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Đặt vấn đề

Fucoidan là một sulfate polysaccharide có cấu trúc phức 
tạp, thường được tìm thấy trong rong nâu và được biết đến 
là một hợp chất có nguồn gốc tự nhiên với nhiều hoạt tính 
sinh học quý như: chống đông tụ máu, chống u, chống 
ôxy hoá, kháng khuẩn, kháng nấm… [1]. Thành phần của 
fucoidan bao gồm nhiều loại đường, chủ yếu là fucose và 
một số đường khác như galactose, glucose…, ngoài ra còn 
có acid uronic [2]. Các nghiên cứu đã chỉ ra rằng, thành 
phần hoá học và cấu trúc của fucoidan phụ thuộc vào loài 
rong, thời điểm thu hái, vị trí địa lý và đặc biệt là điều kiện 
chiết tách [3, 4].

Để chiết tách polysaccharide, phương pháp hóa học 
(Conventional chemical extraction - CCE) thường được sử 
dụng vì dễ thực hiện nhưng lại tốn nhiều thời gian, năng lượng 
và hiệu suất không cao [5]. Hiện nay, các nhà khoa học tập 
trung đến các phương pháp chiết với kỹ thuật cao như chiết có 
sự hỗ trợ của vi sóng (Microwave assisted extraction - MAE), 
siêu âm (Ultrasound assisted extraction - UAE) hay enzym 
(Enzymes assisted extraction - EAE). Trong đó, phương pháp 
sinh học EAE hứa hẹn cho hiệu suất cao hơn với tính toàn vẹn 
của cấu trúc, tuy nhiên vấn đề lựa chọn enzym thích hợp cũng 
như việc giải phóng các chất không mong muốn vẫn đang 
được nghiên cứu [6]. Gần đây, UAE được đánh giá là phương 
pháp thay thế tốt hơn để chiết tách polysaccharide từ thực vật, 
việc sử dụng phương pháp chiết có hỗ trợ của sóng siêu âm 
mang lại hiệu quả cao cũng như rút ngắn thời gian chiết và 
năng lượng tiêu thụ [7-9].

Hiện nay, xu hướng áp dụng các kỹ thuật chiết tiên tiến 
và tối ưu hóa các điều kiện chiết được đặc biệt quan tâm 
nhằm đạt được cả mục tiêu cho hiệu suất cao và các chỉ 
tiêu khác như độ tinh khiết, khối lượng phân tử và hoạt tính 
sinh học của polysaccharide. Công cụ thống kê phổ biến 
nhất được sử dụng cho mục đích trên là RSM [10]. Phương 
pháp nghiên cứu này đã được áp dụng thành công để chiết 
polysaccharide từ cả thực vật trên cạn [11] và rong biển [12].

Ở Việt Nam, fucoidan từ rong biển đã được nhiều nhà 
khoa học quan tâm nghiên cứu và đưa được fucoidan ứng 
dụng vào cuộc sống như một loại thực phẩm bảo vệ sức 
khỏe. Tuy nhiên, đa số các nghiên cứu đều sử dụng phương 
pháp chiết truyền thống CCE [13-15].

Trong bài báo này, chúng tôi đưa ra các kết quả nghiên 
cứu chiết tách fucoidan từ rong nâu Tubinaria decurrens 
bằng phương pháp UAE, các thông số nhiệt độ, thời gian 
và công suất siêu âm được tối ưu bằng phương pháp RSM 
với mô hình Box-Behnken để thu được fucoidan với hiệu 
suất cao.

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

Đối tượng 

Rong nâu Tubinaria decurrens thu hái ở Mũi Giác (tỉnh 
Kiên Giang) tháng 4/2020 và được định danh bởi TS Võ 
Thành Trung (Viện Nghiên cứu và Ứng dụng công nghệ 
Nha Trang). Mẫu rong biển được rửa sạch bằng nước, phơi 
khô, nghiền nhỏ và bảo quản ở nhiệt độ phòng. 

Tối ưu hóa điều kiện chiết fucoidan từ rong nâu Tubinaria decurrens 
bằng phương pháp chiết có hỗ trợ của sóng siêu âm   
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hướng áp dụng các kỹ thuật chiết tiên tiến và tối ưu hóa các điều kiện chiết được đặc biệt quan tâm nhằm đạt hiệu 
suất chiết tách cao. Trong nghiên cứu này, phương pháp đáp ứng bề mặt (Response surface methodology - RSM) 
được sử dụng để tối ưu hoá điều kiện chiết tách fucoidan từ rong nâu Tubinaria decurrens với sự hỗ trợ của sóng siêu 
âm. Sự tác động của 3 yếu tố: nhiệt độ (X1: 50-80°C), thời gian (X2: 30-60, phút) và công suất siêu âm (X3: 40-100%) 
được nghiên cứu thông qua mô hình Box-Behnken. Kết quả cho thấy, điều kiện tối ưu để chiết fucoidan là tại nhiệt 
độ 70°C, thời gian 53 phút và công suất siêu âm 90%. Tại điều kiện tối ưu này, hiệu suất chiết tách thực nghiệm đạt 
4,28%, rất gần với hiệu suất cực đại theo tính toán (4,34%).

Từ khóa: chiết siêu âm, fucoidan, phương pháp đáp ứng bề mặt, Tubinaria decurrens.

Chỉ số phân loại: 1.4

*Tác giả liên hệ: Email: thuyttt@ich.vast.vn

DOI: 10.31276/VJST.65(3).18-22



19

Khoa học Tự nhiên  /Hóa học

65(3) 3.2023

Phương pháp nghiên cứu

Chiết tách fucoidan từ rong nâu: Chiết tách fucoidan từ 
rong được thực hiện theo phương pháp của Chen Yang và 
Donghwa Chung (2008) [16] với một số thay đổi nhỏ. Cân 
5 g bột rong được xử lý với hỗn hợp methanol (MeOH), 
chloroform (CHCl3) và nước theo tỷ lệ 4:2:1 v/v để loại bỏ 
chất màu và các chất có trọng lượng phân tử thấp. Sau đó, 
lọc, rửa với cồn, để khô ở nhiệt độ phòng. Nguyên liệu rong 
được sử dụng để chiết fucoidan với sự thay đổi của 3 điều 
kiện chiết: nhiệt độ 50-80°C, thời gian 30-60 phút và công 
suất của máy siêu âm 40-100%. Sau khi chiết, lọc ly tâm 
lấy dịch trong, thêm dung dịch CaCl2 2%. Dung dịch để 
qua đêm ở nhiệt độ 4°C, ly tâm bằng máy Hellich-EBA 21 

với tốc độ 5000 vòng/phút, lấy dịch trong, cô quay loại bớt 
nước trên hệ thiết bị Buchi Rotavapor R-200 rồi kết tủa 
bằng ethanol 96% (dịch chiết với ethanol theo tỷ lệ 1:3 v/v). 
Ly tâm lấy tủa, rửa tủa bằng cồn và sấy ở 50°C đến khối 
lượng không đổi thu được fucoidan. Các mẫu fucoidan được 
cân và tính hiệu suất chiết tách theo khối lượng rong khô.

Tối ưu hóa điều kiện chiết tách fucoidan từ rong nâu: 
Thí nghiệm tối ưu hoá điều kiện chiết fucoidan từ rong nâu 
Tubinaria decurrens bằng phương pháp UAE được thiết kế 
theo mô hình Box-Behnken với 15 thí nghiệm. Các yếu tố 
tác động được khảo sát bao gồm: nhiệt độ (X1: 50-80ºC), 
thời gian (X2: 30-60, phút) và công suất của máy siêu âm 
(X3: 40-100%), với hàm mục tiêu là hiệu suất chiết Y. Mức 
các biến độc lập được mã hoá theo bảng 1.

Bảng 1. Nhân tố và các mức độ bố trí theo mô hình 
Box-Behnken.

Nhân tố (biến) Ký hiệu
Mức độ mã hóa

-1 0 +1

Nhiệt độ (°C) X1 50 65 80

Thời gian (phút) X2 30 45 60

Công suất (%) X3 40 70 100

Phương pháp xử lý số liệu: Các số liệu thu thập được 
tính toán, phân tích ANOVA bằng phần mềm Design Expert 
(version 11.0). Các giá trị bất thường được loại bỏ bằng 
phép toán Dulcan (p<0,05). Mô hình thực nghiệm cho thấy 
mối tương quan giữa biến phụ thuộc với các biến độc lập 
được mô tả thông qua mô hình đa thức bậc 2 như sau:

Y = bo + b1X1 + b2X2 + b3X3 + b11X1
2 + b22X2

2 + b33X3
2 + 

b12X1X2 + b13X1X3 + b23X2X3

trong đó: Y là biến phụ thuộc (hiệu suất chiết fucoidan, %); 
bo là hằng số không đổi của mô hình; bi (i=1, 2, 3) là hệ số 
tuyến tính bậc 1; b11, b22, b33 là hệ số phương trình bậc 2; b12, 
b13, b23 là hệ số tương tác của 2 biến độc lập. 

 Phổ NMR: Đo trên máy Bruker AVANCE Neo 600Mhz 
ở nhiệt độ 70°C, sử dụng nước deuteri hóa (D2O) + 1% 
acid acetic deuteri hóa (CD3COOD) làm dung môi và 
4,4-dimethyl-4-silapentane-1-sulfonic acid (DSS) làm chất 
chuẩn nội với kỹ thuật đo khử tín hiệu nước.

Kết quả và bàn luận

Hiệu suất chiết fucoidan trong miền thí nghiệm khảo 
sát dao động 2,36-4,23% (bảng 2). Tại điểm trung tâm của 
vùng khảo sát (thí nghiệm 8), hiệu suất chiết có giá trị là 
4,23%, đây cũng là giá trị cao nhất khi so sánh với các điều 
kiện chiết khác.
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Abstract:

Fucoidan is a sulfated polysaccharide derived from brown 
seaweed, and it has been applied in pharmaceutical fields.
Recently, the trend of applying advanced extraction 
techniques and optimizing extraction conditions has been 
particularly interested in order to achieve high extraction 
yield. In this study, response surface methodology (RSM) 
were employed to optimise the ultrasound-assisted 
extraction of fucoidan from brown seaweed Tubinaria 
decurrens. The impacts of three independent variables, 
including extraction temperatures (X1: 50-80°C), extraction 
time (X2: 30-60 min), and ultrasound power (X3: 40-100%) 
was investigated through Box-Behnken experimental 
design. The results showed that the optimised condition was 
at extraction temperatures of 70°C, extraction time of 53 
min, and ultrasound power of 90%. Under this optimised 
condition, the extraction yield was 4.28% and close to the 
predicted yield of 4.34%.

Keywords: fucoidan, response surface methodology, 
Tubinaria decurrens, ultrasound-assisted extraction.
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Bảng 2. Bố trí thí nghiệm và kết quả thiết kế tối ưu theo mô 
hình Box-Behnken.

STT Nhiệt độ (°C) Thời gian (phút) Công suất (%) Hiệu suất (%)
1 65 30 40 2,36
2 50 60 70 3,96
3 80 30 70 3,76
4 65 45 70 3,85
5 50 45 100 3,12
6 65 60 40 3,01
7 65 30 100 3,84
8 65 60 100 4,23
9 50 30 70 3,71
10 80 45 40 2,72
11 80 60 70 4,13
12 65 45 70 3,99
13 80 45 100 4,13
14 65 45 70 3,94
15 50 45 40 2,70

Phân tích dữ liệu hồi quy đa nhân tố, biến đáp ứng và kiểm 
nghiệm có liên quan với nhau bởi phương trình đa thức bậc 
2. Dựa vào thực nghiệm và mô hình đáp ứng bề mặt xác định 
được phương trình phi tuyến đối với hàm mục tiêu Y như sau:

Y = 3,93 + 0,1562X1 + 0,22X2 + 0,5788X3 + 0,03X1X2 + 
0,2475X1X3 - 0,04X2X3 - 0,1271X1X2 + 0,0904X1X3 - 0,6321X2X3

Phân tích phương sai ANOVA được thực hiện để đánh giá 
sự phù hợp của mô hình, kết quả đưa ra ở bảng 3, giá trị 
F=15,46 và p=0,0614 (p>0,05) cho thấy, bề mặt xác suất mô 
hình đáp ứng nhu cầu với ma trận tương quan của các phương 
trình bậc 2 với đỉnh cực đại không phù hợp là không có ý 
nghĩa thống kê.
Bảng 3. Tổng hợp hệ số và xác suất của các hệ số trong 
phương trình đáp ứng.

Nhân tố SS DF MS F p Ý nghĩa thống kê
Mô hình 5,09 9 0,5659 11,62 0,0074 Có ý nghĩa
Nhiệt độ - A 0,1953 1 0,19531 4,02 0,1010
Thời gian - B 0,3872 1 0,38720 7,96 0,0370
Công suất - C 2,68 1 2,67961 55,09 0,0010
A2 0,0596 1 0,0596 1,22 0,3189
B2 0,0302 1 0,0302 0,6198 0,4668
C2 1,48 1 1,48 30,29 0,0027
AB 0,0036 1 0,0036 0,0739 0,7966
AC 0,2450 1 0,24502 5,04 0,0749
BC 0,0064 1 0,00640 0,13 0,7318
Residual 0,24323 5 0,04865
Lack of fit 0,23343 3 0,0778 15,46 0,0600 Không có ý nghĩa
Pure eror 0,00980 2 0,0050
Tổng cộng 5,34 14
R2 0,9544
Adj.R2 0,8722
Pred.R2 0,2959
Adeq. precision 9,9830
CV% 6,18

Trong đó: SS: tổng bình phương (sum of squares); DF: bậc tự do 
(degree of freedom); MS: bình phương trung bình (mean square).

Kiểm định xác suất ý nghĩa và mối tương quan giữa các 
yếu tố tác động đầu vào của quá trình chiết và hàm mục tiêu 
cho thấy, mô hình là có ý nghĩa thống kê (p=0,0074<0,05) 
(bảng 3), điều này đồng nghĩa với mô hình đáp ứng hình cầu 
là phù hợp. Hệ số tự do và hệ số của các yếu tố tác động X1, 
X2, X3 lên hiệu suất chiết Y1 được thể hiện ở bảng 3. Phân 
tích đơn lẻ các yếu tố tác động X1, X2 và X3 cho thấy, nếu 
không có sự tác động của nhiệt độ, thời gian và công suất 
siêu âm thì sẽ không có sự công phá thành tế bào có ý nghĩa 
đủ để tạo ra sự khác biệt về hiệu suất chiết. Dưới tác động 
của nhiệt độ chiết, hiệu suất chiết thu được luôn mang lại 
giá trị khác biệt về toán học (p<0,05). 

Sự phù hợp của mô hình còn được kiểm tra qua hệ số 
xác định tương quan R2. Mô hình tương quan tốt khi hệ số 
xác định tương quan R2>0,8 [17]. Mô hình tương quan xây 
dựng từ thí nghiệm đã thỏa mãn điều kiện với R2=0,9544 
cho thấy sự thay đổi hiệu suất chiết có thể được dự đoán 
bằng mô hình. Hơn nữa, giá trị của hệ số biến thiên CV% là 
6,18% cho thấy độ chính xác và tin cậy cao của các giá trị 
thực nghiệm. 

Đồ thị bề mặt đáp ứng 2D và 3D cho thấy sự tương tác 
lẫn nhau của 3 yếu tố nhiệt độ, thời gian và công suất siêu 
âm. Trong nghiên cứu này, hiệu suất chiết thu được khi kết 
hợp sự thay đổi của hai biến, trong khi biến còn lại được cố 
định ở mức độ bố trí 0 (bảng 1).

Mô hình bề mặt đáp ứng hình 1A và 2A cho thấy, hiệu 
suất chiết là một hàm chịu sự ảnh hưởng của 2 yếu tố thời 
gian và nhiệt độ tại công suất siêu âm là 70%. Kết quả cho 
thấy, hiệu suất chiết tăng nhanh chóng tỷ lệ với sự tăng của 
cả 2 yếu tố và đạt giá trị cực đại tại điều kiện chiết 80°C và 
60 phút.

Ảnh hưởng của nhiệt độ và công suất siêu âm đến hiệu 
suất chiết với thời gian chiết giữ không đổi tại 45 phút (hình 
1B và 2B) cho thấy, khi tăng công suất siêu âm từ 40 lên 
75% thì hiệu suất tăng, tuy nhiên khi tiếp tục tăng công suất 
đến 100% thì hiệu suất có khuynh hướng giảm dần. Sự thay 
đổi công suất siêu âm ảnh hưởng đến khả năng phá vỡ cấu 
trúc thành tế bào của rong nâu giúp fucoidan dễ dàng di 
chuyển ra môi trường, nhưng các tác động cơ học này cũng 
ảnh hưởng đến sự phân cắt mạch của fucoidan dẫn đến làm 
giảm hiệu suất chiết.

Hình 1C và 2C mô tả bề mặt đáp ứng đối với tác động 
của thời gian và công suất siêu âm, kết quả cũng chỉ ra khi 
kéo dài thời gian sẽ làm tăng khả năng tiếp xúc giữa dung 
môi và nguyên liệu, fucoidan dễ dàng di chuyển ra môi 
trường hơn. Tuy nhiên, nếu thời gian quá dài cũng sẽ làm 
giảm hiệu suất của quá trình chiết. 

Như vậy, nhiệt độ là yếu tố có tác động mạnh đến hiệu 
suất chiết của quá trình, bên cạnh đó 2 yếu tố thời gian và 
công suất siêu âm cũng ảnh hưởng đáng kể đến hiệu suất 
của quá trình.
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Các giá trị tối ưu của các biến độc lập trong quá trình 
được xác định như sau: Điểm cực đại của hàm mục tiêu Y 
(hiệu suất chiết) đạt được khi nhiệt độ, thời gian và công 
suất siêu âm tương ứng là 70,08°C, 53,28 phút và 91,6%. 
Khi đó hiệu suất cực đại tính toán là 4,34% với sai số chuẩn 
là 0,22. Để kiểm định kết quả, tiến hành thí nghiệm chiết 
tách fucoidan tại điều kiện tối ưu làm tròn: 70°C, 53 phút 
và 90%, hiệu suất chiết đạt được là 4,28%, giá trị này gần 
với hiệu suất cực đại tính toán (4,34%) và cao hơn tất cả các 

giá trị hiệu suất thực nghiệm khi chưa tối ưu (bảng 2). Điều 
này khẳng định mô hình phù hợp với dữ liệu thực nghiệm 
và điều kiện chiết đã được tối ưu hoá.

Phổ 1H-NMR- và 13C-NMR của mẫu fucoidan chiết 
tách theo điều kiện tối ưu (hình 3A và 3B), điển hình 
cho cấu trúc fucoidan. Ở phổ 1H-NMR, các peak ở trong 
khoảng 4,8-5,5 ppm là proton anomer; các peak ở khoảng 
3,2-4,5 ppm là proton vòng pyranose; peak ở vùng trường 
cao 1,3 ppm được gán cho proton nhóm -CH3 của fucose. 

(A)                    (B)                   (C)                 

Hình 1. Mô hình bề mặt đáp ứng 3D của quá trình chiết bằng phương pháp UAE.

(A)                            (B)                       (C)                             

Hình 2. Mô hình bề mặt đáp ứng 2D của quá trình chiết bằng phương pháp UAE.

Hình 3. Phổ 1H-NMR (A) và 13C-NMR (B) của fucoidan chiết tách tại điều kiện tối ưu.
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Trên phổ 13C-NMR, các peak ở vùng 100-105 ppm thuộc về 
carbon anomer, carbon vòng sẽ ở vùng tín hiệu 60,08-87,27 
ppm. Tín hiệu ở khoảng 20 ppm đặc trưng cho carbon của 
methyl C-CH3 của fucose và tín hiệu 181,75 ppm chứng tỏ 
sự có mặt của acid uronic trong phân tử fucoidan. 

Trong một nghiên cứu trước, Bùi Văn Nguyên và 
cs (2014) [14] đã chiết tách fucoidan từ cùng loài rong 
Tubinaria decurrens bằng phương pháp CCE, hiệu suất 
chiết tách đạt 2,9%. Điều này cho thấy, trên khía cạnh hiệu 
suất thì sử dụng phương pháp UAE cho kết quả cao hơn hẳn 
so với CCE, hơn nữa tốn ít thời gian và nhiệt lượng, Do vậy, 
đây là phương pháp tiềm năng để sử dụng sản xuất fucoidan 
cho mục đích thương mại. 

Kết luận

Trong bài báo này, điều kiện tối ưu để chiết fucoidan 
từ rong nâu Tubinaria decurrens bằng phương pháp chiết 
có hỗ trợ sóng siêu âm đã được nghiên cứu để thu được 
fucoidan với hiệu suất cao ở nhiệt độ 70°C, thời gian 53 
phút với công suất chiết của máy siêu âm là 90%. Tại điều 
kiện thực nghiệm này, hiệu suất chiết fucoidan đạt cực đại 
là 4,28% tính theo trọng lượng rong khô. Phân tích phương 
sai cho thấy rằng, mô hình hồi quy là hoàn toàn chính xác và 
phù hợp để tối ưu hóa điều kiện chiết tách fucoidan từ rong 
nâu bằng phương pháp chiết có hỗ trợ sóng siêu âm.
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