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ABSTRACT 

The study on the pre-treatment and collagen extraction conditions from 

snakehead fish skin by using pepsin was performed. The results showed 

that treating snakehead fish skin with 10% butyl alcohol solution for 72 

hours gave the lowest lipid content of 15.3%. Extracting samples with 

0.45% pepsin for 24 hours gave the highest yield of 13.7% and maximum 

solubility at pH 1 - 4 and NaCl concentration from 0.2 - 0.6 M. As 

mentioned above, FTIR spectral analysis demonstrated that a close 

relationship between the number of wavelengths in the amide I and amide 

III regions, especially the stability of the triple helix structure, so that the 

obtained collagen from snakehead fish skin had the full functional group 

of type I collagen. Collagen had bright color with L* value of 62.4 and 

imino acid content was 204 (residue/1000 total amino acid residues). 

Results showed that pepsin can be used to replace chemicals to reduce 

the amount of chemicals released into the environment, taking advantage 

of snakehead fish skin as a raw material for collagen production. 

TÓM TẮT 

Nghiên cứu điều kiện tiền xử lý và chiết tách collagen từ da cá lóc bằng 

pepsin đã được thực hiện. Kết quả cho thấy da cá lóc được xử lý với 10% 

butyl alcohol trong 72 giờ thì hàm lượng lipid còn lại thấp nhất là 15,3%. 

Collagen từ da cá lóc được chiết tách với 0,45% pepsin trong 24 giờ cho 

hiệu suất thu hồi 13,7% và độ hòa tan cực đại ở pH  1 - 4 và nồng độ 

NaCl từ 0,2 - 0,6 M. Bên cạnh đó, phổ FTIR cho thấy mối quan hệ chặt 

chẽ giữa số bước sóng trong vùng amide I và vùng amide III đặc biệt là 

sự ổn định của cấu trúc xoắn ba, cho thấy collagen từ da cá lóc có đầy đủ 

nhóm chức năng của collagen loại I. Collagen có màu sáng với giá trị L* 

là 62,4 và hàm lượng imino acid là 204 (đơn vị/1000 đơn vị). Kết quả 

nghiên cứu cho thấy có thể sử dụng pepsin để thay thế hoá chất nhằm 

giảm thiểu lượng hoá chất thải ra môi trường, tận dụng da cá lóc như 

nguồn nguyên liệu để sản xuất collagen. 

1. GIỚI THIỆU 

Cá lóc (Channa striata) là loài cá nước ngọt có 

chất lượng thịt ngon, giá trị dinh dưỡng cao nên 

được nhiều người tiêu dùng ưa chuộng (Trần Minh 

Phú và ctv., 2018). Do đó, sản phẩm làm từ cá lóc 

cũng ngày càng phát triển như khô, mắm, lạp xưởng, 
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chà bông cá lóc,… Tuy nhiên, quá trình chế biến cá 

sẽ có một lượng phụ phẩm loại ra gồm đầu, xương, 

da, vây, vảy, nội tạng,… Trong đó, da cá chiếm 

khoảng 17 - 20% (Kittiphattanabawon et al., 2015). 

Đây là nguồn nguyên liệu dồi dào để nghiên cứu và 

sản xuất collagen. 

Collagen là một loại protein cấu trúc, chiếm 

phần lớn trong mô thịt và mô liên kết của cơ thể 

người và động vật có vú. Collagen có nhiều trong 

cấu trúc sợi của da, xương, vây và các bộ phận khác 

của động vật trên cạn (Duan et al., 2009). Nguồn sản 

xuất collagen chủ yếu từ xương bò và da heo. Tuy 

nhiên, những lo ngại liên quan đến bò và lợn như 

nguy cơ truyền bệnh, tính ngưỡng tôn giáo đã ảnh 

hưởng phần nào đến việc sản xuất collagen có nguồn 

gốc từ động vật có vú. Do đó, việc tìm nguồn nguyên 

liệu mới để tạo sản phẩm collagen an toàn và nguy 

cơ truyền bệnh thấp là cần thiết, trong đó phụ phẩm 

từ quá trình chế biến thuỷ sản có thể đáp ứng tất cả 

điều này điển hình là da cá. Nguồn collagen trong 

da cá có thể thay thế collagen động vật trên cạn. Tuy 

nhiên, để có thể chiết được collagen với chất lượng 

cao phụ thuộc vào rất nhiều yếu tố trong đó có bước 

tiền xử lý như loại lipid nhằm hạn chế sự oxi hoá 

chất béo. Đã có nhiều nghiên cứu sử dụng các dung 

môi hữu cơ như butyl alcohol (Hadfi & Sarbon, 

2019; He et al., 2019; Karami et al., 2019; Nurilmala 

et al., 2019), butanol (Nurubhasha et al., 2019), 

isopropyl alcohol (Xu et al., 2017) để khử lipid của 

nguyên liệu trong quá trình chiết tách collagen. Hơn 

nữa, công đoạn quyết định đến chất lượng collagen 

là công đoạn tách chiết. Đã có một vài nghiên cứu 

sử dụng acetic acid để tách chiết collagen từ nhiều 

nguyên liệu khác nhau như Trần Thị Huyền và 

Nguyễn Anh Tuấn (2012) đã tách chiết collagen từ 

da cá tra (Pangasianodon hypophthalmus) với 

acetic acid. Cùng một hoá chất acetic acid, 

Jongjareonrak et al. (2005) đã tiến hành chiết tách 

collagen trên da cá hường (Lutjanus vitta). Lê Thị 

Thu Hương và ctv. (2017) cũng đã tách chiết 

collagen từ da cá tra (Pangasianodon 

hypophthalmus) với phương pháp kết hợp pepsin và 

acetic acid. Những vấn đề trên cho thấy việc nghiên 

cứu ảnh hưởng của phương pháp tiền xử lý và điều 

kiện chiết rút collagen ở trong và ngoài nước đang 

được quan tâm. Tuy nhiên, chưa có nghiên cứu về 

quy trình sản xuất collagen từ da cá lóc bằng pepsin. 

Chính vì thế, nghiên cứu điều kiện tiền xử lý và chiết 

tách collagen từ da cá lóc bằng pepsin đã được thực 

hiện, nhằm tìm được nồng độ và thời gian xử lý da 

cá lóc trong butyl alcohol để loại lipid tốt nhất. Đồng 

thời, tìm được nồng độ và thời gian ngâm pepsin để 

chiết tách collagen từ da cá lóc đạt chất lượng tốt và 

hiệu suất thu hồi collagen cao. 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

Da cá lóc được mua tại Cơ sở khô cá lóc 7 Chóp 

(Thoại sơn, An Giang), sau khi thu gom được làm 

đông ở nhiệt độ -20 ± 2oC và đóng thùng chuyển về 

phòng thí nghiệm Bộ môn Chế biến Thủy sản, Khoa 

Thủy sản, Trường Đại học Cần Thơ không quá 6 

giờ.  

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Cách chuẩn bị mẫu 

Da cá được loại bỏ thịt, vảy còn sót lại và rửa 

sạch để ráo, sau đó được cắt nhỏ với kích thước 2 

cm x1 cm và cho vào túi PE (500 g/túi), bảo quản 

trong tủ đông ở nhiệt độ -20o ± 2Co cho đến khi tiến 

hành thí nghiệm. 

2.2.2. Xác định thành phần hóa học của nguyên 

liệu ban đầu 

Da cá sau khi xử lý theo mục 2.2.1 được xay 

nhuyễn và tiến hành phân tích thành phần hóa học 

như độ ẩm, protein, lipid và khoáng. 

2.2.3. Thí nghiệm 1: Khảo sát ảnh hưởng của 

nồng độ dung dịch butyl alcohol đến khả 

năng loại lipid từ da cá lóc 

Bố trí thí nghiệm: Thí nghiệm được bố trí 1 nhân 

tố (nồng độ butyl alcohol), 4 nghiệm thức, 3 lần lặp 

lại, khối lượng mỗi mẫu là 20 g da cá/mẫu. Da cá 

được xử lý như mục 2.2.1, sau khi rã đông qua đêm 

ở 0-4oC và ngâm trong dung dịch butyl alcohol trong 

48 giờ ở nhiệt độ 0-4oC, cố định tỷ lệ da cá/dung 

dịch butyl alcohol (w/v) là 1:10 theo nghiên cứu của 

Hadfi & Sarbon (2019) với nồng độ butyl alcohol 

thay đổi lần lượt là 8%, 10%, 12%. Da cá được xử 

lý như mục 2.2.1 và phân tích hàm lượng lipid (mẫu 

đối chứng). Sau khi ngâm, mẫu được tiến hành rửa 

bằng nước đến khi pH đạt trung tính, phơi ráo và 

đem đi phân tích hàm lượng lipid còn lại trong da 

cá, từ đó chọn nồng độ butyl alcohol thích hợp nhất. 

2.2.4. Thí nghiệm 2: Khảo sát ảnh hưởng của 

thời gian ngâm dung dịch butyl alcohol 

đến khả năng loại lipid từ da cá lóc 

Bố trí thí nghiệm: Nồng độ butyl alcohol phù 

hợp được chọn từ thí nghiệm 1, tiến hành thí nghiệm 

2. Thí nghiệm được bố trí 1 nhân tố (thời gian ngâm 

trong butyl alcohol), 4 nghiệm thức, 3 lần lặp lại, 

tổng số mẫu thí nghiệm là 12, khối lượng mỗi mẫu 

là 20 g da cá/mẫu. Da cá được tiến hành ngâm trong 
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dung dịch butyl alcohol với các thông số cố định như 

thí nghiệm 1 ở các mốc thời gian thay đổi lần lượt là 

24, 48 và 72 giờ. Da cá được xử lý như mục 2.2.1 và 

phân tích hàm lượng lipid (mẫu đối chứng). Sau khi 

ngâm, mẫu được rửa bằng nước đến khi đạt pH trung 

tính, phơi ráo và tiến hành phân tích hàm lượng lipid 

còn lại trong da cá, từ đó chọn thời gian ngâm butyl 

alcohol thích hợp nhất. 

2.2.5. Thí nghiệm 3: Nghiên cứu ảnh hưởng 

nồng độ pepsin đến khả năng chiết tách 

collagen từ da cá lóc 

Bố trí thí nghiệm: Chọn nồng độ và thời gian 

ngâm da cá trong butyl alcohol từ thí nghiệm 1 và 2, 

tiến hành thí nghiệm 3. Thí nghiệm được bố trí 1 

nhân tố (nồng độ pepsin), 3 nghiệm thức, 3 lần lặp 

lại và tổng số mẫu thí nghiệm là 9. Khối lượng mẫu 

là 20 g da cá/mẫu. Sau khi ngâm butyl alcohol, da 

cá tiếp tục xử lý qua NaOH nồng độ 0,09 M trong 3 

giờ ở nhiệt độ 0-4oC với tỷ lệ da cá/dung dịch w/v là 

1:8 để loại các hợp chất protein phi collagen theo 

nghiên cứu của Thuy et al. (2014). Collagen được 

chiết tách trong dung dịch pepsin được pha trong 

dung dịch đệm 0,6 M acetic acid với nồng độ pepsin 

thay đổi lần lượt là 0,25%, 0,45% và 0,65% trong 

thời gian là 24 giờ, cố định tỷ lệ da cá/dung dịch 

pepsin (w/v) là 1:10 và nhiệt độ là 0-4oC theo nghiên 

cứu của Lê Thị Thu Hương và ctv. (2017). 

Mẫu sau khi ngâm pepsin được lọc lấy dịch lọc, 

dịch lọc được ly tâm với tốc độ 8000 vòng/phút 

trong 20 phút ở nhiệt độ 4oC. pH được điều chỉnh 

bằng cách thêm Tris (hydroxymethane 

aminimethane) đến khi pH đạt từ 6,8 - 7,2. Kết tủa 

được tạo bằng cách thêm NaCl 2,5 M, sau đó thu kết 

tủa bằng cách ly tâm với tốc độ 8000 vòng/phút 

trong 20 phút ở nhiệt độ 4oC. Kết tủa được hòa tan 

với acetic acid 0,5 M, thẩm tách trong acetic acid 0,1 

M và nước cất theo nghiên cứu của Thuy et al. 

(2014), sau đó đem đi sấy lạnh chân không để thu 

collagen. Mẫu collagen thu được sau khi sấy được 

đo màu sắc (L*, a*, b*), độ hòa tan của collagen ở 

các pH và NaCl khác nhau, tính hiệu suất thu hồi; từ 

đó chọn ra nồng độ pepsin thích hợp nhất. 

2.2.6. Thí nghiệm 4: Nghiên cứu ảnh hưởng thời 

gian ngâm dung dịch pepsin đến khả 

năng chiết tách collagen từ da cá lóc 

Bố trí thí nghiệm: chọn nồng độ pepsin thích hợp 

từ thí nghiệm 3, tiến hành thí nghiệm 4. Thí nghiệm 

được bố trí 1 nhân tố (thời gian chiết tách), 3 nghiệm 

thức, 3 lần lặp lại và tổng số mẫu thí nghiệm là 9. 

Khối lượng mỗi mẫu là 20 g da cá/mẫu. Da cá được 

ngâm butyl alcohol và NaOH như thí nghiệm 3, sau 

đó ngâm trong dung dịch pepsin với mốc thời gian 

thay đổi lần lượt là 12, 24 và 36 giờ, cố định tỷ lệ da 

cá/dung dịch (w/v) là 1:10 và nhiệt độ là 0-4oC. Mẫu 

sau khi ngâm được thực hiện như các bước tiếp theo 

thí nghiệm 3 thu được collagen. Đo màu sắc (L*, a*, 

b*), độ hòa tan của collagen ở các pH và NaCl khác 

nhau, tính hiệu suất thu hồi; từ đó chọn ra thời gian 

ngâm dung dịch pepsin thích hợp nhất. 

Mẫu collagen tối ưu từ thí nghiệm 4 được phân 

tích thành phần amino acid và phổ FTIR. 

2.3. Phương pháp phân tích 

Thành phần hóa học như độ ẩm, protein, lipid và 

khoáng được xác định theo AOAC (2000). Màu sắc 

(L*, a*, b*) được đo bằng thiết bị Colorimeter PCE-

CSM 2 (Trung Quốc). 

Hiệu suất thu hồi collagen (H - %) được xác định 

bằng phương pháp kiểm tra khối lượng, H = 
𝑦

𝑥
 × 100 

với x (g) là khối lượng của da cá sau khi xử lý và y 

(g) là khối lượng collagen thành phẩm. 

Độ hòa tan (%) của collagen ở các pH khác nhau: 

Pha hỗn hợp collagen có nồng độ 3 mg/mL, chia ra 

10 cốc mỗi cốc chứa 8 mL collagen được điều chỉnh 

pH bằng HCl 6 M hoặc NaOH 6 M để thu được pH 

từ 1 – 10 và thể tích cuối cùng của dung dịch được 

điều chỉnh đến 10 mL bằng nước cất. Sau đó, hỗn 

hợp collagen được ly tâm với tốc độ 8.000 vòng 

trong 20 phút ở 4°C thu được phần dịch lỏng theo 

phương pháp của Thuy et al. (2014). Hàm lượng 

protein hòa tan trong dịch lỏng được xác định theo 

phương pháp Lowry et al. (1951), sử dụng huyết 

thanh bò (BSA) xây dựng đường chuẩn ở bước sóng 

750 nm. Độ hòa tan được tính theo công thức:  

Độ hòa tan (%)  = 100 - (
C0 − CM

C0
 ×  100) 

Trong đó:  C0 là nồng độ protein hòa tan trong 

mẫu đối chứng (mg/mL) 

CM là nồng độ protein hòa tan trong mẫu (mg/ 

mL) 

Độ hòa tan (%) của collagen ở các nồng độ muối 

NaCl từ 0,2 đến 1,2 M: pha hỗn hợp collagen có 

nồng độ 6 mg/mL, lấy 5 mL hỗn hợp collagen cho 

vào 5 mL dung dịch NaCl ở các nồng độ từ 0,2 đến 

1,2 M trong acetic acid 0,1 M. Hỗn hợp collagen 

được đem đi ly tâm với tốc độ 8.000 vòng trong 20 

phút ở 4°C thu được phần dịch lỏng theo phương 

pháp của Thuy et al. (2014). Hàm lượng protein hòa 

tan trong dịch lỏng được xác định theo phương pháp 

Lowry et al. (1951), sử dụng huyết thanh bò (BSA) 

xây dựng đường chuẩn ở bước sóng 750 nm. 
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Quang phổ hồng ngoại (phổ FTIR) được xác 

định theo phương pháp của Thuy et al. (2014). 

Quang phổ ghi nhận lại từ máy quang phổ ALPHA 

FT-IR của Bruker Optics trong phạm vi bước sóng 

từ 4.000 đến 500 cm-1. 

Thành phần amino acid của collagen được xác 

định theo phương pháp của Thuy et al. (2014). Thủy 

phân 20 mg collagen trong HCl 6 M ở nhiệt độ 

110°C trong 22 giờ trong môi trường chân không. 

Sản phẩm thủy phân được trung hòa với NaOH 6 M 

và 0,6 M sau đó được lọc bằng màng cellulose. Dịch 

lọc được sử dụng để phân tích amino acid bằng hệ 

thống HPLC. 

2.4. Phương pháp xử lí số liệu 

Số liệu thu thập được tính trung bình, độ lệch 

chuẩn sử dụng chương trình Microsoft Excel 2010. 

Kết quả được tính toán thống kê, phương pháp phân 

tích phương sai ANOVA theo kiểm định Duncan để 

kết luận về sự khác biệt giữa trung bình các nghiệm 

thức với độ tin cậy 95% bằng phần mềm SPSS 18.0 

(Statistical Package for the Social Sciences). 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Thành phần hoá học của da cá lóc 

Xác định thành phần hoá học của nguyên liệu 

ban đầu giúp lựa chọn phương pháp tiền xử lý phù 

hợp và hiệu quả nhằm sản xuất collagen thành phẩm 

đạt chất lượng tốt (Nurilmala et al., 2017). Kết quả 

nghiên cứu thành phần hoá học của da cá lóc bao 

gồm độ ẩm, protein, lipid và khoáng được trình bày 

ở Bảng 1. 

Kết quả phân tích trên Bảng 1 cho thấy hàm 

lượng protein trong da cá lóc rất cao lên đến 71,7%. 

Đây là cơ sở để thu hồi collagen với hiệu suất cao. 

Tuy nhiên, da cá lóc cũng tồn tại một lượng lipid 

nhất định là 27,9%. Ngoài việc loại protein phi 

collagen thì cũng cần loại lipid trong nguyên liệu để 

thu thành phẩm collagen với chất lượng tốt 

(Nurilmala et al., 2017). 

Bảng 1. Thành phần hóa học của da cá lóc (tính 

theo % khối lượng khô) 

Thành phần hóa học Hàm lượng (%) 

Độ ẩm 57,7 ± 1,54 

Protein 71,7 ± 0,02 

Lipid 27,9 ± 0,32 

Khoáng 0,40 ± 0,07 

(Ghi chú: Số liệu được trình bài dưới dạng trung bình ± 

độ lệch chuẩn với n = 3) 

3.2. Ảnh hưởng nồng độ butyl alcohol đến 

khả năng loại lipid từ da cá lóc 

Hàm lượng lipid còn lại của da cá lóc theo nồng 

độ butyl alocohol khác nhau được thể hiện trong 

Bảng 2. 

Bảng 2. Hàm lượng lipid còn lại trong da cá theo 

nồng độ butyl alcohol khác nhau 

Nồng độ butyl alcohol (%) 
Hàm lượng lipid 

(%) 

Mẫu đối chứng 27,9 ± 0,32c 

8% 24,1 ± 0,87b 

10% 20,5 ± 0,31a 

12% 19,7 ± 0,47a 

(Ghi chú: Trong cùng một cột, những số có chữ theo sau 

khác nhau thì có khác biệt ý nghĩa thống kê ở mức 5%, 

số liệu được trình bày dưới dạng trung bình ± độ lệch 

chuẩn với n = 3) 

Hàm lượng lipid của da cá lóc thể hiện trong 

Bảng 2 cho thấy lipid có khuynh hướng giảm khi 

tăng nồng độ butyl alcohol từ 8% lên 12%. Khi tăng 

nồng độ butyl alcohol từ 8% lên 10%, lượng lipid 

giảm mạnh và khác biệt có ý nghĩa thống kê từ 

24,1% xuống 20,5%. Nguyên nhân là do butyl 

alcohol là dung môi có moment phân cực lớn 1,64 

D có khả năng hòa tan tốt đối với các hợp chất phân 

cực như lipid. Lipid được hòa tan vào dung môi một 

cách nhanh chóng vì khi đó sự chênh lệch nồng độ 

lipid giữa nguyên liệu và dung môi lớn. Do đó, hàm 

lượng lipid còn lại trong da cá giảm khi nồng độ 

butyl alcohol tăng (Sae-leaw et al., 2016). Tuy 

nhiên, hàm lượng lipid giảm rất ít và không khác 

biệt từ 20,5% xuống 19,7% khi tăng từ 10% tăng lên 

12% butyl alcohol. Lipid hòa tan trong dung môi 

đến một giới hạn nhất định thì tốc độ hòa tan chậm 

lại. Vì vậy, hàm lượng lipid thay đổi không đáng kể 

khi tiếp tục tăng nồng độ butyl alcohol (Sae-leaw et 

al., 2016). Nhằm loại lipid có trong da cá lóc hiệu 

quả và cũng hạn chế lượng hoá chất sử dụng trong 

quá trình tiền xử lý thì chế độ khử lipid thích hợp 

nhất với nồng độ butyl alcohol là 10%. Từ kết quả 

trên cho thấy dùng butyl alcohol để loại lipid trên da 

cá lóc với nồng độ 10% tương tự trên các đối tượng 

khác như da cá trắm đen (Jia et al., 2012), da cá tra 

(Hadfi & Sarbon, 2019), da cá ngừ (Nurilmala et al., 

2017). 

3.3. Ảnh hưởng thời gian ngâm butyl alocohol 

đến khả năng loại lipid từ da cá lóc 

Bên cạnh nồng độ butyl alcohol thì thời gian 

ngâm cũng chiếm vai trò quan trọng trong việc xử 

lý loại lipid trong nguyên liệu. Hàm lượng lipid còn 
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lại của da cá lóc sau khi ngâm butyl alcohol qua các 

mốc thời gian khác nhau được thể hiện ở Bảng 3. 

Bảng 3. Hàm lượng lipid còn lại trong da cá lóc 

theo thời gian ngâm butyl alcohol  

Thời gian ngâm (giờ) Hàm lượng lipid (%) 

Mẫu đối chứng 27,9 ± 0,32c 

24  19,0 ± 2,02b 

48 20,2 ± 1,48b 

72 15,3 ± 2,04a 

(Ghi chú: Trong cùng một cột, những số có chữ theo sau 

khác nhau thì có khác biệt ý nghĩa thống kê ở mức 5%, 

số liệu được trình bày dưới dạng trung bình ± độ lệch 

chuẩn với n = 3) 

Bảng 3 cho thấy khi thời gian xử lý butyl alcohol 

tăng lên thì lượng lipid bắt đầu giảm dần. Khi tăng 

thời gian từ 24 giờ đến 48 giờ thì hàm lượng lipid 

giảm không đáng kể, nhưng khi tăng lên 72 giờ thì 

bắt đầu giảm mạnh từ 20,2% còn 15,3%. Thời gian 

ngâm ảnh hưởng tới hiệu quả của quá trình loại lipid 

theo tỷ lệ thuận (Nguyễn Thị Hoàng Lan và ctv., 

2016). Thời gian ngâm butyl alcohol trong nghiên 

cứu này là 72 giờ dài hơn các nghiên cứu trước đây 

của Zhang et al. (2012) và Jia et al. (2012) đã dùng 

dung dịch butyl alcohol 10% trong 24 giờ để xử lý 

loại lipid trong da cá chép và cá trắm đen. Theo 

Nguyễn Thị Hoàng Lan và ctv. (2016), mỗi loại 

nguyên liệu với hàm lượng lipid, cấu trúc nguyên 

liệu khác nhau cần có thời gian trích ly khác nhau. 

Vì vậy, để đảm bảo loại lipid ra khỏi da cá lóc đạt 

kết quả tốt nhất, mốc thời gian xử lý 72 giờ là thích 

hợp nhất. 

3.4. Kết quả ảnh hưởng nồng độ pepsin đến 

hiệu suất thu hồi, độ hòa tan và màu sắc 

của collagen từ da cá lóc 

3.4.1. Hiệu suất thu hồi và màu sắc của collagen 

theo nồng độ pepsin 

Trong nghiên cứu trích ly collagen, việc sử dụng 

dung dịch acetic acid với sự hỗ trợ của pepsin nhằm 

nâng cao hiệu suất trích ly collagen đã được nhiều 

nhà khoa học thực hiện (Lê Thị Thu Hương và ctv., 

2017). Chính vì vậy, khi trích ly collagen bằng 

pepsin trong dung dịch đệm 0,6 M acetic acid được 

thực hiện. Hiệu suất thu hồi (H %) và màu sắc 

collagen theo nồng độ pepsin khác nhau được thể 

hiện trong Bảng 4. 

Bảng 4. Ảnh hưởng của nồng độ pepsin đến H% và màu sắc collagen từ da cá lóc 

Nồng độ (%) L* a* b* H% 

0,25% 

0,45% 

0,65% 

55,5 ± 0,77a 

57,6 ± 0,27b 

63,7 ± 0,24c 

5,07 ± 0,22b 

4,24 ± 0,24b 

2,02 ± 0,68a 

11,5 ± 0,53b 

9, 2 ± 1,55b 

5,59 ± 1,57a 

13,2 ± 0,25b 

14,7 ± 0,31c 

11,7 ± 0,50a 

 (Ghi chú: Trong cùng một cột, những số có chữ theo sau khác nhau thì có khác biệt ý nghĩa thống kê ở mức 5%, số liệu 

được trình bày dưới dạng trung bình ± độ lệch chuẩn với n = 3) 

Kết quả Bảng 4 cho thấy khi tăng nồng độ pepsin 

từ 0,25% lên 0,45% thì hiệu suất thu hồi collagen 

cũng tăng theo từ 13,2% lên 14,7%. Theo Skierka 

and Sadowska (2007), pepsin không những tác động 

lên hai đầu không xoắn (đầu telopeptide) của sợi 

collagen làm cho collagen dễ dàng tách ra khỏi da 

cá mà còn có tác dụng phân giải các protein khác có 

trong da cá. Vì vậy, khi tăng nồng độ pepsin thì hiệu 

suất thu hồi collagen tăng theo. Tuy nhiên, khi tăng 

nồng độ enzyme lên từ 0,45% lên 0,65% thì hiệu 

suất thu hồi lại giảm từ 14,7% còn 11,7%. Nguyên 

nhân có thể là do tăng nồng độ enzyme quá cao sẽ 

thúc đẩy mạnh việc phân cắt mạch mạnh mẽ, ảnh 

hưởng đến cấu trúc xoắn bộ ba của collagen, dẫn đến 

hiệu suất thu hồi giảm. Hiệu suất thu hồi collagen ở 

nghiên cứu này cao hơn với các nghiên cứu trước 

đây của Thuy et al. (2014) khi xử lí vảy và da cá 

bằng phương pháp acetic acid thì hiệu suất thu hồi ở 

cá thu Nhật là 1,5%, cá đối xám là 0,43% và cá thu 

Việt Nam là 0,64%. Đồng thời, kết quả này cao hơn 

so với nghiên cứu của Lê Thị Minh Thủy và Trương 

Thị Mộng Thu (2020) khi sử dụng acetic acid 0,5 M 

trong 3 ngày để chiết rút collagen từ da cá thát lát 

còm cho hiệu suất thu hồi là 13,8%. Như vậy, có thể 

thấy tùy vào loại nguyên liệu và điều kiện tách chiết 

mà hiệu suất thu hồi là khác nhau. Bên cạnh hiệu 

suất thu hồi thì màu sắc của collagen cũng ảnh 

hưởng rất lớn đến tính ứng dụng của nó, đặc biệt là 

ứng dụng trong lĩnh vực y học. Khi tăng nồng độ 

enzyme lên từ 0,25% đến 0,65% thì độ sáng (L*)  

cũng tăng dần từ 55,5 lên 63,7. Nguyên nhân có thể 

do trong quá trình chiết tách khi tăng nồng độ pepsin 

có thể loại một phần sắc tố trong nguyên liệu. 

3.4.2. Độ hòa tan của collagen từ da cá lóc theo 

nồng độ pepsin 

Độ hòa tan của collagen ở các pH từ 1 đến 10 và 

các nồng độ NaCl từ 0,2 đến 1,2 M được thể hiện 

trong Hình 1 và Hình 2. 
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Hình 1. Độ hòa tan của collagen từ da cá lóc theo nồng độ pepsin 

 

Hình 2. Độ hòa tan của collagen từ da cá lóc theo nồng độ pepsin ở các nồng độ muối NaCl khác nhau 

từ 0,2 M đến 1,2 M  

Sự thay đổi độ hòa tan của collagen ở các pH (1 

- 10) được thể hiện qua Hình 1. Kết quả cho thấy 

collagen từ da cá lóc có khuynh hướng hòa tan cao 

trong phạm vi pH có tính acid (1 - 4). Điều này được 

giải thích bởi khả năng hòa tan của collagen phụ 

thuộc vào pH của dung dịch, pH càng giảm hoặc 

nồng độ acid càng tăng thì độ hòa tan của collagen 

càng tăng (Lê Phan Thùy Hạnh & Trần Quyết 

Thắng, 2017). Tuy nhiên, độ hòa tan của collagen 

giảm đáng kể trong pH (5 - 8). Điều này chứng tỏ 

trong phạm vi này độ pH của collagen đạt tới điểm 

đẳng điện (pI), protein bị kết tủa và làm giảm độ hòa 

tan của collagen xuống mức rất thấp (Damodaran, 

1996). Sự khác biệt về pH cực đại và cực tiểu đối 

với độ hòa tan của collagen được nghiên cứu là do 

sự khác biệt về tính chất phân tử và thành phần của 

collagen (Kittiphattanabawon et al., 2005). Độ hòa 

tan có khuynh hướng tăng nhẹ ở pH 9 - 10 có lẽ là 

do lực đẩy giữa các chuỗi vì pH cao hơn so với pI 

(Muyonga et al., 2004). 

Mẫu collagen từ da cá lóc có độ hòa tan trong 

các nồng độ NaCl từ 0,2 – 1,2 M được thể hiện trong 

Hình 2. Có thể thấy độ hòa tan cao ở các nồng độ 

muối từ 0,2 đến 0,6 M. Điều này chứng tỏ rằng, ở 

nồng độ NaCl thấp, các ion có trong dung dịch muối 

liên kết yếu với các nhóm tích điện trên bề mặt 
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protein và không can thiệp vào lớp hydrat hóa trên 

các miền dẫn đến độ hòa tan cao (Singh et al., 2011). 

Tuy nhiên, khi nồng độ NaCl tăng từ 0,6 M đến 1,2 

M thì độ hòa tan có xu hướng giảm. Nguyên nhân là 

do khi nồng độ muối NaCl càng cao thì sự tăng 

cường tương tác kỵ nước giữa các chuỗi protein 

càng cao dẫn đến kết tủa (Damodaran, 1996). Kết 

quả nghiên cứu này tương đồng với một số nghiên 

cứu về collagen đạt độ hòa tan trong vùng nồng độ 

NaCl nhỏ hơn 0,6 M như collagen được chiết rút từ 

da cá nóc trong nghiên cứu của Huang et al. (2011) 

và độ hòa tan của collagen từ da cá hồng nâu trong 

nghiên cứu của Jongjareonrak et al. (2005).  

Như vậy, từ kết quả phân tích hiệu suất thu hồi, 

màu sắc, độ hòa tan cho thấy rằng hiệu suất thu hồi 

collagen cao nhất và collagen có màu sắc và độ hòa 

tan tốt khi sử dụng 0,45% pepsin để chiết tách 

collagen. 

3.5. Nghiên cứu ảnh hưởng thời gian chiết 

tách bằng pepsin đến hiệu suất thu hồi, 

độ hòa tan và màu sắc của collagen từ da 

cá lóc 

3.5.1. Hiệu suất thu hồi và màu sắc theo thời 

gian ngâm pepsin 

Hiệu suất thu hồi và màu sắc của collagen từ da 

cá lóc theo thời gian chiết tách bằng pepsin được thể 

hiện ở Bảng 5. 

Bảng 5. Ảnh hưởng của thời gian chiết tách trong pepsin đến H% và màu sắc của collagen từ da cá lóc 

Thời gian (giờ) L* a* b* H% 

12 

24 

36 

55,0 ± 2,59a 

62,4 ± 3,42b 

49,7 ± 2,84a 

4,65 ± 0,41b 

3,21 ± 0,87a 

3,20 ± 0,25a 

10,0 ± 0,45c 

6,31 ± 0,25a 

7,95 ± 0,37b 

6,80 ± 0,28a 

13,7 ± 0,27c 

7,80 ± 0,50b 

(Ghi chú: Trong cùng một cột, những số có chữ theo sau khác nhau thì có khác biệt ý nghĩa thống kê ở mức 5%, số liệu 

được trình bày dưới dạng trung bình ± độ lệch chuẩn với n = 3) 

Kết quả Bảng 5 cho thấy khi thay đổi thời gian 

chiết tách thì hiệu suất thu hồi cũng ảnh hưởng đáng 

kể. Hiệu suất thu hồi tăng từ 6,80% lên 13,7% khi 

thời gian tăng từ mốc 12 giờ đến 24 giờ. Thời gian 

phản ứng phải đảm bảo để pepsin có thể tác động 

lên hai đầu telopeptide của sợi collagen làm cho 

collagen dễ dàng tách ra. Thời gian tác động kéo dài 

thì enzyme có điều kiện phản ứng triệt để, vì vậy 

hiệu suất thu hồi tăng (Skierka &Sadowska, 2007). 

Tuy nhiên, khi tăng từ 24 giờ lên 36 giờ thì hiệu suất 

lại giảm còn 7,8%. Nguyên nhân có thể là do kéo dài 

thời gian thì enzyme có điều kiện phân cắt mạch 

mạnh mẽ, ảnh hưởng đến cấu trúc xoắn bộ ba của 

collagen, dẫn đến hiệu suất thu hồi giảm. Khi tăng 

thời gian chiết tách từ 12 giờ đến 24 giờ thì giá trị 

L* có phần tăng đáng kể từ 55,0 đến 62,4. Tuy 

nhiên, khi tăng thời gian lên 36 giờ thì giá trị L* lại 

giảm rất đáng kể còn 49,7. Nguyên nhân một phần 

là do thời gian xử lý kéo dào sẽ cắt mạch và sinh ra 

lượng lớn các amino acid tự do đồng thời kết hợp 

với các nhóm đường khử và carbohydrate trong 

nguyên liệu dẫn đến thúc đẩy phản ứng hoá nâu 

(maillard). 

3.5.2. Độ hòa tan của collagen từ da cá lóc 

Độ hòa tan của collagen ở các pH từ 1 đến 10 và 

các nồng độ NaCl từ 0,2 đến 1,2 M được thể hiện 

trong Hình 3 và Hình 4. 

 

Hình 3. Độ hòa tan của collagen từ da cá lóc theo thời gian ngâm pepsin ở pH từ 1 đến 10 
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Hình 4. Độ hòa tan của collagen từ da cá lóc theo thời gian ngâm pepsin ở các nồng độ muối NaCl 

khác nhau từ 0,2 M đến 1,2 M  

Sự thay đổi độ hòa tan của collagen ở các pH (1 

- 10) được thể hiện qua Hình 3. Kết quả trên cho 

thấy pH từ 1 đến 4 có độ hòa tan cao nằm trong 

khoảng 70% đến 100%, tuy nhiên pH từ 5 đến 8 thì 

độ hòa tan của collagen có xu hướng giảm. Điều này 

cho thấy sự hòa tan của collagen phụ thuộc vào môi 

trường acid, ở môi trường kiềm collagen có độ hòa 

tan thấp hơn acid. Độ tan của collagen thấp nhất ở 

pH = pI của nó (pH đẳng điện của collagen (pH = 5-

7), độ tan của collagen tăng lên khi pH nằm xa vì 

khi pH = pI thì phân tử collagen không tích điện nên 

chúng không có lực đẩy tĩnh điện và dễ bị đông kết. 

Khi pH khác pI thì các phân tử collagen tích điện 

cùng dấu và đẩy nhau cho nên không bị đông kết, do 

đó độ tan tăng lên (Lê Thị Thu Hương và ctv., 2017). 

Mẫu collagen từ da cá lóc có độ hòa tan trong 

các nồng độ NaCl từ 0,2 đến 1,2 M được thể hiện 

trong Hình 4. Có thể thấy độ hòa tan giảm dần khi 

tăng nồng độ NaCl. Theo nhận định của Singh et al. 

(2011) ở nồng độ NaCl thấp thì độ hoà tan càng cao 

do các ion trong muối liên kết yếu với các nhóm tích 

điện trên bề mặt protein và không tác động với các 

lớp hydrat hóa. Tuy nhiên, khi nồng độ NaCl lớn 

hơn 0,6 M thì độ hòa tan của collagen giảm dần. 

Điều này phù hợp với quy luật lý thuyết vì trong 

dung dịch, các gốc kỵ nước của phân tử protein tập 

trung trên bề mặt, tiếp xúc trực tiếp với các phân tử 

nước. Các phân tử nước này ngăn cản quá trình hình 

thành liên kết giữa các phân tử protein để tạo kết tủa. 

Khi nồng độ dung dịch muối tăng, các phân tử muối 

bị solvate hóa làm giảm số phân tử nước xung quanh 

bề mặt các phân tử protein tạo điều kiện cho các bề 

mặt kỵ nước tiến đến gần nhau và kết tủa (Lê Phan 

Thùy Hạnh & Trần Quyết Thắng, 2017).  

Như vậy, kết quả xác định hiệu suất thu hồi, màu 

sắc, độ hòa tan cho thấy rằng điều kiện tách chiết 

trong pepsin trong thời gian 24 giờ cho hiệu suất thu 

hồi collagen cao nhất và có màu sắc và độ hòa tan 

tốt nên được chọn là thông số tối ưu cho quá trình 

chiết tách collagen từ da cá lóc bằng pepsin. 

3.6. Thành phần amino acid của collagen từ 

da cá lóc 

Kết quả thành phần amino acid được trình bày 

trong Bảng 6. 

Bảng 6. Thành phần amino acid của collagen 

chiết tách bằng pepsin từ da cá lóc 

STT 
Thành phần 

amino acid 

Hàm lượng                          

(đơn vị/1.000 đơn vị) 

1 Alanine 123 

2 Arginine 57 

3 Aspartic acid 40 

4 Cystein 1 

5 Glutamic acid 95 

6 Glycine 336 

7 Histidine 8 

8 Hydroxyproline 83 

9 Isoleucine 6 

10 Leucine 17 

11 Lysine 25 

12 Methionine 22 

13 Phenylalanine 15 

14 Serine 40 

15 Threonine 24 

16 Tryptophan 0 

17 Tyrosine 2 

18 Valine 15 

19 Proline 121 

20 Imino acid * 204 

Ghi chú : (*) imino acid bao gồm hydroxyproline và 

proline. Kết quả được tính theo số amino acid/1.000 

amino acid tổng số. 
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Thành phần amino acid của collagen từ da cá lóc 

tương đối giống với collagen loại I của các loại da 

khác. Nhìn chung, glycine chiếm phần lớn trong 

tổng số phần trăm amino acid. Và đặc điểm đặc 

trưng nhất của collagen là có hàm lượng glycine rất 

cao ≥ 30% (Ogawa et al., 2003). Kết quả Bảng 6 cho 

thấy glycine là amino acid được tìm thấy nhiều nhất 

trong collagen từ da cá lóc là 336 (đơn vị/1.000 đơn 

vị) chiếm 33,6% trong tổng số amino acid. Và 

glycine là amino acid cần thiết trong cấu trúc xoắn 

3 của collagen (Regenstein & Zhou, 2007). Kết quả 

này cao hơn so với nghiên cứu collagen loại I từ da 

cá chép là 33,2% (Duan et al., 2009) và da cá chẽm 

là 33,1% (Sinthusamran et al., 2013). Ngoài ra, 

collagen từ da cá lóc bao gồm các loại amino acid 

khác như proline, alanine, hydroxyproline và 

glutamic acid tương tự như collagen từ các loài khác 

(Bae et al., 2008; Wang et al., 2008). Bên cạnh đó, 

kết quả nghiên cứu còn cho thấy không phát hiện 

tryptophan trong collagen từ da cá lóc. Hàm lượng 

các imino acid (proline và hydroxyproline) trong 

collagen có mối liên hệ chặt chẽ đến cấu trúc của 

collagen. Hàm lượng imino acid của collagen từ da 

cá lóc là 204 (đơn vị/1.000 đơn vị) cao hơn da cá 

chép là 190 (đơn vị/1.000 đơn vị) (Duan et al., 

2009). Hàm lượng imino acid trong collagen càng 

nhiều thì cấu trúc xoắn của collagen càng ổn định. 

3.7. Phổ FTIR (Fourier Transformation Infra 

Red) 

Quang phổ hồng ngoại (phổ FTIR) giúp nhận 

diện các nhóm chức năng có trong phân tử collagen. 

Phổ FTIR của mẫu collagen từ da cá lóc được trình 

bày ở Hình 5. 

 

Hình 5. Phổ FTIR của collagen từ da cá lóc

Mẫu collagen thu nhận được có phổ FTIR trong 

bước sóng tại vùng có amide A (3445,26 cm-1) Vùng 

amide A thể hiện sự hình thành liên kết hydro liên 

quan đến nhóm –NH trong liên kết peptide và được 

tìm thấy trong khoảng bước sóng 3400 – 3440 cm-1 

(Muyonga et al., 2004). Amide B (2927,06 cm-1), 

amide I (1650,11 cm-1) đóng vai trò quan trọng cho 

cấu trúc thứ cấp của protein với sự dao động kéo dài 

của nhóm cacbonyl trong peptide (1600 – 1660 cm-

1). Amide II (1551,55 cm-1) và Amide III (1239,45 

cm-1) phát sinh dao động uốn cong của nhóm –NH 

và dao động kéo căng của liên kết –CN amide II dao 

động trong bước sóng từ khoảng 1.500 cm-1 và 

amide 3 trong khoảng 1320 – 1220 cm-1. Theo 

Muyonga et al. (2004), bước sóng ở vùng amide III 

có liên quan đến cấu trúc xoắn bặc 3 của mẫu 

collagen. Từ dữ liệu đã phân tích phổ FTIR, 

collagen từ da cá lóc có đầy đủ các nhóm chức năng 

của collagen loại I. 

4. KẾT LUẬN  

Da cá lóc được xử lý loại lipid bằng cách ngâm 

trong dung dịch butyl alcohol 10% trong thời gian 

là 72 giờ. Sau đó, chiết tách collagen được thực hiện 

với pepsin 0,45% trong 24 giờ tạo ra collagen có 

chất lượng tốt nhất và hiệu suất thu hồi cao nhất. 
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