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TÓM TẮT 

Hiện nay, việc nghiên cứu và phát triển các quy trình thu nhận protein từ các nguồn 

nguyên liệu khác nhau đang được chú trọng và đã đem lại nhiều lợi ích. Rong mền 

Chaetomorpha sp. là một trong những loại nguyên liệu tiềm năng có nguồn protein cao 

nhưng đang bị loại bỏ một cách lãng phí. Vì vậy, trong nghiên cứu này nhóm tác giả tiến 

hành khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến hiệu suất kết tủa cũng như độ tinh sạch của protein 

sau khi  kết tủa bằng các tác nhân acid và cồn như tỷ lệ dịch trích:dung môi, nồng độ dung 

môi, pH, nhiệt độ và thời gian kết tủa nhằm nâng cao hiệu quả cho quá trình sản xuất protein 

từ rong Chaetomorpha sp. Điều kiện tối ưu đối với phương pháp kết tủa bằng acid là trong 

điều kiện pH 3, thời gian 90 phút và nhiệt độ 35 °C đã đem lại hiệu suất thu hồi kết tủa 

protein có thể đạt được là 73,48 % và độ tinh khiết của protein là 41,30%, đối với phương 

pháp kết tủa protein bằng cồn thì hiệu suất thu hồi đạt được 59,24% và độ tinh sạch là 

55,08% với tỷ lệ dịch trích:cồn là 1:4, loại cồn sử dụng là cồn 90%, trong thời gian 50 phút ở 

nhiệt độ 5 °C. 

Từ khóa: Acid, Chaetomorpha sp., cồn, kết tủa protein, protein concentrate/isolate.  

1. GIỚI THIỆU 

Rong nước lợ Chaetomorpha thuộc ngành rong lục (Rhodophyta), họ rong mền hay rong 

lông (Cladopharaeae), có 191 loài sống ở biển trên khắp thế giới. Dạng sợi không chia nhánh 

(không có rễ mọc từ hai bên), chỉ có một hàng tế bào, bám vào vật bám bằng tế bào gốc kéo 

dài, đáy loe rộng thành đĩa bám nguyên hoặc xẻ thùy, có khi hình thành rễ giả. Các tế bào trên 

thân hình tang trống thắt lại 2 đầu hay hình cầu [1]. Sinh trưởng của rong mền thuộc họ 

Chladophoraceae chịu tác động nhiều bởi các yếu môi trường như: ánh sáng, nhiệt độ, độ mặn, 

pH... Một số nghiên cứu cho rằng rong mền sinh trưởng tốt trong điều kiện pH > 7 và nhiệt độ 

khoảng 25–30 °C, có ánh sáng  đầy đủ. Rong nước lợ thường phân bố ở ao, hồ, thủy vực 

nước ngọt, lợ, mặn [1, 2]. Chúng thường được thu hồi hoặc tiêu hủy trước một mùa nuôi tôm 

mới ở các vùng nước lợ như tỉnh Bến Tre, Cần Giờ… Rong Chaetomorpha chứa hàm lượng 

protein cao hơn 10% (w/w) cùng với một số chất dinh dưỡng như các acid amin… nên được 

xem như là một trong những nguyên liệu tiềm năng để sản xuất protein. 

Protein concentrate (PC) được sản xuất từ nguyên liệu giàu protein, đã loại đi phần lớn 

các tạp chất phi protein và sản phẩm thông thường chứa tối thiểu từ 65% protein trở lên (tính 

trên hàm lượng chất khô). Protein isolate (PI) là sản phẩm protein đã qua tinh chế và chứa tối 

thiểu từ 90% protein trở lên. Protein isolate chứa hàm lượng protein cao cùng với lợi thế về 

các thuộc tính như màu sắc, hương vị và chức năng nên có thể xem là một thành phần 
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nguyên liệu lý tưởng để sử dụng trong đồ uống, thực phẩm cho trẻ sơ sinh và thực phẩm cho 

trẻ em dưới 6 tuổi, các sản phẩm có kết cấu như protein và một số loại thực phẩm đặc biệt [3]. 

Protein có xu hướng tập hợp lại và kết tủa tại điểm đẳng điện (pI). Tại đó, độ hydrate 

hóa của protein là cực tiểu nên làm tăng tương tác giữa các phân tử protein dẫn đến tạo tủa. 

Mỗi loại protein có các điểm đẳng điện khác nhau, vì chúng được cấu tạo từ các aminoaxit 

khác nhau. Do đó, chúng có thể được tách ra bằng cách điều chỉnh độ pH của dung dịch [4]. 

Phương pháp kết tủa protein bằng tác nhân cồn dựa trên sự tác động cơ bản của việc bổ 

sung dung môi hữu cơ là làm giảm khả năng hòa tan của nước bao quanh protein do tác động 

đẩy ra một khối lượng nước lớn và sự cố định một phần phân tử nước bởi quá trình hydrate 

hóa các phân tử dung môi hữu cơ. Phân tử nước bình thường sắp xếp một cách trật tự xung 

quanh các đoạn kị nước trên bề mặt protein sẽ được thay thế bằng các phân tử dung môi hữu 

cơ làm giảm độ hoà tan dẫn đến tạo kết tủa protein. Tuy nhiên, dung môi hữu cơ có khả năng 

làm biến tính protein ngay cả ở nhiệt độ thường [5]. 

Áp dụng một số phương pháp thu nhận protein với mục tiêu tìm ra điều kiện thích hợp 

và khả năng thu hồi protein cao nhất. Trong nghiên cứu này, nhóm tác giả tập trung khảo sát 

các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình kết tủa protein bằng acid và cồn.  

2. VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu 

Rong Chaetomorpha sp. được thu từ các ao nuôi tôm quảng canh ở Thạnh Phú – Bến 

Tre. Sau đó rửa sạch, phơi khô rồi tiến hành xay nhỏ đến kích thước 0,3 mm. Thu nhận dịch 

trích từ rong Chaetomorpha sp. bằng phương pháp trích ly bằng kiềm NaOH 0,75% với tỷ lệ 

rong và dung môi là 1:25 (w/v) trong điều kiện nhiệt độ 50 °C. Sau đó, dịch trích ly được ly 

tâm ở tốc độ 5500 vòng/phút trong 30 phút rồi tách bã. Bảo quản dịch trích ở điều kiện lạnh 

(dưới 4 °C). 

Chất chuẩn albumin huyết thanh bò (BSA: Bovine Serum Albumin) được cung cấp bởi 

Merck (Đức) và thuốc thử Folin–Ciocalteu có nguồn gốc từ Sigma (Đức). Các hóa chất khác 

đạt yêu cầu của hóa chất dùng trong phân tích. 

2.2. Phƣơng pháp thực hiện 

2.2.1. Quá trình kết tủa dịch trích protein tại điểm đẳng điện 

Dịch chiết sau ly tâm bằng thiết bị ly tâm Hermale Z206A (Đức) được tiến hành kết tủa 

với sự thay đổi lần lượt độ pH bằng dung dịch HCl 2N hoặc NaOH 2N, từ đó xác định được 

giá trị pI để thu protein với hiệu suất cao nhất, thời gian và nhiệt độ tủa. Sau đó, toàn bộ mẫu 

đã xử lý kết tủa được ly tâm ở tốc độ 5500 vòng/phút trong 15 phút, thu tủa. Kết tủa thu 

được tiến hành xác định hàm lượng chất khô, hàm lượng protein nhằm đánh giá hiệu suất thu 

hồi và độ tinh khiết protein trong chế phẩm thu được. 

2.2.2. Phương pháp kết tủa bằng dung môi hữu cơ ethanol 

Dịch chiết được sử dụng để kết tủa với dung môi cồn khi thay đổi lần lượt các điều kiện 

trích ly như tỷ lệ dịch chiết:cồn, nồng độ cồn sử dụng, thời gian và nhiệt độ quá trình kết tủa. 

Kế đến, toàn bộ mẫu đã xử lý được tiến hành tương tự như phương pháp kết tủa đẳng điện.
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2.2.3. Phương pháp phân tích 

Hàm lượng protein hòa tan được xác định bằng phương pháp Lowry với chất chuẩn là 

albumin huyết thanh bò (BSA) tại bước sóng 750 nm trên máy quang phổ 6600UV-VIS (Nhật) [6].  

Hàm lượng chất khô của mẫu và tủa được xác định bằng phương pháp sấy đến khối 

lượng không đổi ở 105 °C trong tủ sấy Ecocell (Đức) (TCVN 7035: 2002). 

2.2.4. Phương pháp xử lý số liệu và công thức tính toán 

Số liệu thực nghiệm được xử lý bằng Microsoft Excel 2010, JMP 10. Kết quả được thể 

hiện dưới dạng giá trị trung bình ± sai số. 

Hiệu suất kết tủa protein (Y) và độ tinh sạch của protein (P) được xác định theo công 

thức (1) và (2). Trong đó: mpro/t, mpro/m, mck/t lần lượt là khối lượng protein có trong kết tủa 

(g), khối lượng protein có trong mẫu nguyên liệu ban đầu (g) và khối lượng chất khô có 

trong kết tủa (g).  

  

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Ảnh hƣởng của các yếu tố trong quá trình kết tủa dịch trích protein từ rong bằng acid  

3.1.1. Ảnh hưởng của pH 

Nhìn chung, hiệu suất kết tủa và độ tinh sạch đều trên 20%. Khi tiến hành điều chỉnh pH 

từ 8 đến 3 thì hiệu suất kết tủa protein tăng mạnh (tăng 2,5 lần) và đạt cực đại tại pH 3 

(67,87%). Tuy nhiên, khi tiếp tục giảm xuống pH 2 thì hiệu suất kết tủa bắt đầu giảm 13,75% 

so với hiệu suất tại pH 3 và chỉ đạt 54,12%. Quy luật này cũng tương tự đối với độ tinh sạch và 

đạt kết quả cao nhất ở pH 3 (43,59%) (Hình 1). Kết quả này có thể được giải thích là do ở vùng 

pH khác 3, các phân tử protein của rong Chaetomorpha sp. có khả năng hòa tan rất tốt. Khi 

thay đổi pH về vùng pI đẳng điện, độ hydrate hóa của protein trong rong giảm dần về vùng cực 

tiểu. Lúc này, các phân tử protein trung hòa về điện, lực đẩy tĩnh điện giữa chúng không còn, 

làm cho các protein sẽ hút nhau và tập hợp lại. Tuy nhiên, khi thực hiện phương pháp này cho 

thấy kết tủa thu được có độ tinh sạch không cao (< 50%) [7]. 

 
Hình 1. Ảnh hưởng của pH đến quá trình kết tủa bằng acid 
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3.1.2. Ảnh hưởng của thời gian kết tủa 

Kết quả ở Hình 2 cho thấy, khi tiến hành thay đổi thời gian kết tủa protein từ 30 phút 

đến 90 phút thì hiệu suất kết tủa tăng dần từ 54,78% đến 73,16% (tăng 18,38%). Nhưng khi 

tăng thời gian lên 105–120 phút thì hiệu suất kết tủa bắt đầu giảm xuống 70,51%. Tương tự 

quy luật thay đổi đối với độ tinh sạch cũng tăng từ 32,34% đến 41,95% (< 50%) khi tăng 

thời gian từ 30 phút đến 105
 
phút. Tuy nhiên, khi tăng thời gian đến 120 phút thì độ tinh sạch 

giảm. Điều này có thể là do thời gian càng kéo dài thì càng tạo điều kiện cho sự tập hợp của 

các phân tử protein tại vùng pH đẳng điện và làm tăng lượng protein trong kết tủa. Tuy vậy, 

kéo dài đến một mốc thời gian xác định (thực nghiệm là 90 phút) thì không làm tăng số 

lượng protein có thể tập hợp, nên cũng không làm tăng hiệu suất kết tủa. Ngoài ra, một số 

polysaccharide cũng có thể bị kết tủa khi pH thay đổi trong thời gian dài cũng làm giảm độ 

tinh sạch của protein. 

 
Hình 2. Ảnh hưởng của thời gian đến quá trình kết tủa bằng acid 

3.1.3. Ảnh hưởng của nhiệt độ 

Khi tiến hành thí nghiệm thay đổi nhiệt độ từ 20
 o

C đến 35 
o
C thì hiệu suất kết tủa 

protein tăng nhẹ (tăng 4,38%) và đạt hiệu suất cao ở 35 
o
C là 73,48%. Khi tiếp tục tăng nhiệt 

độ lên vùng 40–45 
o
C, hiệu suất kết tủa bắt đầu giảm xuống còn 64,36% (giảm 9,12%). Đối 

với độ tinh sạch thì khi thay đổi nhiệt độ tăng từ 20
 o

C đến 45 
o
C, độ tinh sạch của protein 

giảm dần từ 44,11% xuống 32,95% nhưng sai khác giữa các mốc nhiệt độ khá nhỏ (Hình 3). 

Điều này có thể là vì khi tăng nhiệt độ, vận tốc di chuyển và bề mặt tiếp xúc giữa dung môi - 

cơ chất sẽ tăng nên sự tụ hợp tủa cũng sẽ xảy ra nhanh hơn nhưng khi tăng nhiệt độ lên trên 

40 
o
C, ở nhiệt độ này trở lên có thể gây biến tính protein, đặc biệt trong trường hợp này pH 

thấp, vì thế làm giảm hiệu suất cũng như độ tinh sạch của protein. 

 
Hình 3. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến quá trình kết tủa bằng acid 
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3.2. Ảnh hƣởng của các yếu tố trong quá trình kết tủa dịch trích protein từ rong bằng cồn 

3.2.1. Ảnh hưởng của tỷ lệ dịch trích ly:dung môi 

Với cùng điều kiện kết tủa giống nhau, khi tiến hành thay đổi tỷ lệ dịch trích ly:cồn từ tỷ 

lệ 1:1 lên 1:4 thì hiệu suất kết tủa tăng dần từ 37,27% đến 59,92% (tăng 22,65%). Tuy nhiên, 

khi tăng tỷ lệ lên 1:5, hiệu suất kết tủa bắt đầu giảm xuống còn 49,84% (giảm 10,08%). Quy 

luật này tương đương đối với độ tinh sạch, đó là độ tinh sạch cũng tăng dần và đạt 56,74% 

(tỷ lệ 1:4) và giảm còn 51,38% (ở tỷ lệ 1:5), giảm 0,1 lần so với tỷ lệ 1:4 (Hình 4). Điều này 

có thể là do khi tăng tỷ lệ dịch trích:cồn thì cũng làm tăng khả năng tiếp xúc giữa dung môi 

(cồn) và cơ chất (protein) càng lớn. Mặt khác, phân tử nước bình thường sắp xếp một cách 

trật tự xung quanh các đoạn kị nước trên bề mặt protein sẽ được thay thế bằng các phân tử 

dung môi hữu cơ làm giảm độ hoà tan của chúng. 

 
Hình 4. Ảnh hưởng của tỷ lệ dịch trích:dung môi đến quá trình kết tủa bằng cồn 

3.2.2. Ảnh hưởng của nồng độ cồn 

Kết quả nghiên cứu cho thấy, khi tiến hành thay đổi nồng độ cồn từ 60% đến 90%, hiệu 

suất thu hồi kết tủa tăng dần (tăng 18,22%) và đạt cực đại tại 90% (58,20%). Nhưng khi tăng 

nồng độ lên 98%, hiệu suất kết tủa bắt đầu giảm xuống 51,15% (giảm 7,05%) so với khi tiến 

hành kết tủa ở nồng độ cồn 90%. Độ tinh khiết cũng tăng dần đến 59,79% khi tăng nồng độ 

cồn đến 90% và giảm xuống còn 57,33% khi tăng nồng độ cồn lên 98% (Hình 5).  

 
Hình 5. Ảnh hưởng của nồng độ cồn đến quá trình kết tủa bằng cồn 
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Lý giải cho điều này là do tác động việc bổ sung dung môi hữu cơ sẽ làm giảm khả 

năng hòa tan của nước bao quanh protein do tác động đẩy ra một khối lượng nước lớn và sự 

cố định một phần phân tử nước bởi quá trình hydrate hóa các phân tử dung môi hữu cơ; vì 

vậy, khi tăng nồng độ cồn thì tác động đẩy nước của dung môi cồn sẽ càng mạnh nên sự tụ 

hợp tủa càng cao. Nhưng khi đến một nồng độ cồn quá cao (98%) thì khả năng biến tính và 

phân hủy protein trong dung dịch tăng, làm giảm hiệu suất thu hồi protein và độ tinh khiết 

cũng giảm. Mặt khác, khối lượng tủa thực chất có tăng theo nồng độ cồn tăng nhưng do tủa 

thêm một số chất khác và làm mất khả năng hòa tan trở lại của tủa protein thu được.  

3.2.3. Ảnh hưởng của thời gian kết tủa 

Khi thay đổi thời gian từ 20 phút đến 60 phút, thì hiệu suất thu hồi kết tủa tăng nhẹ từ 

54,42% đến 60,79% (tăng 6,37%). Độ tinh sạch có quy luật thay đổi khác so với hiệu suất, 

đó là tăng dần từ 53,61% đến 60,76% (từ mốc thời gian 20 phút đến 50 phút), nhưng khi 

tăng lên thời gian là 60 phút, độ tinh sạch bắt đầu giảm xuống còn 57,55% (Hình 6). Điều 

này có thể do khi tiến hành kết tủa protein bằng cồn theo thời gian thì lượng tủa nhiều. Thời 

gian càng kéo dài càng tạo điều kiện cho sự tập hợp các phân tử protein và làm tăng lượng 

protein trong kết tủa. Tuy nhiên, kéo dài thời gian hơn 50 phút không làm tăng số lượng 

protein có thể tập hợp, nên cũng không làm tăng hiệu suất kết tủa. Mặt khác, một số tạp chất 

khác có thể bị kết tủa khiến độ tinh sạch của protein không cao. 

 

Hình 6. Ảnh hưởng của thời gian đến quá trình kết tủa bằng cồn 

3.2.4. Ảnh hưởng của nhiệt độ 

Kết quả nghiên cứu cho thấy, nhiệt độ phù hợp của quá trình kết tủa là 35 °C với hiệu 

suất và độ tinh khiết lần lượt là 61,30% và 60,43% (Hình 7). Nhưng khi tiến hành kết tủa 

bằng cồn có khả năng làm biến tính protein ngay cả ở nhiệt độ thường. Do vậy, quá trình kết 

tủa protein bằng dung môi hữu cơ nên được thực hiện ở nhiệt độ thấp 0–5 °C. Ngoài ra, Morr 

và Lin đã tiến hành nghiên cứu sự thay đổi nhiệt độ ở các mức 0–5 °C, 25 °C, 30 °C và thấy 

rằng nhiệt độ không phải là yếu tố quan trọng ảnh hưởng nhiều đến số lượng whey protein 

concentrate khi kết tủa bằng cồn và đã chọn nhiệt độ 0–5 °C
 
là thông số công nghệ tối ưu [8].  
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Hình 7. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến quá trình kết tủa bằng cồn 

3.3. So sánh 2 phƣơng pháp kết tủa 

Kết quả thực nghiệm của 2 phương pháp kết tủa trong điều kiện tối ưu được thể hiện ở 

Bảng 1 cho thấy, các phương pháp kết tủa bằng tác nhân acid đem lại hiệu suất kết tủa cao 

hơn so với phương pháp tủa bằng cồn, nhưng xét về độ tinh sạch của kết tủa protein thì thấp 

hơn. Điều này được giải thích là do có nhiều protein và các chất phi protein trong dịch trích 

ly có điểm đẳng điện gần vùng pH 3 nên hàm lượng cặn trong kết tủa lớn dẫn đến độ tinh 

sạch không cao [7]. Vì vậy, có thể kết hợp cả 2 phương pháp và coi kết tủa bằng tác nhân 

acid là phương pháp kết tủa thô ban đầu để thu được protein với hiệu suất cao, sau đó có thể 

kết tủa protein thêm một lần nữa với các tác nhân kết tủa khác như dung môi hữu cơ để tăng 

độ tinh sạch. 

Bảng 1. So sánh hai phương pháp kết tủa protein 

STT Phương pháp thực hiện Thông số công nghệ tối ưu 
Hiệu suất 

kết tủa (%) 
Độ tinh sạch 

(%) 

1 
Phương pháp kết tủa 

bằng acid 

+ pH: 3 

+ Thời gian: 90 phút 

+ Nhiệt độ: 35 °C 

73,48 ± 1,13
 

41,30 ± 0,95
 

2 
Phương pháp kết tủa 

bằng cồn 

+ Tỷ lệ cơ chất:dung môi là 1:4 

+ Nồng độ cồn: 90% 

+ Thời gian: 50 phút 

+ Nhiệt độ: 5 °C 

59,24 ± 0,79
 

55,08 ± 2,47
 

4. KẾT LUẬN 

Điều kiện phù hợp để kết tủa protein bằng acid là khi bổ sung acid vào dịch trích để đạt 

pH 3, trong 90 phút, ở nhiệt độ 35 °C. Trong khi đó, quá trình kết tủa protein bằng cồn 

(90%) sẽ đạt hiệu quả cao nhất với tỷ lệ dịch chiết:cồn, thời gian và nhiệt độ lần lượt là 1:4, 

50 phút và 5 °C. Lúc này, chế phẩm protein được thu nhận bằng phương pháp kết tủa bằng 

acid cho độ tinh sạch thấp hơn 1,33 lần so với phương pháp kết tủa bằng cồn. Tuy nhiên, 

hiệu suất kết tủa bằng acid cho giá trị cao hơn 1,24 lần so với kết tủa bằng cồn. 
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF PROTEIN PRECIPITATION  

OF EXTRACT FROM Chaetomorpha sp. USING ACID AND ETHANOL  

Nguyen Thi Bao Uyen, Tran Thi Thu Ha, Nguyen Thuy Huong,  

Tran Thi Hong Chau, Le Thi Hong Anh, Tran Chi Hai* 

Ho Chi Minh University of Food Industry 

*Email: haitc@cntp.edu.vn 

Currently, the research and development of processes for obtaining protein from 

different materials are increasingly focused on, and bring about many benefits. 

Chaetomorpha sp. is one of the potential ingredients with a high protein content, but it is 

removed as waste. In this study, the factors affecting the efficiency of protein precipitation 

and the protein purity after precipitation with acid and ethanol such as extract-to-solvent 

ratio, solvent content, pH, temperature and duration of protein precipitation were 

investigated in order to improve the efficiency of protein production from Chaetomorpha sp. 

The method of protein precipitation with acid gave the highest efficiency of protein recovery 

of 73.48% and the protein purity of 41.30% under the optimal conditions (pH 3, temperature 

of 35 °C and treatment time of 90 minutes); while for the protein precipitation with ethanol, 

the protein recovery of 59.24% and the protein purity of 55.08% were achieved under 

conditions including the extract-to-solvent ratio of 1:4, ethanol 90%, treatment time of 50 

minutes at 5 °C.   

Keywords: Acid, Chaetomorpha sp., ethanol, protein precipitation, protein concentrate/isolate. 
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