc giai
thich bdi d4nh hudng cia canxi 4n dinh 1én su gia ting vi¢c loai bd Sr phdng xa.
Trong céc nghién ctru so sanh tinh hi€u qua cua cic dang alginat 14y tir Laminaria
digitata @3 chi ra ring cac ché phdm alginat canxi vuot alginat natri vé kha ning

loai b phong xa khoi co thé (Korotaev 1992).

Mt trong céc cach phong tranh nhiém xa bén trong boi Sr phéng xa, va tat
nhién ca cic ddng vi phéng xa khéc lién quan t6i viée soan ra mot don thudc cac
thuc phdm c6 ndéng do alginat natri va canxi cao (Korzun 1992). Huéng nay rat c6
tiém nang trong viéc giai quyét tich tu Sr phong xa trong co thé ngudi, sdng trong
c4c vung 1anh thd ¢6 mirc Sr-90 cao trong dit. Trong cong trinh kinh dién cia Haug
nim 1964 da chi ra ring, tinh ning cia axit alginic ddi véi cac chét & nhiém phoéng
xa giam di theo day sau ddy: Ba>Pb>Cu>Sr>Cd>Ca>Zn>Ni>Co>Mn>Fe>Mg.
Mudn hon day nay c6 mdt it thay ddi: Pb>Cu>Ba>Sr>Ca>Co>Mn>Zn>Fe. Nhung
trong moi trudng hop thi céc s6 liéu d6 noi 1én réng, viéc st dung alginat kich thich
sy hdt bam va loai bd Sr, Ba, va chi cling nhu cic ddng vi clia chiing va hau nhu
khong vi pham su trao dbi canxi va chuyén hoa cac chét vi lugng va da lugng c6 ich

cho co thé nguoi.
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Trén cac dong vat thi nghiém da x4c dinh rang khi dwa vao ddng thoi alginat
canxi cung véi axetat chi, viéc kim loai thdm nhdp vao cac co quan bén trong va
xuong cham lai: murc chi trong gan dong vat, c6 ding alginat va mudi chi nhé hon &
cac dong vat kiém ching chi dugc dung axetat chi 1,4-3,2 l4n, trong than 1,8-2,6
1an, trong xuong 1,4-2,3 14n. Alginat canxi c6 hiéu qué phong va chita bénh khi bi

nhiém ddc chi & cac dong vat thi nghiém (Cavchenko 1994).

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Muc dich cta sang ché 1a d& xuit quy trinh ché bién rong Mo (Sargassum
sp.) dé thu cac san phdm fucoxanthin, phlorotanin, fucoidan va alginat theo phuong

phap sir dung song siéu 4m cudng do cao két hop enzym phan giai xenlulozo.

Dé dat duoc muc dich nay, sang ché d& xudt quy trinh bao gém cac budc: so
ché nguyén liéu, sidu am pha v t& bao nguyén lidu bing cach st dung siéu 4m
cuong d6 cao dé pha vo ciu tric té bao rong Mo, thity phan xenlulozo trong rong
bing céach sir dung enzym xenluloza két hop séng siéu 4m & cudng do thdp dé thuy
phan thanh cic oligosacarit hoa tan, chiét thu hdi fucoxanthin, chiét thu héi
phlorotanin bang cach st dung k§ thuat chiét véi cdc dung méi hitu co ¢6 do phan
cuc khéac nhau két hop ly tam, chiét xuét fucoidan béng cach bd sung nudc khir ion
vao pha rén, siéu Am véi cuong do manh dé thu nhén fucoidan; va chiét xuit alginat

béng dung dich kiém, st dung k¥ thuét dién hoa dé téy mau, thu dugc alginat sach.
MO ta chi tiét sang ché

Sang ché dé xuét quy trinh ché bién rong Mo (Sargassum sp.) dé thu cac san
phim fucoxanthin, phlorotanin, fucoidan va alginat theo phuwong phép st dung séng

siéu &m cuong do cao két hgp enzym bao gdm céc budec:
Budc 1: So ché nguyén ligu

MaAu rong Sargassum sp. sau khi thu hoach dugc lam sach, loai bd rong la va
sinh vat bam trén rong, rira sach bang nuéce bién sau d6 rira sach lai bang nudc ngot,

bao quan & nhiét do -20°C trudce khi st dung.

Budc 2: Siéu am pha v t€ bao nguyén liéu
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Rong Mo sau so ché sach duoc bd sung nude theo ti 18 4/1 (nudc/rong: thé
tich/trong lugng); nghién nhé bing may nghién chuyén dung dén kich thudc

<0,Imm.

Rong Mo sau khi nghién dwoc tién hanh siéu 4m & mirc cong suét 30-
40W/cm? trong 30 phiit & nhiét d6 50°C.

Budc 3: Thay phan xenlulozo trong rong

Hdn hop sau siéu am duoc bd sung enzym phan giai xenlulozo c6 ngudn gbc
tir ching nidm men Aspergillus aculeatus (Enzym Viscozyme L) theo ti 1& 0,06%
(enzym/co chét) tai do pH 5-6, ha mirc cong suét siéu Am xuéng con 2-4W/em?, tién
hanh trong 40 phit & nhiét d6 40-42°C sau d6 nang cong suét siéu 4m lén SOW/cm?

trong vong 5 phut dé bét hoat enzym. Ha nhiét d6 hdn hop vé nhiét do phong
Budc 4: Chiét thu hdi fucoxanthin

B sung dietylete vao hdn hop sau thity phan véi ty 16 1/4 (thé tich/thé tich),
lic déu sau d6 dua vao dng ly tdm & tdc dd 3000 vong/phit trong 5 phut & nhiét
phong, thu 14y pha hitu co; lip lai qué trinh 3 1in. Gom pha hitu co, lam khan bing
Na»SOq, ¢ can thu duoc phin cin chiét dang diu chtra ~ 1% fucoxanthin. Phan con

lai sau khi chiét dietylete 1a hdn hop bao gdm phan nuée va chit rén (hdn hop Al)
Buéc 5: Chiét thu hdi phlorotanin

Hdn hop A1 sau khi chiét dietylete dugc bd sung etyl axetat véi ty 18 1/4 (thé
tich/thé tich), khudy déu trong 10 phiit sau d6 dua vao bng ly tAm & tbc d6 3500
vong/phut trong 15 phut, thu 1iy pha hiru co; 1ap lai qua trinh 3 1dn. Gom pha hitu
co 1am khan bing NaySOs, ¢d can thu dugc phin cin chiét chita phlorotanin. Phén
con lai sau khi chiét etyl axetat 14 hdn hop bao gdbm phan nudc va chat rin (hdn hop
A2). Phin nudc bao gdm céc thanh phin nhu khoang vi lugng, carbohydrat, axit

amin, peptit, kich thich t thuc vat hoa tan, c¢6 thé st dung ngay lam phén boén 14.
Budc 6: Chiét xuét fucoidan

Hbn hop A2 duoc ly tam & tde do 9000 vong/phiit thu dwogce phan chit rén Bl
va phan 16ng Cl. Phén chit rdn B1 dugc bd sung nuéc khir ion theo ti 1& 10/1

(ml/g), khudy déu sau d6 siéu 4m & mirc cong suit 30W/cm? trong 5 phut & 50°C,

-11-



2606

loc thu dung dich; tién hanh 1ap lai 2 lan thu dugc dich loc va phﬁn chét rin A3.
Gom phan dich loc, bd sung CaCl, theo ti 1& 0,8g/lit, ly tdim duoc phin chét rdn B2
va phin 16ng C2. Phéan chit Iéng C2 sau d6 c6 can con 1/3 thé tich dudi 4p sudt
giam. B4 sung etanol 96° theo ti 18 7/10 (thé tich/thé tich), ly tAm & téc dd 5000
vong/phiit thu dwoc phén chit rin B3, siy khé thu dwoc san phim 1a fucoidan véi

ham lugng > 90%.
Budc 7: Chiét xuét alginat

Phén chit rin A3 gom chung v&i phén chét rin B2 duoc chét rin A4. Khiy
déu chit rin A4 trong dung dich Na,CO3 5% vdi ty 18 1/4 (mg/ml), siéu 4m & mirc
cong sudt 10W/cm? & 60°C trong 10 phut sau d6 loc loai bo chét rén thu 1iy phin
chét 16ng. Phan chét 16ng dugc dwa vao binh dién phan véi dién cuc titan trong diéu
kién 1,5V va 0,3mA/cm? trong 2 gi¢. Dung dich thu dugc dem rét tir tir vao dung
dich CaCl, 1,8% véi ty 1& 2/1 (thé tich/thé tich) trong didu kién khudy manh & nhiét
d6 thudng. Sau d6 dé ling dung dich trong 2 gid, loc thu 1iy phan két tia va siy kho

thu dwoc san phim 1 canxi alginat.

Hién nay c6 hai phuong phéap co ban dé tach chiét alginic. Ca hai phuong
phép déu gidng nhau & giau doan chiét xuit axit alginic, chi khac nhau & giai doan

két tinh alginat.

Phuong phap 1: Rong kho hodc rong twoi dugc ngdm trong dung dich axit
lodng dé loai b cac ion kim loai va truong nd hoan toan. Sau d6 rong duge thiy
phén dugc hoa tan trong dung dich kiém, tao ra mot dung dich alginat natri dang

keo. Loc thu dich va loai ba rong. Dich lgc dugc lam sach va xu ly mau.

Tiép dén 1a giai doan két tinh canxi alginat. C6 nhiéu phuong phap két tinh
canxi alginat khac nhau. Trong giai doan nay, dung dich natri alginat tan dugc cho
két tinh v6i mudi cia canxi dé tao ra két tia dang soi. Loc léy phﬁn két tha thu dugc

canxi alginat tho.

Pé thu axit alginic, ngudi ta hod tan canxi alginat véi axit dé loai bo ion
canxi va tao ra axit alginic dang s¢i khong tan. Axit alginic sau d6 dugc st dung aé

tao ra hang loat cic mudi alginat khac nhau.
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Phuong phap thir 2: két tia truc tiép axit alginic bang céch st dung axit v
co. Uu diém ciia phuong phap nay 1a khong sir dung mudi canxi va bd qua céc bude
loc trong qué trinh st dung canxi lam cho phuong phap tré nén don gian hon rat
nhidu. D6i voi mot sb loai rong nau Ascophyllum thi khong thé st dung phwong
phap nay do két tia axit alginic tao thanh qué mém va keo rit kho dé tach nudc.

Trong quy trinh nay, viéc loc thdm tich duge thuc hién bing mang c6 kich
thuéc 100-300kDa d& thu nhén fucoidan. Pha rin dwgc chiét alginat bing dung dich
kiém, st dung k¥ thuat dién hoa dé téy mau, thu dugce alginat sach. Céac ph?m chét
con lai dugce didu chinh do pH trung tinh, bd sung vi sinh vat dé 1 1én men tao thanh
phéan boén hitu co da vi lugng.

Vi du thue hién sang ché

Vi du 1: Quy trinh ché bién Sargasum mcclurei thudc Sargasum sp. dé thu cac san
phim fucoxanthin, phlorotanin, fucoidan va alginat theo phwong phap st dung séng

siéu 4m cudng dd cao két hop enzym. Quy trinh nay bao gbm céc budc:
Budc 1: So ché nguyén liéu

Mau rong Sargasum mcclurei thu hoach tai ving bién Nha Trang — Khanh
Hoa vao thang 4, sau khi thu hoach dugc lam sach, loai bo rong la va sinh vt bam
trén rong, rira sach bang nude bién sau d6 rira sach lai bang nudc ngot. Lay 10kg dé
ché bién.
Budce 2: Siéu am phé v té bao nguyén licu

10kg rong sau so ché sach dugc bd sung 40 lit nuéc, nghién nho bang may

nghién chuyén dung dén kich thudc <0,1mm.

Rong sau khi nghién duoc dua vao thiét bi siéu 4m chuyén dung véi d4u phat
siéu &m dang thanh (chét liéu Titan) dung tich 120 lit, tién hanh siéu 4m & mirc cong
suét 30-40W/cm? trong 30 phit & nhiét d6 50°C sau d6 tat hé thong siéu am.

Buéce 3: Thuy phan xenlulozo trong rong.

Hon hop sau sidu am dugc bd sung 6g enzym Viscozyme L (Novozyme,

hoat 6 50000IU), diéu chinh d6 pH 5-6 bing hé dém axetat, siéu 4m xudng con 2-

4W/ cm?, tién hanh trong 40 phut & nhiét d§ 40-42°C sau d6 ning cong suit siéu 4m
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1én 50W/cm? trong vong 5 phiit & bit hoat enzym. Ha nhiét ¢ hdn hop v& nhiét 4o
phong.

Budc 4: Chiét thu hdi fucoxanthin

B sung 10 lit dietylete vao hdn hop sau thiy phan, khudy déu sau d6 dua
vao hé thiét bi ly tdm & tdc d6 3000 vong/phit trong 5 phut & nhiét phong, thu iy
pha hitu co; lip lai qua trinh 3 14n. Gom pha hitu co, 1am khan bing 200g Na2SO4,
dudi dung mdi dudi ap suét giam thu dwoc 52g dau chira ~ 1% fucoxanthin. Phan
con lai sau khi chiét dietylete 1a hdn hop bao gdm phan nudc va chét rin (hdn hop
Al).

Budc 5: Chiét thu hdi phlorotanin

Hbn hop Al sau khi chiét dietylete dwoc bd sung 10 lit etyl axetat, khudy déu
trong 10 phut sau d6 dua vao éng ly tim & téc d6 3500 vong/phiit trong 15 phit, thu
1y pha htu co; lap lai qué trinh 3 1in. Gom pha hitu co lam khan bing 200g
NayS0s, cb can thu dugc 98g can chiét chta ~ 15% phlorotariin. Phén con lai sau

khi chiét etyl axetat 12 hdn hop bao gdm phan nudc va chét rin (hdn hop A2).
Budc 6: Chiét xuét fucoidan

Hbn hop A2 duge ly tm & tée d6 9000 vong/phit thu duoc phan chét rin B1
va phin 1éng C1. Phin chét rén B1 duoc bd sung 50 lit nuée khir ion, khudy déu sau
d6 siéu am & mirc cong sudt 30W/cm? trong 5 phut & 50°C, loc thu dung dich; tién
hanh 13p lai 2 1an thu dwoc dich loc va phin chét rin A3. Gom phén dich loc, bd
sung 120g CaCly, ly tim duoc phan chit rin B2 va phan 1éng C2. Phén chét 1ong
C2 sau d6 ¢b can con 50 lit dudi ap sudt giam. BO sung 35 lit etanol 96°, ly tAm &
tdc d6 5000 vong/phat thu duge phan chét rén B3, siy kho thu dugc 28,5g san

phim 12 fucoidan v&i ham lugng ~ 90%.
Bude 7: Chiét xuét alginat

Phén chit rin A3 gom chung v6i phin chit rin B2 dugc chét rin A4. Khiy
ddu chit rén A4 trong 4 lit dung dich Na,CO; 5%, siéu 4m & mirc cong suét
10W/em? & 60°C trong 10 phut sau d6 loc loai bd chét ran thu iy phan chét 1ong.

Phan chét long duge dua vao binh dién phan véi dién cuec titan trong didu kién 1,5V
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va 0,3mA/cm? trong 2 gid. Dung dich thu dugc dem rét tir tir vao 2 lit dung dich
CaClz 1,8% trong diéu kién khudy manh & nhiét do thuong. Sau d6 dé ling dung
dich trong 2 gid, loc thu l4y phan két tia va sdy kho ta thu duge 297 g san phim 1a

canxi alginat dat tiéu chudn Codex 2017.
Hiéu qua dat dwoc cita sang ché

Sang ché nay dua ra quy trinh céng nghé ché bién toan dién rong Mo thanh
céc san pham c6 gia tri cao nhu fucoxanthin, phlorotanin, fucoidan va alginat. Quy
- trinh dugc md ta bdi sang ché 13 hiéu qué véi kha nang thu hdi déng b6 va hiéu suét
€ao Cac san phérn 1én t61 >90%, han ché tdi da chét thai. Cac quy trinh khéc da dugce
md ta thudng chi thu hdi duoc 1 vai san phédm. Vi vay day 12 mot quy trinh hidu qua
dé san xuit cac san phim co6 gia tri st dung cao ma c6 gia thanh thip tir ngudn

nguyén liéu rong Mo rat doi dao, cé sin trong tu nhién.

Quy trinh sdng ché nay dya trén dic tinh ctia nguyén liéu va cac san phém,
st dung nén tang cong nghé séng siéu 4m @& pha hity céc céu tric t& bao va st dung
song siéu Am két hop enzym — 4p dung trén ddi trong rong Mo dé thu duoc céc san
phidm fucoxanthin, phlorotanin, fucoidan va alginat. Viéc st dung séng siéu am
cudng do cao trong giai doan diu va su két hop song siéu am cuong do thip véi
enzym & giai doan tiép theo da gitp giam mot lwong 16n enzym cén st dung (3-4
14n), ddng thoi thoi gian cin dé thiy phén ciing giam tir 6 gid xubng con 40 phut.
Chinh diéu nay da han ché duogc su oxy hdéa mot s thanh phén nhay cdm nhu
fucoxanthin va phlorotanin. Mat khac, quy trinh st dung séng si€u &m va enzym
trong giai doan xir Iy nguyén liéu giup pha v& dwoc mang ludi lién két gitra alginat,
fucoidan véi xenlulozo; do d6 khong can sir dung axit trong giai doan xtr Iy nguyén
lidu trude khi chiét tach fucoidan va alginat nén cac ciu tric ctia fucoidan va alginat
duoc bao toan, tranh su cit dut mach polime mot ph'?m béi axit. Ngoai ra, qué trinh
chiét tach fucoxanthin va phlorotanin trudc khi chiét tach alginat da 1am gidm mot
lwong 16n cac chit mau, bén canh d6 viée sir dung qua trinh dién phan dé tiy mau
ciing gitp tranh duge viée phai sir dung mot lwong 16n cac chit oxy héa dé thy mau
nhu javen hoic H,O; nén tranh duoc viée ton du céc héa chit khong mong mubn

cling nhu ha gia thanh san phim alginat.
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Mt khéc, cong nghé trinh bay trong sang ché nay hoan toan c6 kha ning
trién khai thyuc hién & quy mo cdng nghiép. Do d6, dam bao cung cip mét luong 16n
san phém fucoxanthin, phlorotanin, fucoidan va alginat c6 gia tri chdm s6c strc khoe

cdng dong véi hiéu qua kinh té cao.
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YEU CAU BAO HO
1. Quy trinh ché bién rong Mo (Sargassum sp.) dé thu cac san phim fucoxanthin,

phlorotanin, fucoidan va alginat theo phuong phap st dung séng siéu 4m cuong do

cao két hop enzym, trong d6 quy trinh ndy bao gdm céc budc:

(i) so ché nguyén liéu: 1am sach miu rong Sargassum sp. sau khi thu hoach,
loai bo rong la va sinh vat bam trén rong, rira sach bang nudc bién sau do6 rira sach

lai bang nudc ngot, bio quan & nhiét do -20°C trude khi st dung;

(ii) siéu 4m pha v& t& bao nguyén liéu: bd sung nude vao mau rong duge so
ché sach theo ti 1& 4/1 (nu6c/rong, thé tich/trong lugng), nghién nhé bing may
nghién chuyén dung dén kich thude <0,1mm, tiép d6 sau khi nghién mAu rong, tién

hanh siéu 4m & mirc cong suét 30-40W/cm? trong 30 phut & nhiét d6 50°C;

(iii) thay phan xenlulozo trong mau rong: bd sung enzym phan giai
xenlulozo ¢6 ngudn gbc tir ching nidm men Aspergillus aculeatus (Enzym
Viscozyme L) vao hdn hop sau siéu 4m theo ti 18 0,06% (enzym/co chét) tai d6 pH
5-6, ha mirc cong suét sidu am xudng con 2-4W/cm?, tién hanh siéu 4m trong 40
phut & nhiét do 40-42°C, sau d6 nang cong sudt siéu 4m 1én 50W/cm? trong vong 5

phﬁt‘dé bét hoat enzym, cubi ciing lam ngudi nhiét &6 hdn hop vé nhiét d6 phong;

(iv) chiét thu hdi fucoxanthin: bd sung dietylete vao hdn hop sau thily phan
v6i ty 18 1/4 (thé tich/thé tich), lic déu sau d6 dua vao éng ly tdm & toc dd 3000
vong/phut trong 5 phut & nhiét trong phong va thu 14y pha hitu co, lap lai qua trinh 3
1an, gom pha hitu co, 1am khan bing Na,SOs, ¢b can thu dugc phin cin chiét dang
du chtra ~ 1% fucoxanthin, va phan con lai sau khi chiét bang dietylete 12 hdn hop

bao gdbm phéan nudc va chat rin (hdn hop Al);

(v) chiét thu hdi phlorotannin: bd sung etyl axetat vao hdn hop Al sau khi
chiét bang dietylete vdi ty 18 1/4 (thé tich/thé tich), khudy déu trong 10 phit sau dé
dua vao 6ng ly tdm & tbc do 3500 vong/ phit trong 15 phut va thu 14y pha hitu co,
13p lai qu4 trinh 3 1in, gom pha hiru co va 1am khan bang Na;SOs, ¢6 pha hitu co dé
thu dugc phén cin chiét chita phlorotannin, va phan con lai sau khi chiét bing etyl

axetat 13 hdn hop bao gdm phan nudc va chét ran (hdn hop A2);

-17-



2606

(vi) chiét xudt fucoidan: ly tim hdn hop A2 & tbc d 9000 vong/ phut thu
"dugc phan chét rin B1 va phin léng C1, bd sung nude khir ion vao phin chit rén
B1 theo ti 18 10/1 (ml/g), khudy déu va siéu 4m & mtc cbng suat 30W/cm? trong 5
phiit & 50°C dé thu duoc dich loc va phan chit rén A3, tién hanh 13p lai 2 14n, gom
phan dich loc, bd sung CaCl, theo ti 1& 0,8g/lit, ly tAm dé thu duoc phin chét rin B2
va phan 16ng C2, ¢4 phin chit 1éng C2 nay t6i con 1/3 thé tich dudi ap suét giam va
bd sung etanol 96 d¢ theo ti 18 7/10 (thé tich/thé tich), ly tam & tdc do 5000 vong/
phiit thu dwgc phan chét rin B3, siy kho B3 dé thu dugc san phdm 1a fucoidan véi

ham lugng > 90%; va

(vii) chiét xuét alginat: gom chung phan chit rin A3 v6i phan chit rin B2
dugc chét rin A4, khiy déu chit rin A4 trong dung dich Na,CO3 5% véi ty 18 1/4,
(mg/ml), siéu 4m & murc cong sudt 10W/em? & 60°C trong 10 phut, sau dé loc loai
b6 chit ran thu iy phan chit 1éng, tiép do cho phan chét 1éng nay vio binh dién
phan v6i dién cuc titan va dién phan trong didu kién 1,5V va 0,3mA/cm? trong 2
gi0, sau khi dién phén rét tu tir dung dich thu duge vao dung dich CaCl, 1,8% véi
ty 18 2/1 (thé tich/thé tich) trong diéu kién khudy manh & nhiét d6 thuong, sau d6 dé
ling dung dich trong 2 gid, loc thu 1iy phin két tha va sdy khod dé thu duogc san

phim 14 canxi alginat.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 budc (v) con bao gdm cong doan thu phan nude
bao gdm cac thanh phin nhu khoang vi lwong, carbohydrat, axit amin, peptit va kich

thich t thuc vat hoa tan dé sir dung ngay 1am phan bén 4.
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06

Rong mo
Sargassum sp.
£ 1: loai tap
h
So ché 2: rira sach
\ 4
Rong sach
Y 1: bd sung nude (4:1/ ml:g)
Pha v& cau tric t€ bao 2: nghién nhd

3: siéu 4m 30 phat, 50°C, 30-40

A

Hbn hop sau siéu 4m
1: Ha cong sudt siéu 4m xubng 2-4W/cm’ .
Thuy phén xenlulozo 2: B sung Enzym Viscozyme L 0,06% so v6i khoi lugng

rong

A 4 )

Hén hop sau thity phan
Chiét thu hdi fucoxanthin | 1:BS sung ete (1:4/ vov); lic déu

2: Ly tdm 3000 vong/pht; 5 phut
Lap lai 3 1dn

v

Dich n-hexan

1: 1am khan bang Na,SO4

v
Hn hop sau chiét ete (A1)

Chiét thu hdi phlorotanin 1: B4 sung EtOAc (1:4/ v:v); lic déu

2:C6 can 2: Ly tdm 3500 vong/phit; 15 phut
v Lap lai 3 lin
< Fucoxanthin > \ 2 v
Hén hop sau chiét EtOAc (A2) Dich EtOAc
Ly tim 9000 vong/phit 1: 1am khan bing Na,SO,
2: Co can
\ 2 L
Pha long Pha rén Bl .
Cao diic chira
Nue ki ion (10/1; ml/g) phlorotanin
Siéu 4m 30W/enr?, 5 pha, 50°C
A
v v
Pha Pha rén
B4 sung CaCl,0,8% Gom
Ly tam
Y
‘ i Gom A
Pha léng Pharan » Pharin
, LCodic13 Dung dich Na,CO; 5% (4:1/ml:g)
2: Cén 96° (7:10/vlv) Siu Am 10W/em?: 60°C
3: Ly tdm 5000 vong/phit Loc ’
A 4 A
Pha rin Dung dich Alginat thd
SAy kho Pién cyc Titan
Y 1,5V, 0,3mA/cm?, 2 gitr
A
Fucoidan 90% . . 2 2
< ’ > Dung dich Alginat tdy mau
Dung dich CaCl, 1,8%, khudy déu
(2:1/vwv)
Pé ling 2 gid; loc; siy kho

Canxi alginat
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