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Abstract: In this paper, the extraction conditions of ulvan from green seaweed Ulva lactuca by 

using Ultrasound-assisted extraction method were optimised. Experience was designed using 

Box-behnken model with experient areas as following: extraction temperature (X1: 50–90 °C), 

extraction time (X2: 20–40, min) and solvent-to-material ratio (X3: 50/1–70/1, v/w), objective 

function (Y: extraction yield) was required to get maximum value. The result showed that the 

optimization conditions for extraction were: extraction temperature 84.28 °C, extraction time 

30.59 min with 60.21/1 (v/w) as solvent-to-material ratio, and the expected objective function Y is 

22.86% based on dried seaweed weight. 
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Tóm tắt: Trong bài báo này, chúng tôi nghiên cứu điều kiện chiết tối ưu ulvan từ rong lục 

Ulva lactuca bằng phương pháp chiết với dung môi nước có hỗ trợ của sóng siêu âm để thu được 

ulvan với hiệu suất chiết cao. Bố trí thí nghiệm theo mô hình Box-Behnken với miền thí nghiệm khảo 

sát là nhiệt độ (X1: 50–90 °C), thời gian chiết (X2: 20–40, phút) và tỷ lệ DM/NL (X3: 50/1–70/1, v/w), 

với mục đích là thu được hàm mục tiêu (Y1: hiệu suất chiết tách) cao nhất. Kết quả nghiên cứu cho 

thấy điều kiện tối ưu là nhiệt độ chiết 84,28 °C, thời gian chiết 30,59 phút với tỷ lệ DM/NL là 

60,21/1 (v/w), với điều kiện này hàm mục tiêu Y1 dự đoán đạt 22,86% theo trọng lượng rong khô. 

Từ khóa: Ulvan, rong lục, Ulva lactuca, Box-Behnken. 

1. Mở đầu * 

Trong thời gian gần đây, rong lục ngày 

càng được quan tâm nghiên cứu phục vụ đời 

sống con người trong nhiều lĩnh vực, đặc biệt là 

dược phẩm và mỹ phẩm. Rong lục chi Ulva 

được cho là rất giàu protein, polysaccharide, 

các vitamine và khoáng chất, trong đó, 

polysaccharide ngày càng được quan tâm nhiều 

do có những tính chất lý, hóa đáng chú ý và có 

nhiều tiềm năng ứng dụng trong y sinh học. 

Ulvan là sulfate polysaccharide được chiết tách 

từ rong lục chi Ulva, được biết đến là các hợp 

chất có nguồn gốc tự nhiên với nhiều hoạt tính 

sinh học quý báu như điều hòa hệ miễn dịch, 

kháng viêm, chống oxy hóa, chống đông tụ và 

kháng vi sinh vật kiểm định [1-3].  

Thành phần hóa học và hoạt tính sinh học 

của ulvan phụ thuộc rất lớn vào loài rong, thời 
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điểm thu hái, vị trí địa lý và đặc biệt là điều 

kiện chiết tách. Ulvan thường được chiết bằng 

dung dịch nước ở nhiệt độ 85-90 ºC, hiệu suất 

chiết tách từ 8% đến 29% theo trọng lượng rong 

khô tùy thuộc loài rong, phương pháp và điều 

kiện chiết tách. Chiết polysaccharide bằng nước 

là một phương pháp truyền thống và phổ biến, 

tuy nhiên, nó cũng có nhiều hạn chế như thời 

gian chiết thường kéo dài (5 h) ở nhiệt độ khá 

cao 85-90 ºC [4-6]. Ngoài chiết polysaccharide 

bằng nước nói trên còn có thể chiết bằng cách 

sử dụng enzyme hay có sự hỗ trợ của sóng siêu 

âm, vi sóng. So với các phương pháp thông 

thường, sự kết hợp giữa siêu âm và chiết xuất 

dung môi truyền thống tạo điều kiện thuận lợi 

cho việc chiết xuất thông qua việc khuấy ở tần 

số thấp, do đó, nâng cao hiệu quả khai thác, rút 

ngắn thời gian khai thác và giảm năng lượng 

tiêu thụ cùng với lợi thế chính là thu được 

nguyên vẹn trạng thái polymer của 

polysaccharide [7, 8]. Gần đây, chiết xuất với 

sự hỗ trợ của sóng siêu âm đã được đánh giá là 
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một phương pháp thay thế để phân lập 

polysaccharide từ thực vật [9, 10]. 

Hiện nay, phương pháp đáp ứng bề mặt 

RSM (Response Surface Methodology) được sử 

dụng để tối ưu hóa các điều kiện thực nghiệm, 

phương pháp này bao gồm một nhóm các kĩ 

thuật toán học và thống kê dựa trên sự phù hợp 

của mô hình thực nghiệm với các dữ liệu thực 

nghiệm thu được liên quan đến thiết kế thí 

nghiệm. Theo hướng mục tiêu này, các hàm đa 

thức bậc hai hay bậc nhất được sử dụng để mô 

tả hệ nghiên cứu đó và khảo sát các điều 

kiện thực nghiệm nhằm tìm ra điều kiện tối ưu 

[11, 12]. 

Trong bài báo này này, chúng tôi khảo sát 

phương pháp chiết tách ulvan từ rong lục 

Ulva lactuca bằng nước với sự hỗ trợ của sóng 

siêu âm UAE (Ultrasound-Assisted Extraction), 

các thông số nhiệt độ, thời gian chiết và tỉ lệ 

dung môi với lượng mẫu được tối ưu hóa theo 

phương pháp đáp ứng bề mặt RSM với mô hình 

thí nghiệm Box-Behnken nhằm thu được ulvan 

với hiệu suất cao nhất. 

2. Thực nghiệm 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

Rong lục Ulva lactuca được thu hái ở vịnh 

Nha Trang - Khánh Hoà vào tháng 3/2020 và định 

danh bởi TS. Võ Thành Trung (Viện Nghiên cứu 

và Ứng dụng Công nghệ Nha Trang). Tiêu bản 

rong ký hiệu TD20 được lưu giữ ở Viện Hoá học, 

Viện Hàn lâm KHCN Việt Nam. 

Mẫu rong biển sau khi thu thập về được rửa 

sạch bằng nước rồi đem phơi khô trong bóng 

râm, sau đó nghiền nhỏ và bảo quản ở nhiệt 

độ phòng. 

2.2. Chiết tách ulvan từ rong biển  

Chiết tách ulvan từ rong được thực hiện 

theo phương pháp của Rahimi và CS [13], với 

một số thay đổi nhỏ. 10 g bột rong được xử lý 

bằng hỗn hợp dung môi MeOH:CHCl3:H2O 

(4:2:1,…) để loại các hợp chất màu và các chất 

có trọng lượng phân tử thấp. Mẫu được tiến 

hành chiết trong hệ chiết siêu âm ở điều kiện: 

Tỷ lệ DM/NL: 50/1–70/1, v/w; nhiệt độ chiết: 

50–90 °C; thời gian chiết: 20–40 phút với sóng 

siêu âm (Pulse on 30 sec, Pulse off 5sec, Ampl 

100%). Sau khi chiết, hỗn hợp được lọc hút 

chân không 3 lần thu dịch trong. Dịch chiết 

được cô quay chân không để loại bớt nước sau 

đó kết tủa bằng ethanol 96% với tỷ lệ V dịch: 

V ethanol = 1:3. Hỗn hợp được để qua đêm ở 

nhiệt độ 4 °C, ly tâm lấy kết tủa, rửa lại bằng 

ethanol, sau đó rửa bằng acetone và sấy ở nhiệt 

độ 50 °C đến khối lượng không đổi thu được 

ulvan. Kết quả hiệu suất chiết tách ulvan theo 

khối lượng rong khô ở các điều kiện thí nghiệm 

khác nhau được đưa ra trên Bảng 1. 

2.3. Phương pháp tối ưu 

Bố trí thí nghiệm: các yếu tố tác động được 

nghiên cứu bao gồm: Nhiệt độ (50–90 °C), thời 

gian (20–40, phút) và tỷ lệ dung môi/nguyên 

liệu (DM/NL) (50/1–70/1, v/w), với hàm mục 

tiêu là hiệu suất chiết (sơ đồ 1). 

Phân tích dữ liệu: dữ liệu được phân tích 

ANOVA (phép toán Fisher), hồi quy và thống kê 

bằng phần mềm Design Expert 11.0. Các giá trị 

bất thường được loại bỏ bằng phép toán Dulcan. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sơ đồ 1. Mô hình tác động và hàm mục tiêu trong 

quá trình chiết polysaccharide từ Ulva lactuca. 

2.4. Phổ NMR 

Phổ NMR đo trên máy Bruker AVANCE 

Neo 600MHz ở nhiệt độ 70 °C, sử dụng D2O + 

1% CD3COOD  làm dung môi và DSS làm chất 

chuẩn nội với kỹ thuật đo khử tín hiệu nước.  

3. Kết quả và thảo luận 

Kết quả thực nghiệm chỉ ra rằng hiệu suất 

chiết trong miền khảo sát: nhiệt độ (50–90 °C), 

Nhiệt độ 

(50–90, °C) 

Thời gian  

(20–40, phút) 

Tỷ lệ DM/NL 

(50/1–70/1 v/w) 

Ulva 

lactuca 

Hiệu suất chiết 

polysaccharide 

(%) 
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thời gian (20–40 phút) và tỷ lệ DM/NL (50/1– 

70/1, v/w) dao động từ  4,3% đến 21,8%. Kết 

quả cũng cho thấy sự tương tác giữa nhiệt độ, 

thời gian và tỷ lệ DM/NL đã hình thành ma trận 

tương quan mạnh, thể hiện sự tương tác chéo để 

phá hủy cấu trúc thành tế bào rong và đưa ra 

hiệu suất chiết khác nhau với giá trị cực đại của 

hiệu suất chiết là 21,8% (Bảng 1). 

Bảng 1. Bố trí thí nghiệm và kết quả hiệu suất theo 

mô hình Box-Behnken 

STT 
X1  

(oC) 

X2  

(phút) 
X3 (v/w) 

Y  

(%) 

1 50,00 20,00 60,00 4,30 

2 90,00 20,00 60,00 12,20 

3 50,00 40,00 60,00 11,26 

4 90,00 40,00 60,00 15,95 

5 50,00 30,00 50,00 7,40 

6 90,00 30,00 50,00 16,21 

7 50,00 30,00 70,00 7,40 

8 90,00 30,00 70,00 20,07 

9 70,00 20,00 50,00 10,85 

10 70,00 40,00 50,00 9,38 

11 70,00 20,00 70,00 5,10 

12 70,00 40,00 70,00 7,20 

13 70,00 30,00 60,00 20,18 

14 70,00 30,00 60,00 21,80 

15 70,00 30,00 60,00 21,70 

Phân tích dữ liệu hồi quy đa nhân tố, biến 

đáp ứng và biến 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 [11, 12]. 

Y = 486.86 + 145.10X1 + 16.07X2+ 2.07X3 

+ 2.58X1X2 + 3.72X2X3 + 3.19X1X3 + 29.59X1
2

 + 

205.94X2
2+ 116.86X3

2                                (1) 

Kiểm định sự không phù hợp của mô hình 

thông qua ANOVA (Bảng 2) cho thấy, xác suất 

mô hình đáp ứng cầu với ma trận tương quan 

các phương trình bậc 2 với đỉnh cực đại không 

phù hợp là không có ý nghĩa thống kê 

(p = 0,0588 > 0,05). 

Kiểm định sự không phù hợp của mô hình 

thông qua ANOVA (Bảng 2) cho thấy, xác suất 

mô hình đáp ứng cầu với ma trận tương quan 

các phương trình bậc 2 với đỉnh cực đại không 

phù hợp là không có ý nghĩa thống kê 

(p = 0,0588 > 0,05). 

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 = 0,0265 < 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 Y là được thể hiện ở bảng 3. Phân tích 

đơn lẻ các yếu tố tác động như X1, X2, và X3 cho 

thấy, nếu không có sự tác động của nhiệt độ, 

thời gian và tỷ lệ DM/NL (v/w) 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 = 0,0087 < 0,05). Tất cả hệ số trong phương 

trình đáp ứng chứa điểm tối ưu về hiệu suất chiết 

Y  đều dương, đồng nghĩa với sự gia tăng của các 

yếu tố tác động đều làm tăng hiệu suất chiết. 

Phân tích mô hình tối ưu cho thấy điểm cực 

đại tiên đoán đạt được khi nhiệt độ, thời gian và 

tỷ lệ DM/NL tương ứng là 84,28 °C; 30,59 phút 

và 60,2/1 v/w. Tại điểm cực đại tiên đoán hiệu 

suất chiết cực đại là 22,86 ± 2,89% (trung bình 

± độ lệch chuẩn) với sai số trung bình 1,58. 

Mức ý nghĩa 5%  hiệu suất chiết cực đại dao 

động từ 18,81 đến 26,89 với sai số tiên đoán là 

3,29 (Bảng 4). Dựa vào bề mặt đáp ứng 2D, 3D  

và bề mặt đáp ứng trùng lắp (Hình 1, 2 và 3) 

cho thấy đỉnh tối ưu sẽ cân xứng hơn và phù 

hợp mô hình phân phối chuẩn hơn khi nhiệt độ 

tiếp tục tăng lên. Tuy nhiên, nhiệt độ tăng lên 

dẫn đến sự phá vỡ thành tế bào rong nhiều hơn 

có thể cho hiệu suất cao hơn, nhưng sự tăng 

nhiệt độ quá cao có thể dẫn tới sự cắt mạch 

polysaccharide, thực nghiệm và các công bố 

trước đây cũng chỉ ra điều này [6, 8].  
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Hình 1. Bề mặt đáp ứng 2D 

đối với hiệu suất chiết. 

 

Hình 2. Bề mặt đáp ứng 3D 

đối với hiệu suất chiết. 

 

Hình 3. Bề mặt đáp ứng tối ưu trùng lắp 2D. 

Để kiểm định kết quả, thí nghiệm được 

lặp lại 3 lần với 10 g bột rong tại điều kiện tối 

ưu đã được làm tròn (nhiệt độ: 84 °C, thời 

gian: 31phút và tỷ lệ DM/NL: 60/1 v/w).  Ở 

điều kiện này, hiệu suất chiết  đạt được là 

22,5% cao hơn hiệu suất đạt được ở các điều 

kiện thí nghiệm chưa được tối ưu (Bảng 1) và 

rất gần với hiệu suất tiên đoán (Bảng 4). Điều 

này cho thấy mô hình phù hợp với dữ liệu 

thực nghiệm và điều kiện chiết ulvan từ rong 

lục Ulva lactuca đã được tối ưu hóa.  

Phổ 1H-NMR và 13C-NMR của mẫu chiết 

tách theo điều kiện tối ưu (Hình 4 a và b), 

điển hình cho polysaccharide dạng ulvan, 

thành phần chính của nó bao gồm rhamnose 

và acid uronic [4, 14]. Phổ 1H-NMR, các 

peak trong khoảng 3,5-5,5 ppm là của proton 

anomer, peak ở vùng trường cao 1,3 ppm 

được gán cho proton nhóm CH3 của 

rhamnose và các peak ở vùng 3,4-4,3 ppm là 

các proton của vòng pyranose. Trên phổ 
13C-NMR, các peak ở vùng trường thấp 

100 - 103 ppm là đặc trưng cho các carbon 

anomer, các carbon còn lại trong vòng sẽ ở 

vùng 60-80 ppm. Tín hiệu ở khoảng 

20 ppm đặc trưng cho nhóm C-CH3 của 

rhamnose và tín hiệu  ở 180 ppm chứng tỏ sự 

có mặt của acid uronic trong phân tử ulvan. 

So sánh với ulvan chiết tách cũng từ rong lục 

Ulva lactuca bằng phương pháp chiết nước 

thông thường trong một nghiên cứu khác của 

chúng tôi [14] cho thấy phổ NMR của 2 mẫu 

ulvan là  khác nhau. Điều này cho phép một 

lần nữa khẳng định cấu trúc đa dạng và phức 

tạp của polysaccharide có nguồn gốc rong 

biển, cùng 1 loài rong tại 1 địa điểm thu hái 

nhưng với phương pháp chiết tách khác nhau sẽ 

thu được polysaccharide có cấu trúc khác nhau. 

 

Hình 4. Phổ 1H (a) và 13C(b)-NMR của mẫu ulvan 

chiết tách theo điều kiện tối ưu hóa. 
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Bảng 2. Tóm tắt kiểm định sự không phù hợp của mô hình đáp ứng 

Mô hình Xác xuất chuỗi dữ liệu Xác xuất không phù hợp R2 Hiệu chỉnh R2 Tiên đoán 

Bề mặt cầu 0,0091 0,0588 -0,2167 Đề nghị 

Bảng 3. Tổng hợp hệ số và xác suất của các hệ số trong phương trình đáp ứng 

Nhân tố 
Giá trị bình 

phương 
Bậc tự do 

Trung bình 

bình phương 

 
Ý nghĩa thống kê 

F p 

Mô hình 486,86 9 54,10 6,50 0,0265 Có ý nghĩa  

A-Nhiệt độ 145,10 1 145,10 17,44 0,0087  

B-Thời gian 16,07 1 16,07 1,93 0,2233  

C-Tỷ lệ 

DM/NL 
2,07 1 2,07 0,25 0,6391  

AB 2,58 1 2,58 0,31 0,6019  

AC 3,72 1 3,72 0,45 0,5331  

BC 3,19 1 3,19 0,38 0,5631  

A2 29,59 1 29,59 3,56 0,1180  

B2 205,94 1 205,94 24,75 0,0042  

C2 116,86 1 116,86 14,04 0,0133  

Độ vênh 

giữa dữ liệu 

tiên đoán và 

thực nghiệm 

41,60 5 8,32    

Độ không 

phù hợp  
39,96 3 13,32 16,16 0,0588 Không có ý  

Sai số 1,65 2 0,82    

Tổng cộng 528,46 14     

Bảng 4. Hiệu suất chiết tiên đoán, độ lệch chuẩn và sai số chuẩn ý nghĩa 

Hàm 

mục tiêu 

Tiên 

đoán 

Độ lệch 

chuẩn 

Sai số 

trung bình 

95% cận 

dưới 

95% cận 

trên 

Sai số 

tiên đoán 

95% cận 

dưới 

95% 

cận trên 

Hiệu suất 

(%) 
22,86 2,89 1,58 18,81 26,89 3,29 14,41 31,3 

K

4. Kết luận 

Trong bài báo này chúng tôi nghiên cứu 

điều kiện tối ưu chiết ulvan từ rong lục 

Ulva lactuca bằng phương pháp chiết với dung 

môi nước có hỗ trợ của sóng siêu âm để thu 

được ulvan với hiệu suất cao. Kết quả nghiên 

cứu cho thấy: điều kiện tối ưu để chiết ulvan từ 

rong lục là ở nhiệt độ 84,28 °C, thời gian 30,59 

phút với tỷ lệ DM/NL là 60,21/1 (v/w). Tại điều 

kiện thực nghiệm này hiệu suất ulvan đạt 22,5% 

theo trọng lượng rong khô. 
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