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TOM TAT

Trong bai bdo nay, phuong phap dap iing bé mét (RSM) dugc st dung dé t6i uu héa diéu kién chiét carrageenan ti rong dé Betaphycus gelatinus. Ba yéu t6
anh hudng dén hiéu suat chiét la nhiét do chiét, thoi gian chiét va ty 1é dung moi: nguyén liéu dugc téi uu héa qua mé hinh Box-Behnken. Két qua cho thdy diéu
kién chiét t6i uu la: nhiét do 80°C, thai gian 135 phut va ty 1& dung moi/nguyén liéu 42/1 (v/w). Tai diéu kién nay, hiéu sudt chiét dat 60,66%. Mo hinh du doan
phir hop c6 hé s6 xdc dinh R? [a 0,9897, nhu véy md hinh nay c6 thé ap dung cho viéc t6i uu hda qua trinh chiét carrageenan tif rong do.

Tirkhéa: Rong do, Betaphycus gelatinus, carrageenan, phuong phdp ddp iing bé mt.

ABSTRACT

In this study, response surface methodology (RSM) was employed to optimise the extraction condition of carrageenan from red seaweed Betaphycus
gelatinus. Three parameters that affect the extraction of carrageenan, including extraction temperature, extraction time, and solvent-to-material ratio, were
investigated through Box-Behnken design. The results showed that the optimised extraction conditions were as follows: extraction temperature 80°C, extraction
time 135 min and solvent-to-material ratio: 42/1 (v/w). Under these conditions, the experimental yield was 60.66%. Besides, the predicted model matching
well with the coefficients of determination R? of 0.9897, thus, the model can be used to optimize the extraction process of carrageenan from red seaweed.

Keywords: Red seaweed, Betaphycus gelatinus, carrageenan, Response Surface Methodology.
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xuat carrageenan [1, 2]. Tuy nhién, khac véi mot s6 céac
loai rong carrageenophyte khac chi bao gbm mét hoac
hai dang carrageenan riéng ré nhu iota (1), kappa (k),
lambda (A), mu (), nu (v), theta (8), xi (€), alpha (a), beta
(B), gamma (y), omega (w), and psi (V) carrageenan, loai
rong nay cé déng thdi mot so loai carragenan nhu B, k,
y -carrageenan [3]. C4u tric hoa hoc clia disacharide cua
céc loai carrageenan phé bién dugc dua ra trén hinh 1.
Nh& su da dang cdu tric ma polysaccharide dang
carrageenan tach chiét tir rong do6 Betaphycus gelatinus
thé hién hoat tinh khang virut HSV, khang u [4-6]. Vdi lgi
thé ham lugng polysaccharide cao, hoat tinh sinh hoc
manh ma loai rong nay dugc nghién cttu nudi tréng tai
mot s6 qudc gia nhu An Do, Trung Quéc va Philippin...
[7, 8]. Bu6c dau da co patent cong bé vé st dung
polysaccharide nay lam nguyén liéu cho thu6c chéng
virut HSV1 va HSV2 [9].

G4S DA2S

y-carrageenan

@-carrageenan

Hinh 1. Cau triic hda hoc ctia cac loai carrageenan pho bién

& Viét Nam, rong Betaphycus gelatinus dugc biét
dén vai tén Viét Nam la rong Héng Van phan bo tai mét
s6 tinh mién trung nhu Thira Thién - Hué, Quang Nam,
Quang Ngai, Khanh Hoa, Ninh Thuan va dugc ngudi
dan dia phuong s dung lam thdc an cho dong vat;
dugc liéu (bénh ho, chéng khéi u) hodc lam thuc phdm
(ndu che, thach, lam banh keo) va lam phu gia cho ché
bién thuc phdm [10]. Mdc du dugc st dung rong rai tai
vung ven bién mién trung nhung cho dén nay chua cé
cong b6 nao vé quy trinh tach chiét hén hop
carrageenan tu loai rong nay. D€ tach chiét hén hagp
carrageenan cac yéu t6é nhu thaoi gian chiét, nhiét do
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chiét, ty 1é nguyén liéu/dung moi c6 anh hudng rat 16n
hiéu suat chiét [9]. Hién nay, xu hudng ap dung cac
phuong phap théng ké nham téi uu hoa diéu kién chiét
dugc dac biét quan tam nham dat dugc muc tiéu cho
hiéu suat chiét cao. Céng cu théng ké phé bién nhat
dugc st dung cho muc dich trén la phuong phap dap
Uing bé mat (RSM). Phuong phap RSM da dugc ap dung
dé chiét polysaccharide tir ca thuc vat trén can [11] va
rong bién [12].

Trong bai bdo nay, ching t6i st dung phuong phap
RSM dua trén mé hinh thi nghiém Box-Behnken dé t&i uu
héa qua trinh chiét polysaccharide dang carrageenan tu
loai rong do Betaphycus gelatinus thu thap & tinh Ninh
Thuan. J day, ba yéu t6 nhiét dé chiét, thai gian chiét va
ty 1& dung méi: rong dugc téi uu hoa dé thu dugc hiéu
sudt chiét cao nhat.

2. THUC NGHIEM
2.1. Thiét ké thi nghiém

T6i uu hda thong sé
chiét bang phuong phap
RSM véi mé hinh Box-
Behnken [12]. & day, nhiét
doé chiét (Xi), thoi gian
chiét (Xy) va ty & dung
moi: nguyén liéu (DM: NL)
Hoo. (X3) la 3 bién doc lap.
Vung bién nghién ctu da
dugc ma hoa thé hién &
bang 1.

G2S D2S,6S
A-carrageenan

p-carrageenan

Bang 1. Bang quy ddi bién ma va bién thuc

o Miic bién ma
Yéu to dau vao
-1 0 1
Nhiét do chiét (°C) X 60 70 | 100
Thai gian chiét (phit) X 30 | 105 | 180
Ty 1& dung mdi: nguyén liéu (v/w) Xs 20 35 50

Thiét ké thi nghiém bao gom 12 thi nghiém nhan t6
va 3 thi nghiém lap lai. Hiéu suat chiét carrageenan tu
rong theo t6 hgp cac bién déc lap dugc dua ra trén bang
2. Cac bién dugc ma hoa theo phuang trinh sau:
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(X, —X,)

AX

Trong d6, x 1a bién ma, X; 1a bién thuc, X, la bién tai thi
nghiém trung tam va AX la hiéu s6 gitia gia tri tuyét doi
cuc dai clia bién thuc va gia tri Xo. Phuong trinh toan hoc
ung v6i moé hinh thi nghiém Box-Behnken nhu sau:

Y =8, +Z3:Bixi + iﬁiixf +ii ByX X, +€

i=1 j=i+1

6 déy, Y la ham muc tiéu, Bo la hé 56 tl_I dO, Bi, Bii va Bij
la hé sé tuyén tinh, € |a sai s6. Cac hé s nay thé hién anh
hudng tuyén tinh hay phi tuyén Ién cac bién. Trong
nghién ctu nay, ham muc tiéu la hiéu suat chiét.

Bang 2. Thiét ké thi nghiém va két qua theo mé hinh Box-behnken

Nhiétdd | Theigian | Tylé DM/NL | Hiéu suat chiét
™ (°C) (phut) (v/w) (%)
X X; Xs Y
1 60 30 35 15,58
2 100 30 35 15,79
3 60 180 35 29,86
4 100 180 35 21,46
5 60 105 20 10,26
6 100 105 20 20,69
7 60 105 50 29,02
8 100 105 50 25,52
9 80 30 20 40,64
10 80 180 20 53,45
1 80 30 50 50,86
12 80 180 50 55,06
13 80 105 35 58,49
14 80 105 35 58,84
15 80 105 35 58,70

2.2. Chiét tach carragenan tui rong

Mau rong: Rong Betaphycus gelatinus dugc thu tai
Ninh Thuan vao thang 3/2023 va dinh danh béi TS. V6
Thanh Trung (Vién Nghién ctu va Ung dung céng nghé
Nha Trang). Mau rong sau khi thu thap dugc ria sach
bang nudc, phai kho, sau d6 nghién thanh bét min.

Chiét tdch carrageenan: Rong Betaphycus gelatinus (m
gam) dugc chiét bang dung moi nudc trong cac diéu kién
thi nghiém & bang 2, sau do6 dich loc dugc bé sung
ethanol 90% véi ty |é ethanol : dich loc = 4:1 (v/v) dé két
tua carrageenan, tién hanh ly tam va say kho & 60°C dén
khéi luong khong déi thu dugc a (g) carrageenan. Hiéu
suat chiét carrageenan tinh theo trong lugng rong khoé &
moi diéu kién thi nghiém dugc dua ra trén bang 2.
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2.3.Phan tich dit liéu

Méi thi nghiém 13p lai 3 1an va di liéu thé hién dudi
dang trung binh. Phan tich ANOVA, héi quy va théng ké
bang phan mém Design Expert 13.0.

2.4. Phuong phap phan tich

PhS FT-IR: do trén may FT-IR Bruker bang phuong
phap ép vién véi Kbr.

Ph6 NMR: ghi trén thiét bi Bruker AVANCE Neo
600MHz & 70°C, s&t dung dung méi D,O + 1% CD;COOD
va DSS la chat chudn néi véi ky thuat do khirtin hiéu nudc.
3. KET QUA VA THAO LUAN

Hiéu suat chiét carrageenan tu rong dé Betaphycus
gelatinus dao déng tir 10,26 dén 58,84% (bang 2). Phan
tich ditliéu héi quy da nhan t6, bién dap Uing va bién kiém
nghiém cé lién quan véi nhau béi phuong trinh da thic
bac 2:

Y =-573,05+ 13,876X; + 0,418X, + 2,665X3
~0,001X:Xz - 0,012X:X5 — 0,002X,Xs
-0,083X;2-0,001X,% - 0,018X5?

Phan tich ANOVA dugc thuc hién dé danh gia su phu
hgp clia m6 hinh va anh hudng cula cac yéu t6 tac déng
X1, X, X3 1én hiéu suat chiét Y;. Két qué téng hop dugc dua
ra & bang 3.

M6 hinh c6 gia tri F = 53,59 va p = 0,0001 khang dinh
muc do tin cdy cao cla mo hinh strdung. Sy phu hop clia
moé hinh con dugc kiém tra qua hé sé xac dinh tuang
quan R2. M6 hinh tuong quan xay dung tu thi nghiém cé
R?=0,9897 cho thay su phu hgp cao ctia m6 hinh sttdung
va su thay d6i hiéu sudt chiét cé thé dugc du doan bang
mo hinh.

Bang 3. Két qua phan tich ANOVA

Nhén té DF SS MS F p
Mo hinh 9 4534,72 | 503,86 | 53,59 | 0,0001
X! 1 0,20 0,20 0,02 | 0,009
X2 1 170,76 | 170,76 | 18,16 | 0,008
X 1 156,82 | 156,82 | 16,68 | 0,010
X'x2 1 18,53 | 18,53 | 197 | 0,219
XX 1 4851 | 4851 516 | 0,072
X3 1 18,53 | 18,53 | 197 | 0,219
Xi? 1 3991,41 | 4098,57 | 435,96 | 0,0001
X2 1 71,27 | 81,12 | 8,63 | 0,032
Xs? 1 58,70 | 58,70 | 6,24 | 0,055
Phan du 5 47,01 9,40
Xacsudtsaiso clamohinh| 3 46,94 | 15,65 | 504,24
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Sai s6 tinh 2 0,06 0,03
Tuong quan tong 14 | 4581,73
R 0,9897
R hiéu chinh 0,9713
R? du doan 83,60%

Trong do: DF: bac tu do (degree of freedom); SS: téng binh phuong (sum
of squares); MS: binh phuang trung binh (mean of square).

Dua vao biéu dé 3D (hinh 2), 2D (hinh 3) va két qua
phan tich ANOVA (bang 4) c6 thé danh gia duoc muic do
anh hudng cac bién s6 cla mo6 hinh dén hiéu suat chiét
carrageenan. D6 thi bé mat dap tng 2D va 3D cho thay su
tuong tac 1an nhau ctia ba bién s6 nhiét do, thai gian va ty
|& DM: NL dén hiéu suat chiét. Két qua (bang 4) chi ra nhiét
do, thai gian va ty |é DM: NL déu c6 anh huéng dén hiéu
suat chiét (p < 0,05). Su tuong tac gitta cac yéu t6 nhiét do
va ty |é DM: NL c6 anh hudng dén hiéu suat chiét (p < 0,05)
trong khi cac tuong tac con lai dnh hudng khéng dang ké
(p > 0,05). Déi véi cac bién s6 bac hai thi nhiét do va thai
gian la anh hudng nhiéu dén hiéu suat chiét (p < 0,05). Nhu
vay, ca ba yéu t6 déu anh hudng dén hiéu suat chiét, trong
d6 nhiét d6 la anh huéng nhiéu nhat.

Giai phuong trinh héi quy thu dugc gia tri t6i uu cla
bién thuc. D{t liéu dugc tinh toan bang phan mém Design
Expert 13.0 va tinh toan chap cac bé mat dap ung tim
diém téi uu, két qua cho thay diéu kién téi uu dé chiét
carrageenanla X; =79,21°C, X;= 134,62 phut va X; =41,99
(v/w) tng véi hiéu suat chiét cuc dai du doan la 61,74%.
Dé khang dinh két qua, thi nghiém duoc 1ap lai 3 Ian tai
diéu kién t6i uu lam tron la 80°C, 135 phut va ty [&€ DM: NL
42/1 (v/w), hiéu suat chiét dat dugc la 60,66%, gia tri nay
gan véi hiéu suat cuc dai du doan (61,74%) va cao hon tat
ca cac gia tri hiéu suat thuc nghiém khi chua téi uu (bang
2). Két qua chira rang mé hinh da phu hop véi cac di liéu
thuc nghiém va qua trinh chiét carrageenan tU rong do
Betaphycus gelatinus da dugc toi uu.
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Hinh 3. M6 hinh bé mdt dap (ng 2D cla qua trinh chiét carrageenan tir
rong do

DPac diém cdu tric cta carrageenan chiét tach dugc
theo diéu kién t6i uu dugc xac dinh dua vao phd IR va
NMR (hinh 4).

Phan tich phd IR (hinh 4a) trong viing 800 - 1250cm™,
cho thay phé IR cGia mau xuat hién 03 tin hiéu cé cudng
d6 manh la 845cm', 928cm~" va 1254cm™!, Xxac nhan su
cb mat cac gbc galactose-4-sulafte, 3,6 anhydrogalactose
va nhom sulfate, ddc trung cho nhém nguyén t cé mat
trong phan tlr k-carrageenan. Ngoai ra trén phé IR con
xudt hién tin hiéu tai 890cm™ xac nhan su c6 mat cla
B-carrageenan va su xuat hién tin hiéu c6 cudng dé yéu
tai 820cm™ ddc trung cho p-carrageenan [13-15].

Phé "H NMR (hinh 4b) xac dinh su c6 mat clia cac
carrageenan khac nhau trén co s& dé chuyén dich hoa
hoc ctda tin hiéu dac trung cho céc carragenan trong vung
a-anomer (5,0 dén 5,4ppm). Tin hiéu 5,07ppm thudc vé
B-carrageenan (DA), 3 tin hiéu 5,09; 5,17 va 5,12 ppm
thudc vé k-carrageenan (DA, AG va DA4S) [16, 17], tin hiéu
tai 5,25ppm thudc vé p-carrageenan (DA6S) va tin hiéu
5,35 va 5,30ppm thudc vé 1-carrageenan (AG va DA2S) [18].

\J

%T

1254 5em
1651.350m-1

21 5tem

7
400 300 3000 250 200 1500 1000 500 400
om-1
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Hinh 4. Pho IR (a) va phd 'H NMR (b) ctia carrageenan

Nhu vay, bang két hgp cac phuang phap phé NMR va
IR da budc dau du doéan rang carragenan tu loai rong
Betaphycus gelatinus la hén hop ctia 04 loai carrageenan:
K-carrageenan, [-carrageenan, p-carrageenan  va
1-carrageenan.

4. KET LUAN

Diéu kién t8i uu dé chiét carrageenan bang nudc tu
loai rong Betaphycus gelatinus la thai gian chiét 135 phut
tai nhiét d6 80°C véi ty lé dung méi/nguyén liéu la 42/1
(v/w). Tai diéu kién t6i uu nay hiéu suat chiét dat 60,66%.
Véi gia tri R2= 0,9897 chi ra su phu hgp 99% cla gia tri du
doan so vai thuc té va do vay mé hinh c6 thé dugc si
dung dé t&i uu héa qua trinh chiét carrageenan ti rong
dé. Két qua nghién ctu budc dau cho thay carrageenan
c6 trong rong Betaphycus gelatinus 1a hon hgp cta 04 loai
carrageenan: K-carrageenan, -carrageenan,
u-carrageenan va K-carrageenan. Cau trac chi tiét va ty 1é
cla cac loai carrageenan c6 trong rong dang dugc nghién
cltu va sé cong bo trong cong trinh tiép theo.
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