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Đặt vấn đề 

Fucoidan là một polysaccharide sulfate hóa được tìm thấy 
ở trong thành tế bào rong nâu. Fucoidan đã được công bố 
có các hoạt tính sinh học cả ở in-vitro và in-vivo như chống 
viêm, chống đông máu và huyết khối [1], kháng khuẩn [2], 
kháng vi-rút (bao gồm cả HIV) [3], điều hòa miễn dịch [4], 
chống ôxy hóa [5] và ung thư [6]. Hoạt tính chống ôxy hóa 
đã và đang là một chủ đề nóng được các nhà khoa học quan 
tâm do nhu cầu ngày càng tăng của các ngành công nghiệp 
thực phẩm và mỹ phẩm để phát triển các hợp chất chống 
lão hóa và ung thư. Từ năm 1990, B.L Tutour (1990) [7] đã 
công bố 2 chất chiết xuất từ rong nâu (Laminaria digitata và 
Himanthalia elongata) thể hiện hoạt tính cao nhất trong bảo 
quản dầu hướng dương và ức chế quá trình ôxy hóa methyl 
linoleate, tăng cường tác dụng chống ôxy hóa của vitamin 
E. Cho đến nay, đã có nhiều công trình công bố về hoạt 
tính chống ôxy hóa và ung thư của fucoidan [8, 9]. Do đó, 
fucoidan là hợp chất tiềm năng để tạo nên các sản phẩm ứng 
dụng trong lĩnh vực thực phẩm và y dược học nhằm nâng cao 
sức khỏe của con người.

Đã có nhiều phương pháp tách chiết fucoidan được 
nghiên cứu, bao gồm phương pháp hóa học hoặc kết hợp với 
các kỹ thuật vật lý như chiết bằng phương pháp ngấm kiệt, 
ngâm dầm, tách chiết hồi lưu, tách chiết lôi cuốn hơi nước… 
[10]. Tuy nhiên, nhược điểm của các phương pháp này là dễ 
mất đi một số hoạt tính quý của fucoidan, đồng thời giá thành 
sản phẩm khá cao do hiệu suất chiết không cao. Ngày nay, 
các nhà khoa học nghiên cứu sử dụng enzyme để hỗ trợ tách 
chiết fucoidan. Phương pháp này không chỉ thu nhận tối đa 
các hoạt chất có trong rong biển, mà còn không làm biến đổi 
cấu trúc và hoạt tính của các hoạt chất chiết tách được.

Hiện nay, một số enzyme thương mại đã được nghiên cứu 
để hỗ trợ chiết xuất fucoidan từ rong nâu như carbohydrase 
(Viscozyme, Celluclast, Amyloglucosidase) và proteases 
(Flavourzyme, Alcalase, Protamex) [11-13]. Những enzyme 
này phá vỡ cấu trúc thành tế bào trong rong nâu và giải 
phóng fucoidan mà không làm ảnh hưởng đến cấu trúc của 
fucoidan. Tuy nhiên, thành phần các hợp chất trong mỗi loài 
rong nâu (cellulose, hemicellulose, alginate, fucoidan, iod, 
protein, acid béo) là khác nhau, do đó khi ứng dụng enzyme 
để hỗ trợ chiết xuất fucoidan trên các đối tượng rong khác 
nhau cần phải được nghiên cứu để tìm ra điều kiện và tỷ lệ 
chiết phù hợp.

Viscozyme là enzyme thương mại với thành phần 
gồm arabanase, cellulase, β-glucanase và hemi-cellulase. 
Enzyme này đã được nghiên cứu để hỗ trợ chiết xuất các 
hợp chất chống ôxy hóa, trong đó có fucoidan và đã thu 
được những kết quả khả quan với hiệu suất thu nhận và hoạt 
tính tăng [12, 14, 15]. Những yếu tố ảnh hưởng đến khả 
năng hoạt động của enzyme và hiệu suất chiết như thời gian 
chiết, nồng độ enzyme, tỷ lệ enzyme/rong nguyên liệu cũng 
đã được nghiên cứu.

Rong nâu S. mcclurei được biết là một trong những loài 
rong phân bố rộng và có trữ lượng lớn ở vùng biển Khánh 
Hòa. Loài rong này có chứa các hợp chất có hoạt tính chống 
ôxy hóa như polyphenol, fucoidan… Ở Việt Nam, đã có một 
số công trình nghiên cứu phương pháp chiết xuất và cấu trúc 
của fucoidan từ rong nâu S. mcclurei [16]. Tuy nhiên, các 
nghiên cứu này đều sử dụng phương pháp hóa học để chiết 
fucoidan nên có thể ảnh hưởng đến hàm lượng và cấu trúc 
tự nhiên, từ đó ảnh hưởng đến hoạt tính sinh học của chúng. 
Vì vậy, trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành khảo sát 
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điều kiệt hoạt động của Viscozyme trên đối tượng rong nâu 
S. mcclurei sinh trưởng tại vùng biển Khánh Hòa nhằm thu 
được hàm lượng fucoidan cao, tạo tiền đề cho việc cải tiến 
quy trình chiết xuất hóa học thông thường.

Phương pháp nghiên cứu

Phương pháp thu và xử lý rong nguyên liệu

Rong nâu S. mcclurei được thu vào tháng 6/2019 tại 
khu vực Hòn Chồng, Vịnh Nha Trang. Mẫu rong được định 
danh bởi TS Võ Thành Trung (Phòng Vật liệu Hữu cơ và 
Tài nguyên biển, Viện Nghiên cứu và Ứng dụng Công nghệ 
Nha Trang). Rong nâu S. mcclurei sau khi đưa về được rửa 
sạch tạp chất bằng nước biển và rửa lại bằng nước ngọt 4 
đến 5 lần để sạch hết muối, cát còn lại. Sau đó, rong được 
phơi khô tự nhiên ở nhiệt độ phòng, trung bình 10 kg rong 
tươi thu được 1,3 kg rong khô với độ ẩm khoảng 25±2%. 
Rong khô được đem đi xay nhỏ với kích thước khoảng 
1 mm, chứa trong túi PE có dán nhãn, bảo quản ở tủ đông 
-20°C để dùng cho các thí nghiệm tiếp theo.

Phương pháp chiết fucoidan 

Chiết fucoidan bằng phương pháp hỗ trợ enzyme được 
tiến hành theo [14] có cải tiến, cụ thể: rong nâu S. mcclurei 
(25 g) xay được chiết với Viscozyme (Novozyme, Đan 
Mạch) trong đệm acetate pH=4,5 với nồng độ enzyme là 0, 
0,5, 1, 2, 5 và 7% (v/v); tỷ lệ enzyme/rong nguyên liệu là 
10/1, 20/1, 25/1, 30/1, 35/1 và 40/1 (v/w); thời gian chiết là 
1, 3, 6, 12, 24, 36 và 48 giờ.

Hỗn hợp rong và enzyme được để trên máy lắc có điều 
khiển nhiệt độ (NB-205V, N-Biotek, Hàn Quốc), với tốc 
độ lắc 120 rpm, nhiệt độ chiết được thực hiện ở 45°C. Sau 
khi kết thúc quá trình chiết, hỗn hợp được ly tâm 10.000 
rpm ở nhiệt độ phòng bằng máy ly tâm (Z446K, Hermle, 
Đức) để thu nhận dịch lọc. Dịch chiết được trung hoà bằng 
NaOH 0,1 N, sau đó bổ sung CaCl2 2% để loại bỏ alginate. 
Fucoidan được thu nhận bằng cách kết tủa với cetavlon 1% 
và giải hấp bằng NaI bão hòa trong ethanol 96%, tiến hành 
trong 24 giờ ở nhiệt độ phòng. Phần kết tủa chứa fucoidan 
được hoà tan lại trong nước và thẩm tách qua màng 10 kDa 
để loại bỏ muối, kim loại nặng, các hợp chất có khối lượng 
phân tử dưới 10 kDa. Dịch fucoidan thu được, đem đông 
khô lạnh trên thiết bị (ECO 50, Lyoquest, Tây Ban Nha) để 
tính hàm lượng fucoidan và hoạt tính chống ôxy hóa tổng, 
từ đó xác định điều kiện chiết tốt nhất.

Các phương pháp phân tích 

Hàm lượng carbohydrate tổng số được xác định bằng 
phương pháp phenol-axit sulfuric [17]; hàm lượng sulfate 
được xác định bằng phương pháp đo độ đục với BaCl2/gelatin 
[18]; thành phần đường đơn được xác định bằng phương 
pháp HPLC [19]: fucoidan (5 mg) cho vào ống nghiệm có 
nút vặn, thêm 1 ml TFA (Triflorua acetic acid) 2 M, thủy 
phân trong 6 giờ ở 100ºC, sau đó cho bay hơi đến gần 
khô bằng máy cô quay chân không, rửa lặp lại 3 lần với 
MeOH để loại hết TFA dư. Phần cặn còn lại hòa tan với 
1 ml nước đề ion, dung dịch này được dùng để phân tích 
thành phần đường trên thiết bị phân tích hydrat cacbon 
IC-500 Biotronik (Đức), sử dụng cột Shim-pack ISA-07/
S2504 (0,4×25 cm), pha động là đệm borat kali, tốc độ rửa 
giải 0,6 ml/phút. Đường đơn được phát hiện bằng phương 
pháp bicinchorinate trên hệ phân tích Shimadzu C-R2 
AX. Các đường đơn fucose, glucose, galactose, mannose, 
xylose, rhamnose được sử dụng làm chất chuẩn; phổ NMR 
đo trên máy Bruker AVANCEIII 500 MHz với dung môi 
D2O ở nhiệt độ 70°C, sử dụng DSS làm chất chuẩn nội với 
kỹ thuật đo khử tín hiệu của nước. 

Phương pháp xác định hoạt tính chống ôxy hóa

Hoạt tính chống ôxy hoá tổng được xác định bằng phương 
của P. Prieto và cs (1999) [20] lấy 0,5 ml mẫu thêm 0,5 ml 
nước và 3 ml dung dịch phản ứng (0,6 Mol axit sunfuric, 
28 mM natrisulfate và 4 mM amoni molypdat) được đặt ở 
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Abstract:

In this study, the hydrolysis conditions of Viscozyme 
on brown seaweed Sargassum mcclurei collected in the 
Khanh Hoa sea were investigated to obtain fucoidan 
with a high yield. The survey conditions include the 
concentration of Viscozyme, the extract solution:raw 
seaweed ratio, and extraction time. The results showed 
that in the condition of 1% (v/w) enzyme concentration, 
the ratio of enzyme/raw seaweed was 25/1 (v/w), 
extraction time was 24 hours, and the obtained fucoidan 
content reached 4.27%. The fucoidan analysed results 
showed that the obtained fucoidan belongs to the 
galactofucan group.
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95oC trong 90 phút. Đo mật độ quang của hỗn hợp phản ứng 
ở bước sóng 695 nm trên máy UV-Vis (6405, Jenway, Anh) 
với chất chuẩn là axit ascorbic (AA).

Phương pháp xử lý số liệu

Các thí nghiệm được lặp lại 3 lần, kết quả biểu diễn là 
giá trị trung bình và độ lệch chuẩn thu được giữa các lần 
thí nghiệm. Số liệu được xử lý thống kê bằng phần mềm 
SPSS 20.0; kiểm định Duncan được thực hiện sau phân tích 
ANOVA để đánh giá sự khác nhau giữa các giá trị trung 
bình ở mức ý nghĩa p<0,05.

Kết quả và bàn luận

Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ Viscozyme

Kết quả khảo sát ảnh hưởng của nồng độ Viscozyme đến 
hàm lượng fucoidan và hoạt tính chống ôxy tổng được thể 
hiện ở hình 1. 

Hình 1. Ảnh hưởng của nồng độ enzyme đến hiệu suất và hoạt 
tính chống ôxy hóa tổng của fucoidan từ rong nâu S. mcclurei. 
a, b, c: sự sai khác có ý nghĩa (p<0,05) của hàm lượng fucoidan; A: 
sự sai khác có ý nghĩa (p<0,05) của hoạt tính chống ôxy hóa tổng 
của fucoidan thu nhận được.

Kết quả khảo sát cho thấy, nồng độ Viscozyme ảnh 
hưởng rõ rệt đến hàm lượng fucoidan từ rong nâu S. mcclurei 
(p<0,05). Hàm lượng fucoidan tăng từ 1,13 đến 3,97%, khi 
nồng độ Viscozyme xử lý là 1% thì hàm lượng fucoidan 
đạt cao nhất với 3,97%. Khi tăng nồng độ Viscozyme từ 2 
đến 7%, hàm lượng fucoidan thay đổi không đáng kể. Do 
đó, nồng độ Viscozyme 1% được lựa chọn cho bước nghiên 
cứu tiếp theo.

Khảo sát ảnh hưởng của tỷ lệ Viscozyme/rong nguyên 
liệu

Với nồng độ Viscozyme được lựa chọn là 1%, việc tiếp 
tục tiến hành khảo sát ảnh hưởng của tỷ lệ dich chiết/rong 
nguyên liệu đến hiệu suất chiết và hoạt tính chống ôxy hóa 
của fucoidan thu nhận được đã được nghiên cứu. Kết quả 
khảo sát ảnh hưởng của tỷ lệ dịch chiết/rong nguyên liệu 
đến hàm lượng fucoidan và hoạt tính chống ôxy tổng được 
thể hiện ở hình 2. 

Hình 2. Ảnh hưởng của tỷ lệ dịch chiết/rong nguyên liệu đến 
hiệu suất và hoạt tính chống ôxy hóa tổng của fucoidan từ 
rong nâu S. mcclurei. a, b, c: sự sai khác có ý nghĩa (p<0,05) của 
hàm lượng fucoidan; A, B: sự sai khác có ý nghĩa (p<0,05) của hoạt 
tính chống ôxy hóa tổng.

Kết quả khảo sát cho thấy, tỷ lệ dịch chiết/rong nguyên 
liệu ảnh hưởng đến hàm lượng của fucoidan (p<0,05). Hàm 
lượng fucoidan tăng từ 2,58 đến 4,29% khi tỷ lệ chiết thay 
đổi từ 10/1 đến 40/1. Sự ảnh hưởng của tỷ lệ chiết đến hàm 
lượng fucoidan có thể được giải thích là khi ở tỷ lệ chiết 
thích hợp enzyme phá vỡ thành tế bào và fucoidan dễ dàng 
khuếch tán vào pha dịch chiết hơn. Khi hàm lượng fucoidan 
trong rong đi vào pha chiết đã ở mức cao nhất thì việc tăng 
tỷ lệ chiết không còn ý nghĩa nữa. Kết quả nghiên cứu ở 
các loài rong khác nhau cũng cho tỷ lệ khác nhau, do hàm 
lượng fucoidan trong mỗi loài rong là khác nhau. Ví dụ khi 
sử dụng carbohydrase và protease để chiết các chất chống 
ôxy hóa từ rong nâu S. horneri, tỷ lệ chiết là 50/1 hoặc 100/1 
cũng đã được sử dụng [21]. 

Tỷ lệ dịch chiết/rong nguyên liệu là 25/1 thì hàm lượng 
fucoidan thu được đạt 4,22%. Khi tăng tỷ lệ chiết lên 40/1 
thì hàm lượng fucoidan tăng lên 4,29%, sự khác biệt này 
không có ý nghĩa về mặt thống kê, do đó để tiết kiệm 
enzyme và chiết xuất kinh tế hơn thì chúng tôi chọn tỷ lệ dịch 
chiết/rong nguyên liệu là 25/1 cho các khảo sát tiếp theo.

Kết quả khảo sát ảnh hưởng của thời gian xử lý với 
Viscozyme

Khi sử dụng Viscozyme để hỗ trợ chiết các hợp chất có 
hoạt tính sinh học thì thời gian chiết ảnh hưởng nhiều đến 
hiệu suất chiết cũng như hoạt tính của mẫu nghiên cứu. Đối 
với rong nâu, tùy vào enzyme sử dụng và loài rong mà thời 
gian chiết khác nhau. Đối với rong Scytosiphon lomentaria, 
khi sử dụng carbohydrases và proteases ở điều kiện 40-
60°C, pH 4,5-8, thời gian chiết là 12 giờ [22], đối với rong 
S. horneri thời gian chiết là 24 giờ [21]. Do đó, trong nghiên 
cứu này, việc khảo sát ảnh hưởng của thời gian chiết đến 
hiệu suất chiết và hoạt tính chống ôxy hóa của fucoidan từ 
rong nâu S. mcclurei đã được tiến hành.
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Hình 3. Ảnh hưởng của thời gian chiết đến hiệu suất và hoạt 
tính chống ôxy hóa tổng của fucoidan từ rong nâu S. mcclurei. 
a, b, c: sự sai khác có ý nghĩa (p<0,05) của hàm lượng fucoidan; 
A, B, C: sự sai khác có ý nghĩa (p<0,05) của hoạt tính chống ôxy 
hoá tổng.

Sau khi khảo sát và lựa chọn nồng độ Viscozyme, tỷ 
lệ dịch chiết/rong nguyên liệu, chúng tôi tiếp tục tiến hành 
khảo sát ảnh hưởng của thời gian chiết đến hiệu suất và hoạt 
tính chống ôxy hóa của fucoidan thu nhận được. Kết quả 
xử lý bằng phần mềm SPSS ở hình 3 cho thấy, yếu tố thời 
gian ảnh hưởng đến hàm lượng fucoidan và khả năng chống 
ôxy hóa tổng (p<0,05). Động thái biến đổi theo thời gian xử 
lý của hàm lượng fucoidan được chia làm 3 giai đoạn: giai 
đoạn 1-3 giờ: ở giai đoạn này hàm lượng fucoidan thu nhận 
tăng không đáng kể (0,23 đến 0,35%), điều này được giải 
thích rằng đây là giai đoạn các enzyme trong Viscozyme 
tác động đến thành tế bào rong nâu, giai đoạn này một phần 
fucoidan thẩm thẩu qua thành tế bào vào môi trường chiết, 
một phần khác vẫn liên kết chặt chẽ với thành thế bào; giai 
đoạn 6-24 giờ: hàm lượng thu nhận fucoidan tăng nhanh 
chóng (1,28 đến 4,27%), đây là giai đoạn cấu trúc thành tế 
bào đã bị phá vỡ, fucoidan được giải phóng đi vào dung dịch 
chiết; giai đoạn 36-48 giờ: hàm lượng fucoidan thay đổi 
không đáng kể là do hàm lượng fucoidan vào môi trường 
chiết đã ở mức cao nhất (4,30 đến 4,31%), dù có kéo dài 
thời gian chiết thì hàm lượng fucoidan vẫn không thay đổi.

Sau khi xác định được các điều kiện chiết fucoidan 
tối ưu: nồng độ Viscozyme là 1% (v/w), tỷ lệ dịch chiết/
rong nguyên liệu là 25:1 (v/w) và thời gian chiết là 24 
giờ thì tiến hành chiết fucoidan từ rong nâu S. mcclurei ở 
điều kiện lựa chọn. Kết quả hàm lượng fucoidan thu nhận 
được đạt 4,27%, cao hơn khi so sánh với phương pháp hóa 
học (hàm lượng fucoidan thu nhận được hơn 2%) [16]. 
Kết quả này cũng khá tương đồng với các nghiên cứu đã 
công bố trước đây. S.H. Lee và cs (2012) [23] đã sử dụng 
Celluclast (Novozyme) để chiết xuất fucoidan từ rong 
Ecklonia cava, kết quả cho thấy hiệu suất tăng 1,3 lần so 
với phương pháp chiết xuất bằng nước nóng. Trong khi 
đó, Thuan Thi Nguyen và cs (2020) [19] đã sử dụng hỗn 
hợp Cellic®CTec2 (cellulase) và alginate lyase để chiết 
fucoidan từ rong Fucus evanesces không cho thấy sự khác 
biệt rõ ràng về hiệu suất chiết, nhưng khối lượng phân tử 
và hàm lượng sulfate khi sử dụng phương pháp có sự hỗ 
trợ của các enzyme cao hơn so với phương pháp hóa học.

Kết quả phân tích thành phần hóa học của fucoidan 
thu được

Fucoidan được chiết bằng sự hỗ trợ của Viscozyme ở 
điều kiện lựa chọn đã được xác định thành phần hóa học 
gồm thành phần đường đơn, hàm lượng sulfate và đo phổ 
IR. Kết quả phân tích thành phần đường đơn, hàm lượng 
sulfate và axit uronic được thể hiện ở bảng 1. 
Bảng 1. Thành phần hóa học của fucoidan chiết từ rong nâu 
S. mcclurei.

Hàm lượng 
sulfate (%)

Axit uronic 
(%)

Thành phần monosaccharide (tỷ lệ mol)

Fucose Galactose Rhamnose Glucose Xylose Mannose

25,32 10,1 1 0,71 0,003 0,04 0,005 0,007

Kết quả phân tích thành phần đường đơn ở bảng 1 cho 
thấy, phân tử fucoidan chiết từ rong nâu S. mcclurei được 
cấu tạo chủ yếu bởi 2 đường fucose, galactose với tỷ lệ 
fucose/galactose là 1/0,71 và nhóm sulfate với hàm lượng 
cao. Do đó, fucoidan này được gọi là sulfate galactofucan, 
phù hợp với công bố của Pham Duc Thinh và cs (2013) [16]. 

Phổ cộng hưởng từ hạt nhân proton được coi như một 
phương pháp đặc trưng để nhận biết fucoidan dựa vào tín 
hiệu methyl của fucose ở vị trí C6. Kết quả đo phổ 1H-NMR 
của fucoidan chiết từ rong nâu S. mcclurei thu nhận được 
trong nghiên cứu này được thể hiện ở hình 4. 

Hình 4. Phổ 1H-NMR của fucoidan chiết từ rong nâu S. mcclurei. 

Phổ 1H-NMR của fucoidan khi sử dụng phương pháp 
chiết với sự hỗ trợ của enzyme có đầy đủ các tín hiệu của 
phân tử fucoidan. Các tín hiệu proton anomeric ở khoảng 
5-5,5 ppm, các tín hiệu trong vùng 3,3-4,8 ppm là thuộc về 
proton vòng pyranose, 1 tín hiệu ở khoảng 1,3 ppm được 
gắn cho nhóm CH3 của L-fucose. 

Kết luận

Trong nghiên cứu này, điều kiện khi sử dụng Viscozyme 
để hỗ trợ chiết fucoidan từ rong nâu S. mcclurei thu nhận 
tại vùng biển Khánh Hòa là 1% Viscozyme (v/w), tỷ lệ dịch 
chiết/rong nguyên liệu là 25/1 (v/w) và thời gian chiết xuất là 
24 giờ. Ở điều kiện này, hàm hượng fucoidan thu nhận được 
là 4,27%; fucoidan được xác định là sulfate galactofucan 
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với tỷ lệ fucose/galactose là 1/0,71. Với kết quả thu được, 
chúng tôi nhận thấy có thể sử dụng Viscozyme để cải tiến 
quy trình chiết xuất fucoidan bằng phương pháp hóa học 
đang được sử dụng phổ biến ở Việt Nam nhằm nâng cao 
hiệu suất thu nhận fucoidan và đáp ứng yêu cầu mới của xã 
hội là tiến tới công nghệ xanh trong sản xuất.
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