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MỞ ĐẦU 

 

Lutein (C40H56O2) và zeaxanthin (C40H56O2) là một trong những chất 

màu tự nhiên (mã số: E161b) đã được Cục quản lý Thực phẩm và Dược phẩm (FDA) ở 

Canada, Úc, New Zealand và Bộ Y tế Việt Nam công nhận là an toàn và cho phép sử 

dụng trong công nghiệp thực phẩm, mĩ phẩm, dược phẩm. Đây là một loại sắc tố 

carotenoit có màu vàng - cam thường có trong nhiều loài thực vật, đặc biệt là có trong 

cánh hoa Cúc vạn thọ (Tagetes erecta L.) với hàm lượng khá lớn. 

Lutein là hoạt chất có hoạt tính bảo vệ mắt và da khỏi tác hại của bức xạ khả 

kiến có năng lượng cao, ngăn ngừa một số bệnh về mắt ở người cao tuổi (thoái hóa 

điểm vàng, đục thủy tinh thể), giảm nguy cơ mắc chứng xơ vữa động mạch và một số 

bệnh ung thư, cải thiện khả năng nhận thức, năng lực ngôn ngữ và trí nhớ ở người cao 

tuổi. Do ánh sáng tập trung chủ yếu ở điểm vàng nên đây là nơi dễ bị tổn thương nhất. 

Lutein và zeaxanthin, với chức năng chống oxy hóa, đã giúp bảo vệ sự toàn vẹn của 

điểm vàng ở mắt. Thoái hóa điểm vàng là bệnh gây mù lòa và không điều trị được, 

nhưng có thể phòng bệnh hiệu quả bằng một chế độ dinh dưỡng giàu lutein và 

zeaxanthin. Cơ thể con người không thể tự tổng hợp được lutein và zeaxanthin, do đó 

việc bổ sung các sản phẩm chứa lutein và zeaxanthin là cần thiết. 

Lutein và zeaxanthin cũng có nhiều trong vi tảo; trong nhiều loại thực phẩm như 

lá đinh lăng, quả gấc, cải xoăn, rau bina, ... nhưng hầu hết các sản phẩm lutein và 

zeaxanthin trên thế giới đều được chiết xuất từ nguồn nguyên liệu cánh hoa Cúc vạn thọ 

(Tageles erecta L.). Xu hướng thế giới cũng như tại Việt Nam đang tìm kiếm và sử dụng 

các hợp chất phòng ngừa và chữa trị các bệnh có nguồn gốc thiên nhiên. Lutein và 

zeaxanthin chiết tách từ cánh hoa Cúc vạn thọ (Tageles erecta L.) là sản phẩm hợp chất 

thiên nhiên có hoạt tính sinh học và dược lý cao.  

Mặc dù lutein và zeaxanthin có dược tính cao nhưng kích thước phân tử lớn và 

khó tan trong nước nên khó hấp thụ khi đưa hai chất này vào trong cơ thể. Một giải pháp 

khắc phục nhược điểm đó là giảm kích thước phân tử các hoạt chất đến kích cỡ nano để 

tăng khả năng hấp thụ cũng như tăng hoạt tính sinh học của lutein và zeaxanthin.  

Việc nghiên cứu tách chiết và tinh chế lutein và zeaxanthin ở Việt Nam cho mục 

đích dược dụng chưa được quan tâm nghiên cứu. Nguồn nguyên liệu hoạt chất này chủ 
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yếu là do nhập khẩu từ các nước khác. Gần đây, có một số công trình nghiên cứu triển 

khai liên quan tới việc chiết xuất cao chiết giàu lutein và zeaxanthin từ hoa Cúc vạn thọ 

ở Việt Nam để bào chế thực phẩm chức năng. Tuy nhiên, chưa có công trình nào liên quan 

tới việc sản xuất chế phẩm lutein và zeaxanthin đạt tiêu chuẩn dược điển Mĩ từ hoa Cúc vạn 

thọ. Hướng nghiên cứu tạo hệ phân tán nano của lutein và zeaxanthin vẫn còn mới.  

Mục tiêu của luận án là nghiên cứu chiết tách, tinh chế lutein và zeaxanthin từ 

cây Cúc vạn thọ một cách có hệ thống để thu được sản phẩm đạt tiêu chuẩn dược điển 

Mĩ và bào chế ra hệ phân tán kích thước nano của lutein, zeaxanthin nhằm định hướng 

cho các hướng ứng dụng trong dược phẩm ở Việt Nam. Hy vọng kết quả nghiên cứu đạt 

được trong luận án sẽ là cơ sở cho những nghiên cứu sâu hơn, rộng hơn của những đề 

tài liên quan đến ứng dụng của lutein và zeaxanthin. 

Nội dung nghiên cứu của luận án là: (1) lựa chọn nguyên liệu và phương pháp sơ 

chế, bảo quản nguyên liệu Cúc vạn thọ; (2) tinh chế được lutein đạt tiêu chuẩn dược điển 

Mĩ để nâng cao giá trị khoa học cũng như giá trị thực tiễn của sản phẩm lutein; (3) phân 

lập được lutein và zeaxanthin có độ tinh khiết cao nhằm chủ động chất chuẩn phân tích 

trong các phòng thí nghiệm, khắc phục tình trạng khan hiếm chất chuẩn lutein, 

zeaxanthin tại Việt Nam; (4) đánh giá độc tính cấp, độc tính bán trường diễn và độ ổn 

định của lutein; (5) bào chế được lutein “tan” có tính ổn định cao nhằm tăng sinh khả 

dụng của lutein qua đường uống.  
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CHƯƠNG 1: TỔNG QUAN 

1.1. LUTEIN VÀ ZEAXANTHIN 

Lutein có công thức phân tử C40H56O2 là một loại hoạt chất carotenoit, cấu 

trúc mạch cacbon C40 gồm 8 đơn vị isoprene chứa 2 vòng 6 cạnh ở mỗi đầu 

phân tử và mạch chính polyen gồm nhiều nối đôi liên hợp, tạo ra nhiều đồng 

phân khác nhau, đồng thời với 2 nhóm hoạt động hidroxyl gắn ở 2 đầu tạo 

tính năng oxy hóa cho phân tử (hình 1.1). Lutein trong tự nhiên thường tồn tại ở cấu 

hình all-trans [1]. Lutein là sản phẩm sau khi thủy phân cao chiết cánh hoa Cúc vạn thọ 

(Tagetes erecta L.) [2, 3]. Cao chiết sau khi thủy phân chứa khoảng 80,0 % carotenoit, 

trong đó có hơn 74,0 % lutein và ít hơn 8,5% zeaxanthin (hình 1.1), một đồng phân 

thường đi cùng với lutein [4, 5].  Bảng 1.1 trình bày công thức phân tử, tên gọi, các tính 

chất vật lý cơ bản của lutein và đồng phân zeaxanthin. 

 

 

Zeaxanthin 

Hình 1.1. Cấu trúc của lutein và zeaxanthin 

Lutein và zeaxanthin là hai đồng phân, chỉ khác nhau ở vị trí của một liên kết đôi 

và cấu hình tuyệt đối của một nhóm hydroxyl. Trong quá trình chiết tách, tinh chế, hai 

hợp chất này luôn đi cùng với nhau. Lutein và zeaxanthin có cùng vai trò sinh học nên 

dạng hỗn hợp này không làm giảm hoạt tính của sản phẩm. Hàm lượng hoạt chất của 

sản phẩm được hiểu là hàm lượng tổng của hai hợp chất. Trên thực tế, hỗn hợp này có 

thể được gọi tên theo hoạt chất chiếm tỷ lệ lớn là lutein hoặc gọi là lutein và zeaxanthin. 

Trong khuôn khổ của luận án, thuật ngữ lutein được sử dụng thay cho hỗn hợp lutein và 

zeaxanthin. 
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Bảng 1.1. Công thức phân tử và tính chất vật lý của lutein và zeaxanthin 

Lutein 

CAS Number  127-40-2 

Công thức phân tử C40H56O2 

Khối lượng phân tử 568,87 g/mol 

Tên gọi  (1R,4R)-4-{(1E,3E,5E,7E,9E,11E,13E,15E,17E)-18-

[(4R)-4-Hydroxy-2,6,6-trimethyl-1-cyclohexen-1-yl]-

3,7,12,16-tetramethyl-1,3,5,7,9,11,13,15,17-

octadecanonaen-1-yl}-3,5,5-trimethyl-2-cyclohexen-1-ol 

Phân lớp Xanthophyll 

Trạng thái rắn Bột hoặc tinh thể có màu từ da cam đến đỏ 

Nhiệt độ nóng chảy  190 oC 

Zeaxanthin 

CAS Number  144-68-3 

Công thức phân tử C40H56O2 

Khối lượng phân tử  568,87  (g/mol) 

Tên gọi  (1R,1'R)-4,4'-[(1E,3E,5E,7E,9E,11E,13E,15E,17E)-

3,7,12,16-Tetramethyl-1,3,5,7,9,11,13,15,17-

octadecanonaen-1,18-diyl]bis(3,5,5-trimethyl-3-

cyclohexen-1-ol) 

Phân lớp Xanthophyll 

Trạng thái rắn Bột hoặc tinh thể có màu từ da cam đến đỏ 

Nhiệt độ nóng chảy  215 oC 

Lutein là hợp chất kém phân cực nên không tan trong nước nhưng tan trong các dung 

môi hữu cơ. Cụ thể, khả năng hòa tan lutein trong một số dung môi hữu cơ lần lượt là: 

hexan (20 mg/L), axetonitril (100 mg/L), metanol (200 mg/L), etanol (300 mg/L), axeton 

(800 mg/L), etyl axetat (800 mg/L), diclometan (800 mg/L), THF (8000 mg/L), … [6]. 

 Phân tử lutein có 10 nối đôi liên hợp nên hấp thụ mạnh tia tử ngoại và ánh sáng 

xanh (hấp thụ cực đại ở 445 nm và 473 nm), do đó lutein ở dạng bột có màu đỏ cam và 

ở dạng dung dịch có màu vàng cam. So với zeaxanthin (có 11 nối đôi liên hợp), các cực 

đại hấp thụ (λmax) của lutein thấp hơn khoảng 4 - 6 nm [4, 6]. 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=127-40-2&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=VN&focus=product
http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=144-68-3
https://www.google.com.vn/search?q=lutein+iupac+id&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKsorzTU0shOttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqwySwsSkxUyUwDDKfePNwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjx4cyTkLzRAhXHq5QKHVjdA8MQ6BMIwAEoADAc
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Lutein rất nhạy với axit và chất oxy hóa nhưng lại bền vững với kiềm. Với cấu trúc 

phân tử chứa chuỗi polyen liên hợp và nhóm hydroxyl ở hai đầu phân tử, lutein dễ bị 

oxy hóa bởi oxy không khí, phản ứng với các tác nhân axit, bị phân hủy bởi ánh sáng, 

bị đồng phân hóa từ dạng all-trans thành dạng cis dưới tác dụng của nhiệt, dẫn đến sự 

giảm hoạt tính của lutein [7, 8, 9]. Vì vậy, trong quá trình tiến hành nghiên cứu, lutein 

phải được hạn chế tiếp xúc với ánh sáng, nhiệt độ cao, … để tránh làm phân hủy lutein. 

Trong các mô động - thực vật lutein có khả năng liên kết với các axit béo, lipit, 

lipoprotein tạo thành các cấu trúc bền vững hơn so với dạng lutein tự do.  

1.1.1. Nguồn gốc lutein trong tự nhiên 

Bảng 1.2. Hàm lượng lutein trong một số loài thực vật 

STT Mẫu khô Hàm lượng lutein  TLTK 

1 Cánh hoa Cúc vạn thọ 9 ‰ [29] 

2 Cải bó xôi 640 µg/g [30, 31] 

3 Rau thài lài 1100-1200 µg/g [32] 

4 Cải xoăn 1310 µg/g [33] 

5 Vi tảo 24 mg/L [34] 

6 Gạo 900 µg/g [35] 

7 Ngô (phần lõi) 39 µg/g [36] 

9 Bí ngô  65,6 ± 9,7 µg/100g  [37] 
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Cây lạc tiên 2346,3 ± 1292,9 µg/g  

[38] Lá 672,9 ± 402,7 µg/g 

Đọt non 214 ± 117,9 µg/g 

11 Hoa ly 245,61 ± 5,12 µg/g [39] 

12 Múi mít  37,02a µg/100 g [40] 

15 Cỏ viola 3 màu 896 µg/100g [41] 

Nguồn lutein tự nhiên có nhiều nhất là trong hoa Cúc vạn thọ (CVT) [2] và nhiều loài 

thực vật khác trong tự nhiên như tảo, trà, cây cỏ, hoa quả và rau xanh [10-16]. Lutein trong 

các loại rau xanh ăn lá được coi là nguồn quan trọng bổ sung lutein từ thực phẩm [17].  

Nhiều nhà nghiên cứu đã cố gắng thiết lập cơ sở dữ liệu của carotenoit bao gồm 

lutein trong các loại rau, trái cây. Những dữ liệu này giúp ích cho việc ước tính các chế 
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độ ăn uống chứa lutein, cung cấp cơ sở cho các nghiên cứu dịch tễ học về mối liên hệ giữa 

lượng lutein và nguy cơ các bệnh mãn tính [18-22]. Một số nguồn lutein được đưa ra trong 

bảng 1.2. Hàm lượng lutein khác nhau tùy thuộc vào từng loài, bộ phận thu hoạch, môi 

trường cây phát triển, điều kiện bảo quản và phương pháp xử lý, nghiên cứu [23-28]. 

1.1.2. Hoạt tính của lutein 

1.1.2.1. Hoạt tính của lutein đối với chức năng của mắt 

Lutein và zeaxanthin là hai carotenoit duy nhất có trong võng mạc của mắt, còn 

các carotenoit khác thì chỉ có chứa trong huyết tương và trong các tổ chức khác của cơ 

thể. Lutein và zeaxanthin có vai trò tạo nên màu vàng của điểm vàng võng mạc, là nơi 

thu nhận các tín hiệu ánh sáng và giúp chúng ta nhìn thấy được mọi vật thể [42]. Một số 

thử nghiệm in vitro, trên mô hình động vật, thử nghiệm lâm sàng hoặc các nghiên cứu 

dịch tễ học đã được tiến hành để đánh giá hiệu quả tiềm năng bảo vệ của lutein chống 

lại tổn thương thần kinh võng mạc, thoái hóa điểm vàng liên quan đến tuổi, đục thủy 

tinh thể v.v… [43-47]. Hoạt tính nổi bật nhất của lutein là khả năng bảo vệ mắt khỏi 

thoái hóa điểm vàng liên quan đến tuổi tác và tác động của tia UV. Hiệu quả của việc 

bổ sung lutein và zeaxanthin đã được chứng minh lâm sàng cho thấy lutein và zeaxanthin 

đóng vai trò làm bộ lọc ánh sáng có bước sóng ngắn, ngăn ngừa và làm giảm các gốc tự 

do trong tế bào biểu mô sắc tố võng mạc và vành mạch, do đó có lợi cho chức năng thị 

giác. Các nghiên cứu chỉ ra rằng bổ sung 10 mg lutein và 2 mg zeaxanthin (không có β-

caroten) hàng ngày trong thời gian 5 năm có thể giảm 10-25% nguy cơ tiến triển bệnh 

thoái hóa điểm vàng [48, 49].  

1.1.2.2. Hoạt tính chống oxy hóa và bắt giữ gốc tự do 

Một số nghiên cứu in vitro [49-52] đã xác nhận rằng lutein là một chất bắt giữ gốc 

tự do hiệu quả từ hidro peoxit (H2O2), anion supeoxit và các gốc tự do khác, chẳng hạn 

như gốc tự do hidroxyl, gốc tự do lipit, gốc tự do 1,1-diphenyl-2-picrylhidrazyl, cation 

và 2,2-azinobis-3 etylbenzothiazoline-6-sulfonic. Lutein cũng được xác định là một tác 

nhân bảo vệ quan trọng cung cấp khả năng chống oxy hóa, ngăn ngừa sự tổn thương 

màng tế bào, ức chế hoạt động của peoxit hóa lipit và phản ứng Fenton [30]. Khả năng 

quét gốc tự do của lutein phụ thuộc vào nồng độ lutein [52]. Nồng độ lutein ức chế hiệu 

quả 50% (IC50) lần lượt có giá trị là 7,54; 3,54 mg/mL đối với các gốc tự do 2,2-

diphenyl-1-picrylhidrazyl; 2,2-azobis-3-etylbenzothiazolin-6-sulphonic. Lutein có thể 

quét gốc peoxinitrit, gốc nitơ dioxit và có thể bảo vệ DNA, protein và lipoprotein.  
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1.1.2.3. Hoạt tính chống ung thư 

Thử nghiệm in vitro [52] cho thấy lutein có hoạt tính ức chế tế bào ung thư gan 

người Hep3B trong giai đoạn G (0)/G (1) của chu kỳ tế bào và gây hoại tử tế bào hoặc 

apoptosis. Thử nghiệm trên mô hình chuột Wistar cho thấy lutein có khả năng ức chế 

ung thư gan gây ra bởi dietyl nitro amin. Lutein chiết tách từ vi tảo Chlorella vulgaris 

[53] thể hiện hoạt tính kháng tế bào ung thư ruột kết HCT116 với giá trị IC50 là 

40,31±4,43 mg/mL. Thử nghiệm trên mô hình chuột đang điều trị dimetyl hidrazin đã 

chứng minh lutein có khả năng chống lại ung thư ruột kết thông qua điều tiết các hoạt 

động tăng sinh của K-ras, protein kinaza B và protein β-catenin trong các khối u. Các 

kết quả thử nghiệm lâm sàng gợi ý rằng một chế độ ăn uống giàu lutein cùng với 

carotenoit khác có thể làm giảm nguy cơ của nhiều loại ung thư như ung thư tuyến tiền 

liệt, ung thư buồng trứng biểu mô, ung thư nội mạc tử cung và ung thư cổ tử cung hoặc 

ung thư vú [54-59].  

1.1.2.4. Các hoạt tính khác 

Bảng 1.3 đến bảng 1.6 giới thiệu tóm tắt các chức năng sinh học đã được chứng 

minh khác của lutein như: điều trị bệnh tiểu đường và các bệnh liên quan; chống viêm và 

kháng sinh; bảo vệ tim mạch. 

Bảng 1.3. Hiệu quả của lutein đối với bệnh tiểu đường và các bệnh khác 

Mô hình Chức năng TLTK 

Tiểu đường trên chuột 

Wistar  

Ngăn chặn các tác động do bệnh tiểu đường gây 

ra như: rối loạn sinh hóa, mô học và sự thay đổi 

ở võng mạc 

[60] 

Streptozotocin gây tiểu 

đường trên chuột   

Ngăn chặn sự phát triển và tiến triển của đục thủy 

tinh thể 
[60] 

Tế bào lympho từ chuột 

tiểu đường 

Ngăn chặn áp lực oxy hóa, ức chế hoạt tính của 

NF-kB gây ra bởi nồng độ đường cao. 
[61] 

Bệnh nhân không tăng 

sinh võng mạc tiểu 

đường 

Cải thiện thị lực, tăng độ nhạy cảm tương phản, 

giảm độ dày hố mắt 
[62] 

Streptozotocin  gây ra 

tiểu đường C57BL/6 

chuột 

Ngăn chặn sự oxy hóa cục bộ trong võng mạc 

bệnh nhân đái tháo đường. 

Ngăn chặn suy giảm độ dày của plexiform bên 

trong lớp hạt nhân và số lượng tế bào hạch. 

[63] 
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Bảng 1.4. Hoạt tính kháng viêm của lutein 

Mô hình Cơ chế TLTK 

Lipopolysacarit (LPS) - kích 

thích dòng tế bào đại thực 

bào chuột RAW 264,7 

Giảm biểu hiện của các enzym tổng hợp 

oxit nitơ ở cả mức độ mRNA và protein 
[64] 

LPS - liên quan đến đại thực 

bào 

Ức chế sự hoạt hóa của NF-kB và tăng hoạt 

tính oxy hóa của gen PTEN 
[65] 

Đồng dạng cụ thể của 

polymeaza DNA động vật có 

vú 

Ức chế polymeaza DNA β và λ của động 

vật có vú  
[66] 

Các tế bào biểu mô dạ dày 

AGS 

Ức chế hidro peoxit gây ra hoạt tính của 

NF-κB và IL-8  
[67] 

Bảng 1.5. Hiệu quả kháng virus của lutein 

Mô hình Cơ chế TLTK 

Ổn định HBV-sản xuất các tế 

bào của nguyên bào gan 

HepG2 2.2.15  

Ức chế sự bài tiết của HBsAg, ức chế hoạt 

động của HBV, ức chế sao chép HBV  
[68] 

Một nhóm gồm 279 cư dân 

Hawaii 

Giảm nguy cơ nhiễm virus u nhú ở người 

qua đường hậu môn 
[69] 

Bảng 1.6. Tác dụng bảo vệ của lutein về bệnh tim mạch 

Mô hình Chức năng TLTK 

Nhóm 63257 đàn ông và phụ 

nữ Trung Quốc 
Giảm nguy cơ nhồi máu cơ tim cấp [70] 

Động mạch chủ của lợn 

Guinea 

Ngăn ngừa tích tụ cholesterol, giảm oxy 

hóa LDL và các cytokine viêm nhiễm 
[71] 
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1.1.3. Ứng dụng của lutein 

1.1.3.1. Trong dược phẩm  

Lutein có tác dụng chống oxy hóa, hấp thụ gốc tự do và tia tử ngoại, làm giảm 

nguy cơ xơ vữa động mạch, giúp duy trì sức khỏe tim mạch, ngăn ngừa ung thư [72]. 

Lutein là carotenoit chủ yếu ở điểm vàng, giúp cải thiện khả năng truyền tin qua khe kết 

nối trong võng mạc, cần thiết cho quá trình xử lý hình ảnh và sự phát triển của thần kinh 

thị giác [73]. Lutein chiếm đến 66 – 77 % lượng carotenoit hình thành não bộ của người, 

có chức năng quan trọng trong việc phát triển và kích thích khả năng học hỏi, sự hình 

thành cảm xúc và ghi nhớ của trẻ em, cải thiện tình trạng suy giảm chức năng nhận thức 

ở người cao tuổi [74]. Lutein đã được đưa vào sữa cho bé, thuốc bổ cho người cao tuổi.  

Lutein có tác dụng làm giảm nguy cơ mắc bệnh tim mạch, ngăn ngừa một số dạng 

ung thư (như ung thư vú, cổ tử cung, …) do khả năng chống oxy hoá khá tốt. Phụ nữ có 

nồng độ lutein trong máu ở mức cao thì khả năng ung thư vú giảm 88 % [75].  

Lutein là chất ức chế sự tắc nghẽn mạch máu, viêm khớp, giảm đau viêm xương 

khớp và tàn tật ở 16 triệu người Mỹ [76]. Viện Y học Quốc gia Hoa Kỳ đã phát hiện ra 

những người có nồng độ lutein trong máu cao (khoảng 70%) ít có khả năng bị viêm 

khớp đầu gối và các mô liên kết khác. 

Lutein làm giảm các rối loạn mắt như thoái hóa điểm vàng, đục thủy tinh thể, 

bệnh võng mạc, ... Ở người, lutein tập trung ở điểm vàng của mắt, da, vú và mô cổ tử 

cung. Lutein được coi là một vi chất dinh dưỡng cần thiết cho thị lực bình thường [77, 

78] và được sử dụng chủ yếu trong các sản phẩm chăm sóc mắt nhằm giảm mệt mỏi thị 

giác, giảm tỷ lệ mắc các bệnh về mắt.  

1.1.3.2. Trong thực phẩm  

Lutein được phép sử dụng làm chất màu trong chế biến thực phẩm (mã số E161b). 

Lutein ở dạng chế phẩm hòa tan trong nước được sử dụng để nhuộm vỏ ngoài cho giò 

chả, các bán thành phẩm từ thịt gà, sữa chua, bánh nướng, kẹo, nước giải khát, nước ép 

trái cây, ngũ cốc điểm tâm, các sản phẩm từ sữa, trứng, thực phẩm cho trẻ sơ sinh và trẻ 

mới biết đi, chất béo, dầu, nước thịt, nước sốt và súp hỗn hợp [79]. Theo quy định của 

EU, Canada, Úc, New Zealand, … lutein có thể được sử dụng với mức 0,5 - 2 mg/ngày [80].  
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1.2.3.3. Trong mỹ phẩm  

Lutein được sử dụng để chống nếp nhăn và bảo vệ da khỏi tác hại của tia cực tím. 

Lutein và lutein este dễ dàng thâm nhập vào da và cho hiệu quả chống nắng tốt [81]. 

Một số chế phẩm kem chống nắng công thức thảo dược chứa lutein este chiết suất từ 

Tagetes erecta L. đã được sản xuất [82].  

1.1.3.4. Trong chăn nuôi  

Lutein được dùng để làm chất phụ gia trong chế biến thức ăn nuôi cá cảnh, thức 

ăn cho gia súc và gia cầm để tạo màu vàng cho da gà và lòng đỏ trứng, …   

1.2. CHI CÚC VẠN THỌ 

Tên tiếng Việt: Cúc vạn thọ. 

Tên tiếng Anh: Marigold. 

Tên khoa học: Tagetes spp. 

Họ: Cúc (Asteraceae) 

Chi CVT (Tagetes L.) có khoảng 60 loài cây thân thảo một năm và lâu năm trong họ 

Cúc [83]. Chúng có nguồn gốc tại khu vực kéo dài từ tây nam Hoa Kỳ qua Mêxicô và 

về phía nam tới khắp Nam Mĩ.  

 

Hình 1.2. Hoa Cúc vạn thọ (Tagetes L.) 

Các loài khác nhau có kích thước cao từ 0,05 - 2,2 m. Chúng có các lá lông chim 

màu xanh lục với hoa có màu từ trắng, vàng kim, da cam, vàng tới gần như đỏ, đường 

kính khoảng 0,1 tới 4 - 6 cm. Tán lá của CVT có mùi thơm như xạ và hăng, mặc dù các 

giống, thứ sau này được tạo ra là không có mùi. Cây hoa CVT sinh trưởng nhanh, tốt 

trong điều kiện ánh sáng đầy đủ. Cây chịu nóng tốt. CVT rất dễ trồng bằng cách tách 
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bụi, gieo hạt hay nhân giống bằng chồi; ngọn cây trồng bằng chồi mầm thường nhỏ, 

không cao và mau ra hoa. Cây CVT không kén đất trồng, thích hợp nhất là đất thịt nhẹ, 

nhưng nếu là đất cát pha, đất sét pha, đất có lẫn sỏi đá, v.v… cây hoa này vẫn sống được. 

Điều đòi hỏi là đất phải cao ráo, đủ ẩm và không úng nước. Đất nhiễm phèn và nhiễm mặn 

cũng không trồng được CVT. 

Trên thế giới, CVT chia ra làm ba loài nguyên và loài lai sau đây [83]:  

 Loài Cúc vạn thọ châu Phi (African Marigold) hay CVT châu Mĩ (American 

Marigold). Tên khoa học là Tagetes erecta L., tiếng Anh gọi là African Marigold. Đây 

thường là giống vạn thọ cây cao nhất và hoa cũng to nhất.  Đáng kể nhất hiện nay là loài 

hoa kép, to, nở tròn xoe không chồi gọi là Ánh Nguyệt (Moonlight), cây cao chừng 40 

cm và mọc dày khít nhau. Trổ hoa sớm như là các giống vạn thọ lai. Cây làm bồn cảnh 

hay cắt cành cắm hoa rất đẹp. 

Cúc vạn thọ Châu Phi cũng có hoa kép to và cây cao khoảng 50-70 cm, hạt đem 

gieo thường cho nhiều hoa màu sắc khác nhau, lẫn lộn từ cam đến vàng, vàng kim, vàng 

chanh, vàng bơ. Tên gọi chung là Gold-n Vanilla, thường được trồng trong chậu cảnh 

hay bồn hoa để trang trí. Các loài khác của giống này đáng kể ra là Tuổi Vàng (Golden 

Age), cây cao hơn 75 cm và Doublon, cây cao đến 1,50 m và hoa rất to, có đường kính 

12,5 cm. 

 Loài Cúc vạn thọ Pháp [84]. Tên khoa học là Tagetes patula L., tiếng Anh gọi 

là French Marigold. Loài này thường hấp dẫn hơn loài cúc ở châu Phi, hoa cũng nhỏ 

hơn. Hoa có đủ màu, đủ kiểu, dân chúng Âu Mĩ thường trồng giống hoa đơn, một 

lớp cánh hoa dài, có cồi. Giống Oai Vệ (Majestic) cao khoảng 30 cm, hoa vàng 

đơn, cánh sọc nâu hay sọc màu gõ đỏ, cồi vàng. Loài Janie cao chừng 20 cm hoa có ba 

màu được ưa thích là vàng, đỏ lửa và vàng kim, nhưng cũng còn có màu gỗ đỏ, màu 

cam đậm, màu quýt tiều đỏ son, hay lẫn lộn nhiều màu. Loài lùn Naughty Marietta, chỉ 

cao 25 cm, hoa đơn, cánh bên trong điểm vết nâu. Loài Mắt Cọp (Tiger eyes), cao 30-

35 cm là một Vạn thọ lạ vì lẽ cánh đơn đỏ huyết ở viền bìa ngoài hoa, còn bên trong nở 

như là Cúc vàng cam. Loài Nữ Hoàng (Queen series) hoa nở tựa hoa trà mi, hải đường, 

cây lùn 25-30 cm, v.v. Cùng như mọi loài CVT Pháp khác, ở những vùng có khí hậu 

nóng, cây có thể cao hơn 60 cm như giống Kỳ Hoa Sọc Đỏ (Striped Marvel) thân cao 

75 cm, hoa màu sọc đỏ. 
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Loài Cúc vạn thọ lá nhỏ. Tên khoa học là Tagetes tenuifolia. Hoa đơn cánh, có 

cồi và nhỏ 1-2 cm. Loài hay trồng ở Âu Mĩ là StafireMix, lá thơm mùi chanh bưởi, nhất 

là khi trời nóng nực. 

Loài lai. Loài lai Antigua Yellow là loài CVT vàng tươi, hoa kép to có đường 

kính 7-8cm, ở nước ta được trồng ở làng hoa Gò vấp. Cây mọc khít và cao 30-50 cm. 

Loài lai Inca Hybrid hoa kép có đường kính 10-13 cm, cây cao 50-70 cm chịu nhiệt độ 

đến 39-40 ºC. Giống tam nhiễm lai triploid, thuộc nhóm F1 là giống phối hợp cây lùn 

của Vạn thọ Pháp và hoa kép to của Vạn thọ Châu Phi, chịu được lạnh và nóng. 

Hiện nay, có hai loại CVT được trồng phổ biến ở nước ta là CVT Pháp, hay CVT 

lùn (Tagetes patula L.) và CVT châu Phi (cũng có tên thường gọi là CVT cao; tên khoa 

học là Tagetes erecta L.). CVT Pháp thường gọi là CVT có cuống hoa màu vàng sẫm, 

giống hoa Nhật, cánh hoa vừa có màu vàng thẫm lại vừa có màu vàng nhạt. CVT châu 

Phi, hoa vàng nghệ và vàng hoàng yến (Tagetes erecta L.). Bên cạnh việc chơi hoa và 

trang trí, cây CVT còn được sử dụng như một dược phẩm chữa bệnh. Lá và hoa được 

dùng trong điều trị các bệnh về đường tiêu hóa, kích thích tuần hoàn máu.  

CVT là loài thực vật rất thích hợp với các vùng có khí hậu nhiệt đới và hiện đang 

được trồng nhiều ở Peru, Ấn Độ, Mexico, Trung Quốc, Thái Lan, ... để cung cấp nguyên 

liệu cho công nghiệp tách chiết, tinh chế lutein [83]. CVT cũng sinh trưởng rất tốt và có 

thể được trồng quanh năm ở nhiều địa phương của nước ta. 

Cánh hoa CVT châu Phi (Tagetes erecta L.) là nguồn nguyên liệu lutein tự nhiên 

lý tưởng cho việc thu nhận lutein este do chứa hàm lượng carotenoit khá cao (khoảng 

1,6 % trọng lượng khô) và gần như tinh khiết (trên 95 % carotenoit là lutein este, còn 

lại là dạng đồng phân zeaxanthin este [85]. Ngoài thành phần chính là lutein este, 

zeaxanthin este, hoa CVT còn chứa một lượng nhỏ hơn antheraxanthin, flavoxanthin, 

cryptoxanthin, β-caroten và khoảng 11 loại carotenoit khác [86]. Do vậy, cần phải loại 

bỏ các tạp chất trong cánh hoa CVT để thu được lutein. 

1.3. MỘT SỐ PHƯƠNG PHÁP CHIẾT TÁCH VÀ TINH CHẾ LUTEIN 

Thành phần chính trong cao chiết CVT (oleoresin) là lutein este.  Lutein este là 

một dẫn xuất của lutein, có một hoặc nhiều chuỗi axit béo liên kết với lutein thông qua 

các nhóm hidroxyl ở hai đầu của lutein. Các este béo trong CVT chủ yếu là lutein 

dipalmitat. Ngoài ra, còn có lutein dimyristat, lutein palmitat stearat, lutein myristat 

palmitat, lutein distearat và một lượng nhỏ lutein myristat stearat. Cao chiết CVT chứa 
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hơn 80 % là carotenoit tổng số, trong đó lutein chiếm 70 -78 %, zeaxanthin (2-9 %) và 

một số carotenoit khác. Các công bố khoa học cũng cho thấy, cao chiết chứa sáp (14 %) 

và axit béo (1 %) [85] nên cần phải loại các tạp chất này trong quá trình chiết tách và 

tinh chế lutein. 

 

Hình 1. 3. Cấu tạo phân tử của lutein este [85]. 

Lutein dưới dạng este bền, khi vào cơ thể con người chỉ bị thủy phân một phần 

thành dạng tự do rồi mới được hấp thụ vào huyết thanh. Vì vậy, để tạo ra những chế 

phẩm lutein bổ sung cho con người, sau khi thu được oleoresin cần thủy phân lutein este 

để thu được lutein tự do [87]. Như vậy, nguyên tắc chung điều chế lutein tự do từ hoa 

CVT (Tagetes erecta L.) là: sơ chế, bảo quản nguyên liệu hoa CVT → tiền xử lý nguyên 

liệu hoa CVT → chiết xuất cao chiết giàu lutein este bằng (hệ) dung môi thích hợp → 

thủy phân cao chiết để chuyển lutein este thành lutein tự do → kết tinh, tinh chế → xử 

lý bảo quản → tinh thể lutein có độ tinh khiết cao. 

1.3.1. Tiền xử lý nguyên liệu hoa Cúc vạn thọ 

Tiền xử lý CVT nhằm mục đích tăng hiệu quả chiết lutein este, giảm thời gian và 

số lần chiết. Các tác nhân được sử dụng trong quá trình xử lý thường là dung dịch kiềm 

loãng hoặc dung dịch axit loãng. Cả hai loại tác nhân này đều có tác dụng bẻ gẫy mạch 

dài của xenlulo và lignin có trong bột hoa CVT. Điều này dẫn tới quá trình chiết lutein 

este sau đó được diễn ra dễ dàng hơn.  

Sujith và cộng sự [88] nghiên cứu tiền xử lý hoa CVT tươi với dung dịch NaOH 0,5% 

(0,125 M, pH 8,5) trong 48 giờ tại nhiệt độ phòng. Tỷ lệ cánh hoa/dung dịch ngâm 1/1. 

Bolanos và cộng sự [89] dùng enzym thương mại nồng độ 0,05 (±0,01 %, w/v) và 

endo-1,4-β-D-glucanaza để tiền xử lý CVT. Enzym được trộn với cánh hoa khô tỷ lệ 

1:12 (w/v) và giữ nhiệt độ khoảng 28 °C. Bột hoa sau khi được xử lý với enzym được 

chiết bằng n-hexan với tỷ lệ 1/6 (w/v) ở nhiệt độ 35 °C trong 15 phút. Kết quả cho thấy 
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chỉ mất 4 phút chiết, 96 % xanthophyll được thu hồi, trong khi nếu không xử lý enzym 

phải mất 10 phút và hàm lượng cao chiết cao nhất chỉ 29,3 (±0,1) g. 

 Halagur và cộng sự [90] tiền xử lý cánh hoa CVT tươi bằng NaOH (0,5 %, pH 

8,5), axit citric (1 %, pH = 4) và visco enzym (0,2 %, pH = 4,5). Tỷ lệ hoa/dung dịch 

tiền xử lý là 1/1, w/w. Kết quả việc tiền xử lý mẫu cho thấy, độ ẩm của mẫu giảm từ 19 

% đối với các mẫu không xử lý, xuống 6,25; 5,04 và 3,83 % tương ứng đối với các mẫu 

xử lý bằng NaOH, axit citric và enzym, dẫn tới thời gian sấy mẫu cũng giảm từ 25h 

xuống còn 10h đối với các mẫu tiền xử lý. Hiệu quả chiết màu và khối lượng cao chiết 

tăng đáng kể.  

Phương pháp xử lý nguyên liệu bằng enzym cho hiệu quả khá cao nhưng phương 

pháp xử lý phức tạp, về phương diện kinh tế, chi phí tốn kém. Các phương pháp tiền xử 

lý đơn giản hơn (như ủ tươi, xử lý bằng kiềm, axit), mặc dù cho hiệu suất sản phẩm thấp 

hơn, nhưng xét về khía cạnh thực tiễn, có thể áp dụng hiệu quả hơn. Do vậy, ba loại tác 

nhân tiền xử lý là NaOH, H2SO4 và axit citric được khảo sát, đánh giá trong luận án này. 

1.3.2. Các phương pháp chiết tách lutein este 

1.3.2.1. Chiết bằng dung môi thông thường 

Levy [91] ngâm bột hoa CVT khô trong dung môi hexan (8/ l, L/kg) ở nhiệt độ 

phòng. Tách lấy dịch chiết, cô đuổi dung môi để thu cao chiết chứa lutein este. Thêm 

isopropanol vào cao chiết ở nhiệt độ phòng để loại bỏ các tạp chất không thuộc nhóm 

xanthophyll. Sản phẩm sau đó được cô quay chân không để loại bỏ isopropanol. Kết quả 

thu được cao chiết chứa 69% lutein este trong đó tỷ lệ đồng phân trans-lutein/cis-lutein 

là 90/10. 

Boonnoun và cộng sự [92] chiết bột cánh hoa CVT với quy trình như sau: 100 g 

bột hoa CVT khô được chiết với 500 mL n-hexan trong bình 1 L, trong 4 giờ ở 40 °C.  

Sau khi chiết, hỗn hợp được để yên 20 phút cho kết tủa lắng xuống. Keo tủa được loại 

bỏ, thành phần carotenoit trong dịch n-hexan được cô quay chân không ở 40 °C. Cao 

chiết được làm khô triệt để bằng sấy chân không tại 30°C trong 8 giờ, bảo quản cao chiết 

ở -20 °C.  

Nhóm nghiên cứu của Vechpanich & Shotipruk [93] chiết 10 mẻ bột hoa CVT, 

mỗi mẻ 100 g nguyên liệu. Với mỗi mẻ, sử dụng 500 mL n-hexan chiết ở 40 °C trong 4 

giờ. Dịch chiết được bay hơi dung môi bằng cô quay chân không ở 40 °C, 15 phút. Cao 
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chiết tiếp tục được làm khô 2 giờ trong tủ hút chân không (30 °C). Kết quả mỗi 100 g 

bột hoa CVT thu được 10 g cao chiết khô. 

Wang và các cộng sự [94] chiết 24 kg bột hoa CVT 4 lần với n-hexan theo tỷ lệ 

1:4 (w/v). Gom dịch chiết, thu hồi dung môi bằng cô quay chân không ở 40 °C. Kết quả 

được 772 g cao chiết, chiếm 3,2 % nguyên liệu. 

Sáng chế US 8425948 B2 [95] đưa ra một phương pháp chiết lutein este kết hợp 

với thủy phân cao chiết. Bột hoa CVT (100 g) được đồng nhất trong hỗn hợp 1000 mL 

tetrahidrofuran (THF) và 250 mL etanol chứa KOH 10 % ở nhiệt độ phòng. Độ pH bằng 

12 được duy trì trong suốt quá trình chiết. Sau khoảng 2 giờ, lutein este bị thủy phân 

hoàn toàn, hỗn hợp phản ứng được lọc lấy cặn rắn, sau đó hoàn tan trong 1000 mL THF. 

Dịch hòa tan được lọc bỏ cặn và thu dịch lọc, dung môi của dịch lọc được loại bỏ bằng 

cô quay chân không ở 40 °C. Cao chiết khô được hòa vào 700 mL nước và cồn thực 

phẩm (tỷ lệ 1/1, v/v) trong vòng 10 phút. Ly tâm và rửa cặn rắn 2 lần đến khi pH bằng 

7. Chất rắn được tiếp tục rửa bằng 100 mL etanol, ly tâm, làm khô bằng phương pháp 

sấy chân không tại nhiệt độ phòng. Kết quả thu được 2 g tinh thể lutein màu vàng, với 

hàm lượng lutein khoảng 70 %.  

Hojnik và các đồng sự [96] chiết bột CVT khô (< 0,315 mm, độ ẩm 5,15 % w/w) 

trong bình 3 cổ với dung môi n-hexan; nhiệt độ 40 °C; tỷ lệ dung môi/nguyên liệu 5 

L/kg; tỷ lệ dung dịch KOH/nguyên liệu 3,75 L/kg và nồng độ KOH trong etanol là 5 % 

(w/v). Kết quả, 80 % tổng lutein trong nguyên liệu ban đầu được chiết chỉ trong thời 

gian 4 phút. 

Ruen-ngam và các đồng sự [97] đã chiết lutein este trong vi tảo Chlorella 

sorokiniana MB-1 (hàm lượng lutein tổng khoảng 5,21 mg/g). Theo đó, THF cho hiệu 

suất thu hồi lutein 87,0 % (20 phút) và 99,5 % (40 phút) tại 850 mbar ở 25 °C. Dung 

môi etanol cho hiệu suất thu hồi 86,2 % lutein este ở 450 mbar, 35 °C trong 40 phút. 

Lutein sau khi chiết được ổn định trong dầu olive hoặc dầu hướng dương với chu kỳ bán 

hủy 53,1 và 63,8 ngày. 

Sáng chế US 8425984 B2 của Sethuraman [98] chiết tách zeaxanthin từ quả câu 

kỷ tử như sau: 455,5 g quả câu kỷ tử được cho vào trong nước (1000 mL), ngâm qua 

đêm tại nhiệt độ phòng. Dịch chiết tách bằng phương pháp gạn lọc. Sau đó đồng nhất 

với hỗn hợp dung môi chứa 2000 mL THF và 250 mL etanol KOH  10 %. Dung dịch 

được duy trì ở pH 12. Sau 2 giờ, zeaxanthin este bị thủy phân hoàn toàn. Chất rắn được 

rửa với THF 500 mL. Dung môi được bay hơi dưới áp suất giảm ở 40 °C. Cặn sau đó 



  16 

 

được hòa vào 100 mL hỗn hợp nước/etanol (tỷ lệ 1/1, v/v) trong 10 phút.  Tiếp theo là 

ly tâm để loại bỏ phần dung môi, thu lấy chất rắn. Rửa chất rắn 2 lần cho đến khi pH 

bằng 7. Rửa lần cuối bằng 30 mL etanol, thu được tinh thể zeaxanthin (0,48 g, 75 %). 

1.3.2.2. Chiết siêu tới hạn 

Các nghiên cứu ứng dụng phương pháp chiết kỹ thuật cao cũng được chú trọng 

trong nghiên cứu chiết tách lutein. Điển hình là sử dụng phương pháp chiết siêu tới hạn 

chiết lutein este có độ tinh khiết cao. 

Sujith và các đồng sự [88] chỉ ra rằng chiết siêu tới hạn lutein este từ bột hoa 

CVT cho hiệu quả tốt hơn rất nhiều so với cách chiết bằng dung môi thông thường. Thủy 

phân lutein este cho thấy hàm lượng carotenoit đạt 88 % và lutein đạt 90,7 %. Quá trình 

thủy phân lutein este sử dụng xúc tác lipaza ở 50 °C; pH = 7; nồng độ enzym xúc tác 

0,33. Enzym mất hoạt tính khoảng 25 % sau 8 lần sử dụng tại 50 °C trong khoảng 12 ngày. 

Lutein este được chiết tách từ vi tảo Chlorella vulgaris [97] như sau: 10 gam hỗn 

hợp dung môi và tảo (35/65, w/w) được cho vào xylanh 50 mL của hệ thống chiết siêu 

tới hạn. Tốc độ dòng dung môi 3 mL/phút. Áp suất tối ưu 40 MPa và duy trì nhiệt độ ở 

40 °C. Dung môi là sự kết hợp giữa CO2 siêu tới hạn và etanol. Hiệu suất thu hồi lutein 

cao nhất 52,9 ± 0,02 % và độ chọn lọc 43,1 ± 0,02 %. 

Lutein este được chiết từ Chlorella pyrenoidose [99] bằng phương pháp chiết 

CO2 tới hạn kết hợp với siêu âm ở 27 °C; áp suất 21 MPa; dung môi CO2 1,5 mL/g 

etanol, năng lượng siêu âm 1000 W. Kết quả thu được hàm lượng lutein este cao nhất là 

124,01 mg/100 g nguyên liệu. 

Trong các công bố trên, chiết lutein este bằng phương pháp siêu tới hạn cho hiệu 

quả chiết cao hơn chiết bằng dung môi thông thường, nhiệt độ chiết thấp, làm giảm khả 

năng phân hủy của lutein este. Tuy nhiên, chiết siêu tới hạn khó áp dụng cho quy mô 

lớn hơn, ngoài phòng thí nghiệm. Vì lí do đó, phương pháp sử dụng dung môi thông 

thường được lựa chọn để chiết lutein este từ hoa CVT. 

n-Hexan và THF là hai dung môi được các tác giả sử dụng nhiều nhất để chiết 

lutein este, tuy nhiên THF độc và hiệu quả chiết bằng n-hexan chưa cao. Nhằm tìm kiếm 

dung môi ít độc hại và cho hiệu quả chiết cao để chiết tách lutein este, các dung môi 

khác như metanol, etanol, axeton, n-hexan, etyl axetat được khảo sát trong luận án này.  
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1.3.3. Các phương pháp làm giàu cao chiết chứa lutein este 

Mục đích của quá trình làm giàu cao chiết là loại bỏ các tạp chất như chất béo, dầu, 

muối, epoxit, sáp, … để thu được cao chiết giàu lutein este.  

1.3.3.1. Làm giàu bằng nước 

Nhóm nghiên cứu của Suijth [88] làm giàu cao chiết bằng nước như sau: 18,36 kg 

cao chiết hàm lượng carotenoit 40,02 g/kg cao chiết được đồng nhất với 92 L nước ở 

nhiệt độ 45 °C trong 15 phút. Hỗn hợp được để lắng và lọc bằng lọc hút chân không. 

Cao chiết không tan được chuyển vào bình chứa, lặp lại quá trình rửa với 92 L nước ở 

cùng điều kiện nhiệt độ để loại bỏ thành phần tạp tan trong nước. Cặn lọc với độ ẩm 

khoảng 8 % được thêm vào 36 L etanol. Hỗn hợp được khuấy trong khoảng 10 - 15 phút, 

sau đó để lắng. Gạn lọc thu lấy dịch etanol. Quá trình trên lặp lại 3 lần, thu được 5,24 

kg oleoresin với hàm lượng carotenoit tổng 124,39 g/kg (12,44 % carotenoit), cụ thể 

chứa 79,83% trans-lutein, 4,02% trans-zeaxanthin, 0,23% β-carotene, 0,56% 

cryptoxanthin, 15,36% cis-isome và epoxit, phân tích bằng HPLC. 

1.3.3.2. Làm giàu bằng etanol 

Kuman và các cộng sự [100] làm giàu cao chiết với dung môi là etanol. Các tạp 

chất tan trong etanol được loại bỏ để làm giàu cao chiết chứa lutein este. Theo đó, 2,0 

kg cao chiết hàm lượng carotenoit 51,28 g/kg ở bước trên được đồng nhất với 2L etanol 

ở nhiệt độ phòng trong 10 phút. Hỗn hợp được để lắng và tách lớp. Gạn lọc, thu lấy phần 

cao chiết không tan. Lặp lại quá trình thêm 2 lần với 2L etanol mỗi lần. Kết quả thu 

được 0,672 kg cao chiết với hàm lượng carotenoit 142,8 g/kg tổng (14,28 % carotenoit), 

cụ thể chứa 73,22 % trans-lutein, 4,90 % trans -zeaxanthin, 1,62 % β-carotene, 0,79 % 

cryptoxanthin và 19,38 % cis-isome và epoxit, phân tích bằng HPLC). 

Etanol và nước là những dung môi được các tác giả sử dụng để làm giàu cao chiết. 

Tuy nhiên, etanol và nước đều là các dung môi phân cực, trong khi đó, cao chiết chủ 

yếu chứa lutein este là hợp chất ít phân cực và các phần tạp chất khác như: chất béo, 

dầu, muối, epoxit, sáp, ... nên nếu chỉ dùng một dung môi để làm giàu cao chiết thì hiệu 

quả làm giàu không cao bằng sử dụng hệ nhiều dung môi và thực hiện phương pháp 

chiết lỏng-lỏng.  

1.3.4. Các phương pháp thủy phân lutein este 

Quá trình thủy phân lutein este từ cao chiết hoa CVT có thể thực hiện bằng phương 

pháp hóa học hoặc sinh học. Phương pháp hóa học sử dụng tác nhân kiềm mạnh (thường 
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là KOH) trong ancol hữu cơ (thường là iso propanol hoặc etanol) để cắt đứt liên kết este 

giữa các nhóm –OH trong phân tử lutein với các axit béo. Phương pháp hóa học thường 

phải tiến hành ở nhiệt độ cao nên có thể gây ra sự phân hủy lutein tự do. Do đó, một số 

tác giả nghiên cứu sử dụng phương pháp sinh học, trong đó sử dụng enzym lipaza để 

thủy phân lutein este ở nhiệt độ phòng nhằm hạn chế sự phân hủy hoạt chất. Tuy nhiên, 

phương pháp này hiện nay ít được áp dụng rộng rãi do tính ứng dụng không cao [90]. 

Sau đây là một số công bố thủy phân lutein este tiêu biểu: 

Wang và các cộng sự [94] nghiên cứu thủy phân cao chiết bằng KOH với các bước 

như sau: 772 g cao chiết được hòa tan trong isopropanol (1:1.5, w/v) thêm KOH 15 % 

(5:3, v/v), khuấy ở 70 °C trong 6 giờ trong môi trường N2. Sản phẩm thủy phân được 

phân tán trong nước (1:3, v/v) và chiết lỏng - lỏng với etyl axetat 3 lần. Gom dịch chiết 

etyl axetat được làm khan với Na2SO4 khan sau đó cô quay chân không. Cao chiết (263,4 

g) tái hòa tan trong n-hexan (1:4, w/v) trong bình tam giác, khuấy ở 40 °C trong thời 

gian 1 giờ, sau đó toàn bộ bình được đặt trong thiết bị đá (1 giờ), cuối cùng đặt hệ trong 

tủ lạnh tại 4 °C trong 20 phút để loại bỏ axit béo và chlorophyll. Quá trình được lặp lại 

3 lần. Sản phẩm cuối cùng được cô quay chân không ở 40 °C, qua đêm thu được 170,2 

g lutein khô. 

Swaminathan và cộng sự [95] tiến hành thủy phân cao chiết bằng cách cho 1 g cao 

chiết hoa CVT hòa tan trong 2 mL etanol tại 75 °C. Thêm từ từ vào hỗn hợp một lượng 

dung dịch KOH 45 %. Hỗn hợp được khuấy trong 1 phút. Sau mỗi giờ lại khuấy một 

lần. Sau phản ứng, hỗn hợp phản ứng được hạ nhiệt độ xuống 65 °C. pH được điều chỉnh 

về 7,0 bằng axit HCl. Thêm vào hỗn hợp phản ứng 50 mL etyl axetat, siêu âm 30 ± 5 

°C, trong 15 phút. Hỗn hợp để lắng và tách hai pha. Thu lấy pha trên là pha etyl axetat 

có màu vàng, giàu lutein tự do. Pha dưới là xà phòng, nước và muối. Thu hồi toàn bộ 

lutein bằng cách chiết một lần nữa với 50 mL etyl axetat kết hợp với siêu âm. Sản phẩm 

được đưa đi phân tích HPLC. Kết quả cho thấy: Thời gian thủy phân tối ưu là 4 giờ, tỷ lệ 

dung dịch KOH/cao chiết oleoresin là 0,5/1(mL/g), nồng độ KOH tối ưu là 40 % (w/v).  

Bolanos và cộng sự [89] dùng 200 g cao chiết hoa CVT thủy phân trong dung dịch 

KOH (nồng độ 45 %) duy trì ở nhiệt độ từ 65 đến 70 °C cho đến khi trên 98 % lutein este 

được chuyển hóa thành lutein tự do. Quá trình thủy phân tiến hành trong 35 phút. 

Joseph và cộng sự [102] đã cải tiến quy trình thủy phân lutein oleoresin bằng dung 

dịch KOH trong nước với sự có mặt của hỗn hợp rượu béo (ancol lauryl) và axit béo 

(axit caprylic capric) để bảo vệ lutein khỏi bị oxy hóa ở nhiệt độ cao như sau: 10 kg 

oleoresin được đun nóng và khuấy ở 45 °C trong 5-10 phút cho đồng nhất. Thêm từ từ 

1,95 kg KOH 95 % trong 3 kg nước và 0,86 kg axit caprylic capric, 4,3 kg ancol lauryl, 

khuấy đều và gia nhiệt ở 80 °C trong 3 giờ. Hiệu suất phản ứng đạt 80,15 %. Phương 
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pháp này tuy không dùng dung môi EtOH và sản phẩm carotenoit thu được có độ tinh 

khiết cao (91,75 % carotenoit tổng số) nhưng phải dùng hỗn hợp axit caprylic capric, 

ancol lauryl và nước với lượng khá lớn, khó có khả năng thu hồi, yêu cầu thiết bị phức 

tạp (ly tâm tốc độ cao). 

Như vậy, đa số phương pháp thủy phân đều sử dụng KOH trong ancol. Tuy nhiên, 

không có sự tương đồng về điều kiện thủy phân lutein este. Nguyên nhân là do các tác 

giả đã sử dụng các dung môi khác nhau (n-hexan, ete dầu mỏ, etyl axetat, …) để chiết 

lutein tự do từ hỗn hợp thủy phân cũng như dùng các phương pháp và kỹ thuật khác 

nhau (TLC, UV-Vis, HPLC) để đánh giá hiệu suất quá trình thủy phân. Vì vậy, việc 

đánh giá lại ảnh hưởng của điều kiện thủy phân đến hiệu suất chuyển hóa lutein este 

thành lutein tự do, từ đó chọn lựa phương pháp thích hợp cho việc thủy phân lutein este 

là cần thiết. 

1.3.5. Phương pháp tinh chế lutein 

Lutein tự do thu được sau quá trình thủy phân cao chiết hoa CVT có độ tinh khiết 

thường đạt dưới 80 % [89, 94, 95, 103], do vậy cần phải kết tinh lại để thu được lutein 

có độ tinh khiết cao.  

1.3.5.1. Tinh chế bằng hệ dung môi nước/etanol 

R. Kumar và các cộng sự [104] tinh chế lutein bằng cách hòa tan 1,135 gam lutein 

89 % trong 760 ml etanol ở nhiệt độ môi trường. Theo đó, thu được 0,5291 g lutein có 

độ tinh khiết 98 % (hiệu suất 51,3 %) và 0,2817 g lutein có độ tinh khiết 92 % (hiệu suất 

25,7 %), tổng hiệu suất thu hồi đạt 77 %. 

Swaminathan [95] tinh chế lutein bằng cách cho lutein thô thu được từ quá trình 

thủy phân hòa tan vào nước, tỷ lệ lutein thô (g)/nước (mL) là 1/8, ở 75 °C, độ pH bằng 

7,0. Lọc loại bỏ dung môi, thu lấy kết tủa màu cam. Tiếp tục rửa kết tủa một lần nữa 

bằng etanol, tỷ lệ lutein thô (g)/etanol (mL) là 1/3, ở 50 °C trong 10 phút. Kết quả thu 

được lutein có độ tinh khiết 90,83 % với hiệu suất thu hồi đạt 76,76 %.  

Bolanos và cộng sự [89] đưa ra phương pháp tách, tinh chế lutein sau quá trình 

thủy phân cao chiết của cánh hoa CVT như sau: 200 g cặn được đồng nhất trong hỗn 

hợp nước cất (700 mL)/etanol (300 mL), tại nhiệt độ phòng trong 30 phút. Hỗn hợp sau 

đó được lọc, loại bỏ dung môi, thu lấy kết tủa màu cam. Rửa kết tủa bằng nước cất cho 

đến khi nước rửa hết màu và pH trung tính. Tiếp tục rửa kết tủa một lần nữa bằng 200 

mL etanol và n-hexan lạnh (0 °C-5 °C). Kết quả thu được tinh thể lutein có độ tinh khiết 

trên 70 %. 
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1.3.5.2. Kết tinh lại bằng diclometan/hexan 

Nhóm nghiên cứu của Frederick Khachik [105] kết tinh lại lutein trong hệ dung 

môi diclometan/n-hexan (1/1, v/v) bằng cách hòa tan lutein 70 % trong 550 ml 

diclometan chứa 1 % trietylamin. Thêm từ từ n-hexan vào hệ cho đến khi hệ trở nên mờ 

đục, giữ ở nhiệt độ từ -20 °C đến -10 °C trong 3 giờ thu được lutein tinh thể. Tinh thể 

được lọc và rửa với 200 ml n-hexan (0 °C). Sau đó sấy chân không ở 50 °C trong 3 ngày. 

Kết quả được lutein có độ tinh khiết 97 %. 

1.3.5.3. Tinh chế bằng THF/Nước 

Frederick Khachik và các cộng sự [106] tiến hành hòa tan 2 g lutein 70 % trong 20 

ml tetrahidrofuran (THF) và 30 ml nước cất để tinh chế lutein. Hỗn hợp được khuấy ở 

nhiệt độ phòng 10 phút. Dung môi được loại bỏ bằng phương pháp ly tâm. Kết tủa lutein 

được lấy ra khỏi dung dịch, tiếp tục rửa kết tủa bằng 20 ml etanol, ly tâm, sau đó sấy 

khô trong chân không tại nhiệt độ phòng thu được 1,2 g lutein đạt độ tinh khiết 97 %. 

1.3.5.4. Kết tinh lại bằng hexan/axeton (80/20) 

Halagur và cộng sự [90] tiến hành cho 25,01 g cao chiết thô hòa tan trong 100 mL 

hệ dung môi n-hexan/axeton (80/20, v/v) tại nhiệt độ phòng 30 phút. Kết tủa của tinh 

thể lutein được lọc, rửa với metanol. Tinh thể màu vàng cam được sấy chân không tại 

nhiệt độ phòng 72 giờ. 

1.3.6. Kết tinh lại zeaxanthin 

Swaminathan [98] cho zeaxanthin (0,48 g, 75 %) hòa tan trong THF (5 mL) và 

nước (10 mL) để kết tinh lại. Hỗn hợp được khuấy ở nhiệt độ phòng trong 10 phút. Chất 

rắn được tách ra bằng ly tâm. Loại bỏ dung dịch, tinh thể zeaxanthin được rửa bằng 5 

mL etanol. Ly tâm và làm khô ở điều kiện chân không trong khoảng 8 giờ ở nhiệt độ 

phòng. Kết quả thu được 0,35 g zeaxanthin. 

Như vậy, sau khi tinh chế, độ tinh khiết của lutein đều được tăng lên đáng kể. Dung 

môi được sử dụng tinh chế lutein thường là hệ hai dung môi, điều này có thể được giải 

thích là do một số dung môi độc lập có khả năng hòa tan tốt lutein nhưng không thể kết 

tinh lại lutein bằng phương pháp hạ nhiệt độ hoặc bay hơi dung môi. Trong các hệ dung 

môi đã công bố, hệ dung môi etanol/nước có tính an toàn cao nhất nhưng thời gian tinh 

chế kéo dài. Với mục đích thu được lutein có độ tinh khiết cao, thời gian tinh chế ngắn, 
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lượng dung môi ít, không sử dụng bất kì dung môi độc hại nào, các nghiên cứu xác định 

dung môi và điều kiện tinh chế sẽ được tiến hành khảo sát trong luận án này. 

1.4. PHƯƠNG PHÁP PHÂN TÍCH LUTEIN VÀ ZEAXANTHIN 

Phân tích lutein và zeaxanthin được thực hiện bằng nhiều phương pháp khác nhau 

với những điều kiện khác nhau tùy thuộc vào nguồn gốc thu nhận lutein từ nguồn thực 

vật khác nhau, chất lượng lutein cũng ảnh hưởng đến việc lựa chọn phương pháp. 

Phương pháp phân tích chủ yếu được sử dụng là HPLC, UV-Vis, LC-MS với các điều 

kiện cụ thể (bảng 1.7). Không thể sử dụng phương pháp GC để phân tích hàm lượng 

lutein do lutein là hợp chất kém bền với nhiệt. 

Theo dược điển Mĩ thì có hai phương pháp chính để phân tích hàm lượng lutein 

và zeaxanthin là UV - Vis và LC [110].  

Bảng 1. 7. Các phương pháp phân tích lutein, zeaxanthin 

 Phương pháp Điều kiện  TLTK 

1 UV-Vis Mẫu được hòa tan trong n-hexan. 

λmax: 474 nm.  

[29] 

2 UV-Vis Mẫu được hòa tan trong dung môi chứa 

axetonitril/metanol/n-hexan/diclometan  

(85/10/2,5/2,5, v/v). 

λmax: 446 nm. 

[96] 

3 UV-Vis Mẫu được hòa tan trong n-hexan. 

λmax: 446 nm.  

[88] 

4 HPLC Cột: C18, λmax: 447 nm. 

Dung môi: n-hexan/etyl axetat (65/35, v/v).  

[29] 

5 HPLC Cột: C-30 YMC 30 Water (250 x 4,6 mm, 5 µm) 

Pha động: metanol/axetonitril (20/80, v/v)  

λmax: 450 nm và 660 nm 

[32] 

6 HPLC Cột: YMC RP-30 (4,6×250 mm)  

Dung môi: THF/metanol (1/9, v/v) 

λmax: 446 nm. 

[97] 
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 Phương pháp Điều kiện  TLTK 

7 HPLC Cột: ZORBAX SB CN (75 mm×4,6 mm, 3,5 µm)  

Dung môi A: 3,153 g/l HCOONH4 trong H2O 

Dung môi B: metanol 

λmax: 446 nm. 

[103] 

8 HPLC Cột: Lichrocart C-18 (30 cm), 

Dung môi A: axetonitril/metanol (9/1, v/v)  

Dung môi B: etyl axetat. 

λmax: 450 nm 

[103] 

9 HPLC Cột: Ultrasphere C18 (250 × 4,6 mm i.d., 5 µm, 

Beckman, Fullerton, CA). 

Dung môi: etanol/diclometan/axetonitril/nước 

(67,5/22,5/9,5/0,5, v/v). 

λmax: 450 nm. 

[107] 

10 HPLC Cột HPLC: C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 μm)  

Dung môi: axetonitril/metanol/nước/etyl axetat 

(70/9,6/0,4/20, v/v).  

λmax: 446 nm.  

[108] 

11 HPLC Cột YMC C30 (150 × 2,1 mm, 3 µm). 

Dung môi: MTBE/etanol (2/8, v/v)  

λmax: 445 nm. 

[109] 

12 LC-MS 

. 

Cột: Lichrocart C-18 (30 cm) 

Dung môi A: axetonitril/metanol (9/1, v/v)  

Dung môi B: etyl axetat 

λmax: 450 nm 

Điều kiện MS: Điện thế 1,6 kV, nhiệt độ buồng ion 

hóa 400 °C. Nhiệt độ bay hơi dung môi 250 °C. 

Quét phổ trong khoảng từ m/z 200 đến 800. 

[98] 
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Bảng 1. 8. Phương pháp phân tích lutein, zeaxanthin theo dược điển Mĩ USP 40 

TT Phương pháp 

phân tích 

Điều kiện 

1 UV-Vis 

Xác định lutein 

tổng 

λmax: 446 nm 

Dung môi: n-hexan/axeton/toluen/etanol (10/7/7/6, v/v) 

Dung dịch gốc: 0,3 mg/ml trong dung môi  

n-hexan/axeton/toluen/etanol (10/7/7/6, v/v) 

Dung dịch mẫu pha nồng độ 3,0 µg/ml từ dung dịch gốc với 

etanol 

2 LC Cột: 4,6 mm x 25 cm, 5 µm  

λmax: 446 nm 

Dung môi pha động: n-hexan/etylaxetat (3/1, v/v) 

1.5. MỘT SỐ BIỆN PHÁP CẢI THIỆN SINH KHẢ DỤNG CỦA LUTEIN DÙNG 

ĐƯỜNG UỐNG 

Nhiều công trình nghiên cứu về dược động học của lutein cho thấy: độ tan thấp, 

chuyển hóa mạnh và thải trừ nhanh là các lý do chính dẫn đến sinh khả dụng (SKD) của 

lutein thấp. Do đó, các biện pháp cải thiện SKD của lutein chủ yếu tập trung là làm tăng 

độ tan, giảm chuyển hóa hoặc sử dụng chất ức chế quá trình chuyển hóa của lutein và 

giảm thải trừ, kéo dài thời gian lưu thông trong đường tiêu hóa của lutein. Để đạt được 

mục tiêu này, các công trình nghiên cứu đã đề cập đến các biện pháp làm thay đổi đặc 

tính vật lý của dược chất (DC) như giảm kích thước phân tử (KTTP) xuống kích cỡ 

nanomet (bào chế hệ nano tinh thể) và tạo dạng bào chế trung gian chứa lutein như hệ 

phân tán rắn, hệ micell, vi nhũ tương, nhũ tương nano, hệ tự nhũ hóa hoặc dạng liên 

hợp. 

1.5.1. Bào chế hệ nano tinh thể 

Nano tinh thể dược chất là tinh thể với kích thước dưới 1 µm, mang đặc tính của 

tiểu phân nano và tinh thể [111], [112]. Tiểu phân nano tinh thể có thể cải thiện độ tan 

và tăng sinh khả dụng (SKD) của DC. Một số phương pháp bào chế nano tinh thể được 

trình bày ở bảng 1.9 [113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120].
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Bảng 1. 9. Một số phương pháp bào chế nano tinh thể 

 TT Phương pháp Nguyên tắc Ưu nhược 

điểm 

 

 

 

 

 

 

 

1 

 

 

Nghiền 

(cả nghiền khô và 

nghiền ướt) 

Sử dụng lực phân chia là lực va chạm, nén 

ép, mài mòn và lực ma sát do tương tác 

giữa tiểu phân với thành buồng nghiền, 

giữa các bi với nhau và giữa tiểu phân với 

tiểu phân. 

Đơn giản, áp dụng được cho cả DC có độ tan thấp hoặc 

không tan. Tuy nhiên, chi phí thiết bị đắt tiền, dễ nhiễm vi 

sinh vật, tạp từ thiết bị mài mòn và hạn chế về kích thước 

buồng nghiền. 

 

 

Nghiền khô 

Sự giảm KTTP trong quá trình nghiền khô 

do ma sát, sự cọ mòn, va chạm và đứt gãy 

của tương tác tiểu phân với tiểu 

phân hoặc tiểu phân với thiết bị. 

Thời gian nghiền kéo dài, năng lượng đầu vào cao gây nóng 

thiết bị và ảnh hưởng đến độ ổn định của DC nhạy cảm với 

nhiệt, các viên bi có thể bị mài mòn do va chạm với thành 

buồng nghiền tạo ra tạp. 

 

Nghiền ướt 

Nghiền ướt là quá trình giảm KTTP 

trong đó tiểu phân rắn được phân tán vào 

môi trường lỏng. 

Được sử dụng nhiều hơn nghiền khô để tránh tác động của 

nhiệt và rút ngắn thời gian nghiền, đồng thời trực tiếp tạo 

ra dạng bào chế. 
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2 

 

 

Đồng nhất        

hóa áp suất cao 

Tiểu phân DC được phân chia bằng cách 

nén qua một khe hẹp dưới áp lực cao trong 

các thiết bị đồng nhất hóa. Lực phân chia 

tiểu phân chủ yếu là lực nén ép và va đập. 

Phương pháp này tạo ra ít tiểu phân kích thước micro, ít 

nhiễm tạp, khắc phục nhược điểm của hai phương pháp 

nghiền và kết tủa, năng suất cao, áp dụng được với DC nhạy 

cảm với nhiệt, có thể thu được nhũ tương nano ít có sự khác 

nhau giữa những lô mẻ, dễ dàng tái sản xuất. Tuy nhiên, 

đòi hỏi số vòng đồng nhất hóa cao và DC nên ở dạng siêu 

mịn. 
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1.5.2. Bào chế hệ phân tán rắn 

Hệ phân tán rắn là hệ phân tán của DC (hoặc ở trạng thái phân tử hòa tan trong 

dạng vô định hình hoặc bán tinh thể) trong một chất mang trơ có khả năng tăng độ tan 

và tốc độ hòa tan của DC ít tan. 

Cơ chế làm tăng tốc độ hòa tan do giảm kích thước tiểu phân (KTTP) đến mức 

độ rất mịn có thể đến mức độ phân tử, tăng tính thấm ướt nhờ sự có mặt chất mang ưa 

nước và chất hoạt động bề mặt. Ngoài ra, do cấu trúc xốp, diện tích bề mặt đặc hiệu tăng 

cũng như thay đổi trạng thái kết tinh của DC sang trạng thái vô định hình dẫn đến tốc 

độ hòa tan tăng [121]. 

1.5.3. Bào chế micell 

Micell là một tập hợp của các phân tử chất hoạt động bề mặt phân tán trong một 

dịch huyền phù với kích thước tiểu phân từ 10 đến 100 nm. Đặc tính chức năng của 

micell dựa vào chất hoạt động bề mặt hai đầu, vùng "đầu ưa nước" tiếp xúc với dung 

môi xung quanh, bảo vệ các vùng "đuôi kỵ nước" ở bên trong hạt micell [111]. 

Do có cấu trúc hai đầu, micell là hệ đưa thuốc triển vọng với các DC ít tan và SKD 

thấp. Đầu kỵ nước bên trong đóng vai trò như một kho chứa đối với DC ít tan. Hệ micell 

tăng SKD đường uống của DC do bảo vệ DC khỏi môi trường khắc nghiệt trong hệ 

thống dạ dày, ruột, giải phóng DC một cách kiểm soát ở vị trí đích, kéo dài thời gian lưu 

trong ruột [122]. 

1.5.4. Bào chế vi nhũ tương/ nhũ tương nano 

Vi nhũ tương là các hỗn hợp đẳng hướng quang học, thành phần gồm dầu, nước 

và các chất hoạt động bề mặt. Các DC kỵ nước có thể được hòa tan trong pha dầu của 

vi nhũ tương D/N [123]. 

Hệ nhũ tương nano có ưu điểm ổn định nhiệt động học tốt hơn nhũ tương và nhũ 

tương quy ước, trong suốt, dễ bào chế và có đặc tính riêng vì sử dụng dung môi hòa tan 

cả DC ưa nước và kỵ nước. Hơn nữa, vì kích thước giọt nhỏ, phân tử DC trong nhũ 

tương nano có thể đi qua màng tế bào, dẫn đến tăng nồng độ trong huyết tương và tăng 

SKD [124]. 

Vi nhũ tương có phương pháp bào chế đơn giản được thể hiện trong sơ đồ hình 1.4. 
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Hình 1.4. Sơ đồ bào chế vi nhũ tương 

Trình tự phối hợp các chất trong vi nhũ tương gần như không ảnh hưởng tới sự 

hình thành hệ nhưng đôi khi lại ảnh hưởng đến thời gian hình thành. 

Vi nhũ tương gồm có các thành phần sau: 

Pha dầu: gồm những chất lỏng không phân cực như dầu lạc, dầu nành, dầu hướng 

dương, isopropyl myristat, triglixerit mạch cacbon trung bình, axit oleic, …và các chất 

hòa tan hay đồng tan vào chúng như metanol, terpen, tinh dầu, … 

Pha nước: gồm những chất lỏng phân cực như nước, etanol, propylen glycol và 

những chất dễ hòa tan hay đồng tan vào chúng. 

Chất hoạt động bề mặt: là những chất có khả năng làm giảm sức căng bề mặt phân 

chia pha, qua đó giúp hình thành vi nhũ tương. Một số chất HĐBM hay dùng như natri 

lauryl sulfat, polyoxietylen oleyl ete, cremophor EL2… Trong công thức vi nhũ tương, 

tỷ lệ chất HĐBM cao hơn trong nhũ tương thông thường. 

Một chất HĐBM điển hình là những hợp chất hai đầu, tức là trong phân tử có 

chứa đầu ưa nước và đầu ưa dầu. 

- Đầu ưa nước của chất HĐBM thường được cấu tạo bởi các nhóm chức phân 

cực như nhóm hiđroxyl –OH, carboxyl –COO
-
, sulfat SO4

2-, sunfit SO3
2-. … nên có 

mômen lưỡng cực cao. 

- Đầu ưa dầu thường là gốc hydrocacbon không phân cực hoặc ít phân cực (có 

mômen lưỡng cực thấp). 

Phối hợp các chất thuộc pha 

nước với nhau, phối hợp các chất 

hoạt động bề mặt tan trong nước 

Phối hợp các chất thuộc pha 

dầu với nhau, phối hợp các chất 

hoạt động bề mặt tan trong dầu 

Chất hoạt động bề mặt 

   + Khuấy 

Vi nhũ tương 
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Chỉ những chất HĐBM mà trong phân tử có hai thành phần này không cân bằng 

mới có thể làm giảm năng lượng tự do bề mặt pha, từ đó làm giảm sức căng bề mặt phân 

cách hai pha. Khi cho chất HĐBM vào hỗn hợp pha nước và pha dầu, các phân  tử chất 

HĐBM sẽ tự sắp xếp trên bề mặt hai pha tạo thành cấu trúc tự liên kết có dạng micell 

hình cầu, micell hình ống, micell dạng bản mỏng, hoặc micelll đảo… 

1.5.5. Ưu điểm và nhược điểm của các hệ phân tán 

Theo hướng nghiên cứu cải thiện độ tan của lutein và zeaxanthin, các biện pháp có 

thể áp dụng là bào chế dưới dạng hệ nano tinh thể, hệ tự nhũ hóa, vi nhũ tương, hệ micell 

hoặc hệ phân tán rắn, … [125, 126]. Hệ nano tinh thể có ưu điểm là dễ dàng ứng dụng 

vào thực tiễn, tỷ lệ DC cao, phù hợp với cả DC ít tan trong nước và dầu, dễ dàng ứng 

dụng vào các dạng thuốc rắn dùng đường uống. Nhược điểm của hệ nano tinh thể là chỉ 

thích hợp với DC có độ ổn định cao, không thích hợp để bào chế các DC độc và DC có 

chỉ định điều trị hẹp; hệ nano tinh thể cũng chưa kiểm soát được quá trình giải phóng 

DC, phương thức bào chế phức tạp, … Vi nhũ tương khả năng hòa tan cao và cải thiện 

tính thấm do sự có mặt của các chất hoạt động bề mặt, nhưng lại kém ổn định. Tương 

tự, hệ micell chất hoạt động bề mặt và hệ tự nhũ hóa cũng có khả năng cải thiện độ tan 

và tính thấm do tỷ lệ chất hoạt động bề mặt sử dụng khá cao. Bên cạnh các nhược điểm 

của vi nhũ tương, hệ micell chất hoạt động bề mặt và tự nhũ hóa còn có thể gây kích 

ứng đường tiêu hóa khi dùng đường uống do tỷ lệ chất hoạt động bề mặt cao. Hệ phân 

tán rắn dễ bào chế, tiểu phân DC được phân tán trong hệ chất mang có độ xốp cao do 

đó giải phóng DC nhanh. Hệ phân tán rắn có thể cải thiện độ tan và tốc độ hòa tan đáng 

kể hơn so với phương pháp thay đổi dạng kết tinh của DC, đồng thời hệ phân tán rắn 

còn làm chậm sự tái kết tinh hoặc kết tụ của phân tử DC hoặc cụm phân tử do tương tác 

phân tử và cản trở không gian trong hệ chất mang [127]. Kỹ thuật tạo hệ phân tán rắn 

có thể tạo ra tiểu phân kích thước mịn mà không cần năng lượng đầu vào quá cao [128]. 

Nhược điểm của hệ phân tán rắn liên quan đến độ ổn định nhiệt động học. DC ở dạng 

vô định hình được tạo ra trong hệ phân tán rắn thường không ổn định về mặt vật lý và 

có thể chuyển sang dạng kết tinh trong quá trình bảo quản. Hệ phân tán rắn phải sử dụng 

chất mang với tỷ lệ tương đối lớn mới có thể cải thiện được độ tan và độ hòa tan của 

DC. Hơn nữa, sự có mặt của chất mang có thể ảnh hưởng đến độ ổn định của hệ phân 

tán rắn do đa số các chất mang đều hút ẩm mạnh [129]. Ưu, nhược điểm của từng hệ 

phân tán được trình bày tóm tắt ở bảng 1.10. 
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Bảng 1. 10. Ưu, nhược điểm của các hệ phân tán 

Dạng bào chế  Ưu điểm Nhược điểm 

 

 

 Hệ nano tinh thể 

 

- Cải thiện được tốc độ hòa tan 

so với DC ban đầu. 

- Thích hợp cho dạng bào chế 

dùng đường uống [130, 131]. 

- - Đòi hỏi DC có tính ổn định cao. 

- Không thích hợp với DC độc và 

DC có chỉ định điều trị hẹp.  

- Năng lượng yêu cầu cao. 

- Chưa có sự kiểm soát quá trình 

giải phóng DC. 

 Nhũ tương nano - Kĩ thuật bào chế đơn giản. 

- Khả năng hấp thụ DC cao. 

- Thích hợp cho dạng bào chế 

dùng đường uống. 

- Giá thành thấp. 

- Xu hướng tách pha. 

- Chưa có sự kiểm soát quá trình 

giải phóng DC. 

 

 Micell polyme 

 

- Có thể kiểm soát giải phóng 

DC. 

- Giới hạn trong việc lựa chọn 

polyme thích hợp. 

- Chưa có phương pháp bào chế 

thích hợp để nâng cấp quy mô. 

 Hệ phân tán rắn Tạo kích thước phân tử mịn với 

năng lượng đầu vào thấp. 

- Độ ổn định nhiệt động học kém. 

- Lượng chất mang lớn. 

Căn cứ vào việc phân tích ưu, nhược điểm của các biện pháp đã trình bày ở trên, 

hướng bào chế hệ nhũ tương nano được lựa chọn nghiên cứu trong luận án này. 

P. Niamprem và các cộng sự [129] đã bào chế hệ vận chuyển thuốc tự tạo nano 

nhũ (SNEDDS). SNEDDS được cấu tạo bởi hỗn hợp lexol và emulmetik 900, labrsol và 

tween 80 được xem như dầu, chất hoạt động bề mặt và đồng chất hoạt động bề mặt.  

SNEDDS bào chế được có kích thước 250 nm, độ tan và tính tương tích sinh học qua 

đường uống của lutein tăng lên đáng kể. Tuy nhiên, SNEDDS cho thời gian nhả thuốc 

nhanh hơn 2 lần. 

Frede và cộng sự [132] sử dụng lecithin, tween 20, tochopherol, biozate và 

lactoglobulin để tạo nhũ mang lutein. Pha dầu gồm 2,5 mM lutein, 0,1 mM α-tocopherol 

làm chất chống oxy hóa để ức chế quá trình oxy hóa lutein và 0,01 g /ml lecithin trong 

EtOH/MCT - dầu (50/50, v/v). Pha nước gồm 0,05 g/ml β-lactoglobulin, biozate hoặc 

tween 20 trong nước. Nhũ tương (20 % dầu trong nước (O/W, v/v) được điều chế trong 

ống sẫm màu bằng cách trộn và khuấy 1 ml pha dầu và 4 ml pha nước trong 10 phút với 
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tốc độ khuấy 500 vòng/phút. Nhũ tương được đồng nhất bằng cách sử dụng máy đồng 

nhất siêu âm trong 5 phút.  Kích thước tiểu phân nhũ tương chứa lutein đạt các giá trị từ 

0,26 đến 0,61 μm, nhũ lutein đã cải thiện tính tương thích sinh học của lutein. Hơn nữa, 

sự kết hợp của lecithin, tween 80 và -tochopherol ngăn chặn sự phân hủy của lutein. 

Liu và cộng sự [133] tạo nhũ nano chứa lutein. Lutein được hòa tan trong dietylen 

glycol monoetyl ete  (Transcutol). Lutein trong transcutol (0,2 g trong 19 g) được trộn 

với dầu ngô (1,8 g) và span 20 (3,0 g) ở 80 °C trong bể khô. Pluronic F68 (2,0 g) và 

cyclodextrin (2,0 g) được phân tán trong 72 g nước. Cuối cùng, huyền phù lutein trong 

nước được điều chế bằng cách siêu âm hỗn hợp của lutein (0,2 %), dầu ngô (0,8 %), 

transcutol (19%) và nước (80 %) trong 1,5 phút với thiết bị siêu âm đầu dò. Kích thước 

tiểu phân nhũ nano chứa lutein đạt 91 – 97 nm, độ ổn định KTTP đạt 3 – 4 tuần, độ tan 

của nhũ nano chứa lutein tăng 9,2 lần so với huyền phù lutein.  

Murillo và cộng sự [134] tạo hệ huyền phù nano lutein dầu trong nước bằng cách 

sử dụng công thức chứa 8,4 % d-α-tocopheryl polyetylen glycol succinat, 11,2 % dầu 

(60:40 hỗn hợp caprylic và axit capric), 70,4 % nước, 10 % bột lutein (5 % lutein). Kết 

quả, tạo ra các huyền phù nano có KTTP đạt 254,2 nm và nồng độ lutein cao hơn 2 lần 

so với lutein dạng bột. 

Như vậy, các nghiên cứu bào chế nhũ tương nano lutein đã được nghiên cứu, độ 

tan của nhũ tương nano lutein được cải thiện đáng kể so với lutein dạng bột. Tuy nhiên, 

chưa có nhiều nghiên cứu giảm được kích thước của lutein xuống dưới 100 nm để đạt 

yêu cầu của nhũ tương nano trong dược phẩm [135]. Độ ổn định của nhũ tương nano 

cũng chưa được đề cập đến.  

1.6. TÌNH HÌNH NGHIÊN CỨU Ở VIỆT NAM 

Việc sử dụng CVT để hỗ trợ chữa bệnh từ lâu đã được lưu truyền trong dân gian 

nhưng các nghiên cứu chuyên sâu về thành phần và hoạt tính của các chất trong CVT 

còn tương đối hạn chế. 

Trần Thị Huyền Nga và cộng sự [136] đã nghiên cứu tách chiết lutein este từ mẫu 

cánh hoa CVT thu được hàm lượng lutein este cao nhất là 714 mg/100g bằng dung môi 

n-hexan và cao chiết CVT được phối với cao lá gấc, cao mướp đắng để tạo thực phẩm 

chức năng. 
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Lê Huy Hoàng và cộng sự [137] đã nghiên cứu, sản xuất viên nén thực phẩm chức 

năng chứa lutein điều chế từ cánh hoa cúc vạn thọ có tác dụng tăng cường thị lực cho 

bộ đội hoạt động trong điều kiện thiếu ánh sáng. Các tác giả đã bào chế được 2.000 viên 

nén thực phẩm chức năng dưỡng mắt, thành phần chính là hỗn hợp carotenoit từ thiên 

nhiên, gồm lutein từ cánh hoa cúc vạn thọ và β -caroten từ rau củ quả kết hợp với một 

số dưỡng chất có lợi khác như protein, gluxit, ... Sản phẩm đạt tiêu chuẩn thực phẩm 

chức năng do Bộ Y tế quy định. 

Nhóm nghiên cứu của PGS.TS Hoàng Thị Huệ An [138, 139, 140, 141] đã nghiên 

cứu chiết tách lutein từ CVT. Trước tiên, nguyên liệu hoa CVT (Tagetes erecta L.) được 

tiền xử lý bằng enzym viscozyme nhằm “nới lỏng cấu trúc” dẫn đến tăng cường hiệu 

quả chiết. Tiếp theo, CVT được chiết bằng dung môi n-hexan. Dịch chiết thu được làm 

khan bằng Na2SO4 rồi được cô đuổi dung môi để thu cao chiết. Cao chiết được thủy 

phân bằng hỗn hợp rượu kiềm nhằm giải phóng lutein và zeaxanthin tự do. Sản phẩm 

sau khi thủy phân được tách xà phòng, trung hòa hỗn hợp thu được và kết tinh lutein và 

zeaxanthin bằng nước nóng. Tinh thể tạo thành được lọc, sấy chân không ở 50 °C. Sản 

phẩm thu được được cấp đông ở -20 °C để bảo quản và được sử dụng làm chất màu thực 

phẩm. Lutein đạt độ tinh khiết 92 % được sử dụng cho việc làm màu thực phẩm. 

Mặc dù đã được nghiên cứu khá công phu nhưng nghiên cứu này còn bộc lộ một 

số vấn đề như sau: Chưa nghiên cứu một cách hệ thống từ khâu chế biến sơ bộ nguyên 

liệu đến khâu bảo quản sản phẩm;  Chưa khảo sát các loại dung môi chiết khác ngoài 

dung môi không phân cực n-hexan nên hiệu quả chiết không cao, thời gian chiết lâu 

(lutein thu nhận từ hoa CVT tươi có độ tinh khiết hơn 90 %, tổng số carotenoit hơn 96 

%, hiệu suất thu hồi lutein hơn 52,83 %; còn sản phẩm thu nhận từ bột hoa CVT khô 

chiết bằng Soxhlet có tổng số carotenoit hơn 82%, hiệu suất thu hồi lutein hơn 75 %); 

Chưa nghiên cứu làm giàu cao chiết trước khi tiến hành thủy phân; Chưa nghiên cứu 

phương pháp tinh chế lutein đạt tiêu chuẩn dược điển Mỹ (bảng 1.11). Mục tiêu nghiên 

cứu của tác giả là tách được lutein, ứng dụng sản phẩm làm chất màu thực phẩm, không 

hướng tới mục tiêu ứng dụng làm dược phẩm. 
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Bảng 1.11. Tiêu chuẩn của dược điển Mĩ đối với nguyên liệu lutein [110] 

TT Tên chỉ tiêu Đơn vị Mức chất lượng cần đạt 

1 Hình thức - Tinh thể, màu vàng nhạt đến 

vàng cam đậm 

2 Tổng hàm lượng lutein và 

zeaxanthin 

% kl ≥  80 

3 Hàm lượng lutein % kl ≥ 74 

4 Hàm lượng zeaxanthin  % kl ≤ 8,4 

PGS. TS. Hoàng Thị Huệ An cùng nhóm nghiên cứu cũng đã phát triển sản phẩm 

lutein thành các vi nang [140] tan trong nước bằng phương pháp sấy phun sử dụng vật 

liệu bọc mantodextrin và 1000ml vi nhũ tương lutein [139] ổn định bởi hệ chất nhũ hóa 

tween 80-Span 80 như sau: lutein (0,4%, w/w), dầu nành (1,6 %, w/w), tween 80 (20%, 

w/w), span 80 (10 %, w/w), vitamin E (0,06%, w/w), NATA-MU (0,05 %, w/w), nước 

cất 2 lần (67,94 %, w/w). Sản phẩm vi nhũ tương lutein có hàm lượng lutein là 0,38±0,01 

(%), dư lượng dung môi hữu cơ và kim loại nặng dưới mức cho phép. Sản phẩm bền về 

mặt động học, carotenoid tổng số suy giảm <7,8% sau 30 ngày bảo quản trong bóng tối 

ở - 20 ºC. Sản phẩm được ứng dụng làm chất màu thực phẩm. Tuy nhiên, sản phẩm 

không thích hợp để tạo màu cho các dạng thực phẩm lỏng giàu nước, bảo quản ở nhiệt 

độ phòng với thời hạn sử dụng dài (nước giải khát, nước tăng lực, …) mà chỉ có thể ứng 

dụng đối với một số sản phẩm dạng sệt yêu cầu bảo quản lạnh, thời gian bảo quản ngắn 

(sữa chua, tàu hủ tươi) và thích hợp hơn để tạo màu cho thực phẩm dạng rắn (bánh quy, 

kẹo gum, chả cá, …). 

Các công trình nghiên cứu trong nước về chiết tách, tinh chế lutein còn khá hạn 

chế, hướng nghiên cứu tạo hệ phân tán nano của lutein vẫn còn mới. Vì vậy, kết quả 

nghiên cứu đạt được trong luận án có thể là cơ sở cho những nghiên cứu sâu hơn, rộng 

hơn của những đề tài liên quan ứng dụng của lutein cho dược phẩm.  

1.7. MỘT SỐ KẾT LUẬN RÚT RA TỪ TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

Quá trình tổng quan tài liệu chỉ ra rằng có khá nhiều phương pháp khác nhau để 

chiết xuất, tinh chế lutein và các tác giả trong nước đã nghiên cứu khá công phu, đạt 

được những kết quả khả quan nhưng mới dừng ở phòng thí nghiệm với mục đích sử 
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dụng sản phẩm làm hợp chất tạo màu thực phẩm. Để thực hiện được mục tiêu tinh chế 

được hoạt chất lutein từ hoa CVT, ứng dụng trong dược phẩm, còn cần phải giải quyết 

những vấn đề khoa học như sau: 

 Cần phải nghiên cứu một cách hệ thống từ khâu chế biến sơ bộ nguyên liệu CVT 

đến khâu bảo quản sản phẩm lutein; 

 Cần phải nghiên cứu tinh chế được lutein đạt tiêu chuẩn dược điển Mĩ để nâng 

cao giá trị khoa học cũng như giá trị thực tiễn của sản phẩm lutein; 

 Cần phải nghiên cứu phân lập được lutein và zeaxanthin có độ tinh khiết cao 

nhằm chủ động chất chuẩn phân tích trong các phòng thí nghiệm, khắc phục tình 

trạng khan hiếm chất chuẩn lutein, zeaxanthin tại Việt Nam; 

 Cần phải bào chế được lutein “tan” nhằm tăng sinh khả dụng của lutein qua đường 

uống. 

Chính vì thế, đề tài luận án sẽ tiến hành thực hiện các nội dung như sau: 

- Nghiên cứu một cách hệ thống các phương pháp sơ chế và bảo quản đối với các 

nguồn nguyên liệu khác nhau để đảm bảo chất lượng nguyên liệu; 

- Nghiên cứu xử lý nguyên liệu trước khi chiết để nâng cao hiệu quả quá trình 

chiết; 

- Nghiên cứu một cách hệ thống các loại dung môi chiết khác ngoài dung môi 

không phân cực n-hexan; nghiên cứu làm giàu cao chiết bột hoa CVT trước khi 

tiến hành thủy phân cao chiết; 

- Nghiên cứu kết tinh, tinh chế để được tinh thể lutein bằng các dung môi thân 

thiện môi trường với cách tiến hành đơn giản;  

- Nghiên cứu tìm ra phương pháp bảo quản lutein tinh thể phù hợp, nhằm tránh 

quá trình oxy hóa làm biến đổi, phân hủy lutein; 

- Nghiên cứu phân lập được lutein và zeaxanthin để sử dụng làm chất chuẩn phân 

tích; 

- Nghiên cứu kiểm nghiệm chất lượng lutein theo dược điển Mĩ; đánh giá độc tính 

cấp, độc tính bán trường diễn và độ ổn định của lutein; 

- Bào chế nhũ tương nano lutein.  
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CHƯƠNG 2: THỰC NGHIỆM  

2.1. NGUYÊN LIỆU, HÓA CHẤT, DỤNG CỤ VÀ THIẾT BỊ 

 2.1.1. Nguyên liệu, hóa chất 

Cúc vạn thọ Tagetes erecta L. được trồng tại Nam Định. Hoa được thu hái vào 

tháng 12 năm trước đến tháng 5 của năm kế tiếp, bảo quản trong các điều kiện thích hợp. 

CVT tươi được tách cuống, đài hoa và nhụy, thu lấy phần cánh hoa màu vàng cam. Mẫu 

hoa được giám định thực vật bởi Tiến sĩ Nguyễn Quốc Bình, Viện Hàn lâm Khoa học 

và Công nghệ Việt Nam. 

Các loại hóa chất sử dụng trong nghiên cứu có nguồn gốc từ Mĩ, Châu Âu và 

Trung Quốc. Ngoài ra, nghiên cứu còn sử dụng các loại hóa chất công nghiệp có nguồn 

gốc từ Trung Quốc và Việt Nam. Danh mục nguyên vật liệu, hóa chất được trình bày ở 

bảng 2.1. 

Bảng 2.1. Danh mục nguyên vật liệu, hóa chất sử dụng trong luận án 

STT 
Nguyên vật liệu, hoá 

chất 
Thông số kỹ thuật Xuất xứ 

1 Hoa CVT tươi Hoa tươi màu vàng cam, 

không dập nát 

Nam Định 

Việt Nam 

2 Axit citric  Độ tinh khiết 99 % Sigma Aldrich 

3 Axit citric  Dạng khan Trung Quốc 

4 KOH  Tinh khiết BioExtra 

5 KOH  Hàm lượng KOH ≥ 90 % Hàn Quốc 

6 NaOH Độ tinh khiết ≥ 98 % BioExtra 

7 Etanol Độ tinh khiết ≥ 99,7 % Merk 

8 Etanol thực phẩm Hàm lượng etanol ≥ 96 % Việt Nam 

9 Axetonitril Độ tinh khiết ≥ 99 % Merk 

10 Metanol Độ tinh khiết ≥ 99,7 % Merk 

11 Etyl axetat Độ tinh khiết ≥ 99 % Merk 
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STT 
Nguyên vật liệu, hoá 

chất 
Thông số kỹ thuật Xuất xứ 

12 n-Hexan Độ tinh khiết ≥ 99,5 % Merk 

13 Axeton  Độ tinh khiết ≥ 99,5 % Merk 

14 Chất chuẩn lutein  Tinh khiết phân tích ≥ 98 % Sigma Aldrich 

15 Chất chuẩn zeaxanthin  Tinh khiết phân tích ≥ 95 % Sigma Aldrich 

16 Bộ sắc ký bản mỏng Phủ 1 lớp silica gel 60 Sigma Aldrich 

17 Dung môi HPLC Tinh khiết HPLC Merk 

18 Silica gel  Mesh 230– 400 (40 – 63 µm) Merk 

 

19 

Bộ phụ tùng và cột sắc 

ký HPLC thay thế 

Đạt tiêu chuẩn kỹ thuật của 

nhà sản xuất 

Agilent – Mĩ 

20 Nước cất Tinh khiết PTNTĐ CNLHD 

21 Nước sạch  Đạt độ sạch theo TCVN Việt Nam 

22 Tween 80 Tinh khiết Trung Quốc 

23 Span 60 Tinh khiết Trung Quốc 

24 Các hóa chất khác Tinh khiết Đức, Trung Quốc 

2.1.2. Dụng cụ và thiết bị 

Danh mục dụng cụ, thiết bị sử dụng trong luận án được trình bày ở bảng 2.2. 

Bảng 2.2. Danh mục dụng cụ, thiết bị sử dụng trong luận án 

STT Dụng cụ, thiết bị Thông số kĩ thuật chính Xuất xứ 

1 Cột chiết 
Vật liệu thủy tinh 

Đường kính cột từ 15 mm đến 50 mm. 
Đức 

2 Nhiệt kế Khoảng đo đến 200 °C Trung Quốc 

3 Bơm chân không Độ chân không đến 10 mmHg Đức 

4 
Tủ sấy chân không 

Vacucell 

Dung tích lòng 55 L, nhiệt độ làm 

việc +5 đến 200 °C 
Đức 
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STT Dụng cụ, thiết bị Thông số kĩ thuật chính Xuất xứ 

5 
Tủ sấy quạt gió 

BINDER 

Thể tích: 53 L 

Nhiệt độ max: 300 °C 

Bộ điều khiển với thiết bị cài đặt hẹn 

giờ từ 00 – 99 giờ 

Điều chỉnh tốc độ quạt tải nhiệt, chức 

năng cài đặt thời gian chờ và trì hoãn 

thời gian gia nhiệt. 

Đức 

6 Máy nghiền nguyên liệu 
SHBO SB 100, điện áp 220V, công 

suất 670W. 
Trung Quốc 

7 
Thiết bị sắc ký lỏng 

HPLC  

Model: Agilent 1200 

Cột C18- pha đảo 

Nhiệt độ làm việc đến 50 °C 

Detectorr: DAD 

Mĩ 

8 Máy đo UV-Vis Agilent Bước sóng 200 -800 nm Mĩ 

9 Thiết bị đo LC – MS/MS 

Model: ACQUITY UPLC H-

Class/Xevo TQ MS  

Cột pha đảo ACQUITY UPLC C18 

BEH 130Å, 1,7 µm, 2,1×100 mm  

Mĩ 

10 Máy siêu âm Elmasonic S Đức 

11 Máy đồng hóa  D-160/10 Trung Quốc 

12 
Máy khuấy từ, có gia 

nhiệt 
Gia nhiệt từ 0-400 °C Trung Quốc 

13 Máy cô quay chân không Hãng Buchi Đức 

14 
Hệ thiết bị có khuấy qui 

mô pilot 

Dung tích 500 L, 50 L 

Vật liệu SUS 304 

PTNTĐ 

CNLHD 

15 Các thiết bị khác - 
Việt Nam, 

Trung Quốc 
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 2.2. PHƯƠNG PHÁP THỰC NGHIỆM 

2.2.1. Sơ chế - bảo quản nguyên liệu 

Sơ đồ mô tả quá trình sơ chế - bảo quản nguyên liệu được đưa ra trên hình 2.1. 

 

Hình 2.1. Sơ đồ lựa chọn phương pháp sơ chế cánh hoa CVT tươi. 

CVT tươi được tách cuống, đài hoa và nhụy thu lấy cánh hoa màu vàng cam. Hoa 

tươi được sấy đến vừa khô giòn. Chế độ sấy thích hợp (nhiệt độ, thời gian) được xác 

định bằng phương pháp quy hoạch thực nghiệm từng phần, cụ thể:  

Khối lượng CVT tươi ở mỗi thí nghiệm là 1000 g. 

Phơi mẫu trong bóng râm: Nhiệt độ trung bình trong thời gian phơi là 33 oC. 

Sấy bằng tủ sấy: Tiến hành khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ sấy (từ 35 oC đến 60 

oC) và thời gian sấy (12 giờ đến 48 giờ).  

Sấy ở điều kiện chân không: Áp suất chân không trong quá trình sấy được cố định 

ở 400 mmHg. Tiến hành khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ sấy (từ 35 oC đến 60 oC) và 

thời gian sấy (12 giờ đến 20 giờ). 

CVT tươi sau khi sấy được nghiền thành bột mịn (kích thước 0,2 – 0,5 mm), giữ 

trong bao bì kín, tránh ánh sáng, bảo quản ở -10 °C 

Xác định hàm lượng lutein tổng của từng mẫu bột CVT khô thu được sau khi sấy 

(theo mục 2.2.2), từ đó xác định được chế độ sấy CVT tươi. 
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2.2.2. Xác định hàm lượng lutein tổng trong bột hoa Cúc vạn thọ [29, 142] 

Cân chính xác G (g) mẫu phân tích (khoảng 1g) cho vào bình tam giác, thêm 20 

ml etyl axetat, vặn nút kín. Ngâm mẫu ở nhiệt độ phòng, tránh ánh sáng, thời gian 

khoảng 24 giờ, sau đó lọc lấy dịch. Lặp lại quá trình trên thêm 5 lần với phần bã cho 

đến khi dịch chiết nhận được không có màu. Gộp các dịch chiết lại đem đi xác định hàm 

lượng lutein tổng bằng phương pháp UV-Vis (mục 2.5.1). 

2.2.3. Tiền xử lý nguyên liệu hoa Cúc vạn thọ 

Các bước nghiên cứu được tóm tắt theo sơ đồ hình 2.2. 

 

Hình 2.2. Sơ đồ nghiên cứu ảnh hưởng của tiền xử lý bột CVT khô  

Bột CVT khô thu được sau khi sấy CVT tươi ở điều kiện chân không lần lượt 

được tiền xử lý với NaOH, axit sunfuric và axit citric. Chế độ tiền xử lý (nhiệt độ, thời 

gian, nồng độ tác nhân) được xác định bằng phương pháp quy hoạch thực nghiệm từng 

phần, cụ thể: Tiến hành khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ (từ 30 oC đến 70 oC), và thời 

gian (1 giờ đến 4 giờ) đối với cả 3 tác nhân, tác nhân lần lượt khảo sát, nồng độ NaOH 

(0,1 M đến 0,6 M), H2SO4 (0,2 % đến 1 %), axit citric (0,2 % đến 1 %). 
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Bột CVT (mbột CVT) sau khi tiền xử lý được ngâm chiết 2 lần bằng dung môi etyl 

axetat với tỷ lệ bột CVT/dung môi = 1/10 (g/mL), tại 60 oC, tốc độ khuấy 200 vòng/phút 

trong 6 giờ.  

Xác định khối lượng cao chiết (mcao chiết), hàm lượng lutein tổng trong cao chiết 

bằng phương pháp UV-Vis (mục 2.5.1), tính toán hiệu suất chiết để lựa chọn được tác 

nhân và các điều kiện tiền xử lý tốt nhất. Hiệu suất chiết được xác định như sau: 

Hiệu suất chiết lutein este =  
𝑚𝑐𝑎𝑜 𝑐ℎ𝑖ế𝑡 𝑥 ℎà𝑚 𝑙ượ𝑛𝑔 𝑙𝑢𝑡𝑒𝑖𝑛 𝑡ổ𝑛𝑔 trong cao chiết

𝑚𝑏ộ𝑡 𝐶𝑉𝑇 𝑥 ℎà𝑚 𝑙ượ𝑛𝑔 𝑙𝑢𝑡𝑒𝑖𝑛 𝑡ổ𝑛𝑔 trong 𝑏ộ𝑡 𝐶𝑉𝑇
 × 100, % 

                                               =  
𝑚𝐿𝑢 𝑐𝑎𝑜 𝑐ℎ𝑖ế𝑡 

𝑚𝑏ộ𝑡 𝐶𝑉𝑇 𝑥 ℎà𝑚 𝑙ượ𝑛𝑔 𝑙𝑢𝑡𝑒𝑖𝑛 𝑡ổ𝑛𝑔 trong 𝑏ộ𝑡 𝐶𝑉𝑇
 × 100, % 

mcao chiết: Khối lượng cao chiết thu được, g 

mLu cao chiết: Khối lượng lutein tổng trong cao chiết, mg  

mbột CVT: Khối lượng CVT khô được chiết, gam 

2.2.4. Chiết tách cao chiết giàu lutein từ nguyên liệu cánh hoa Cúc vạn thọ 

Sơ đồ tiến hành thí nghiệm được trình bày ở hình 2.3. 

 

Hình 2.3. Sơ đồ nghiên cứu khảo sát lựa chọn dung môi và các điều kiện chiết 
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100 g bột CVT khô sau khi tiền xử lý được chiết bằng các dung môi chiết khác 

nhau để thu cao chiết chứa lutein este. Các yếu tố ảnh hưởng tới hiệu quả chiết lutein 

este được xác định bằng phương pháp quy hoạch thực nghiệm từng phần, cụ thể: Tiến 

hành khảo sát ảnh hưởng của dung môi chiết (n-hexan, etyl axetat, etanol, axeton, 

metanol), nhiệt độ chiết (từ 30 oC đến 60 oC), thời gian chiết (2 giờ đến 24 giờ), tỷ lệ 

dung môi (ml)/nguyên liệu (g) (từ 8/1 đến 18/1), số lần chiết (1 đến 3 lần), tốc độ khuấy 

(100 đến 300 vòng/phút). 

Xác định khối lượng cao chiết, hàm lượng lutein tổng trong cao chiết bằng 

phương pháp UV-Vis (mục 2.5.1), tính toán hiệu suất chiết nhằm lựa chọn được dung 

môi và điều kiện chiết lutein este từ bột CVT khô tối ưu nhất. 

2.2.5. Làm giàu cao chiết 

Sơ đồ tiến hành thí nghiệm làm giàu cao chiết được trình bày ở hình 2.4. 

 

Hình 2.4. Sơ đồ nghiên cứu quá trình làm giàu cao chiết 

20 gam cao chiết được hòa tan vào dung môi etanol 99,7 %, đun nóng ở 30-70 

°C, cho tan hoàn toàn, thêm từng phần nước cất vào dung dịch. Sau khi thêm nước cất, 
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duy trì nhiệt độ 70 °C trong 20 phút, tiếp tục khuấy cho tan đều cao chiết. Giảm nhiệt 

độ của hệ từ từ về 60 °C được hệ cao chiết phân tán trong dung môi etanol/nước.  

Thêm dung môi ít phân cực (n-hexan/ etyl axetat) vào hệ phân tán cao chiết trong 

etanol/nước. Tiếp tục khuấy rồi dừng khuấy, toàn bộ dung dịch được rót lên phễu, chờ 

phân lớp trong 20 phút. Do tỷ trọng và độ phân cực khác nhau xa nên quá trình phân lớp 

khá nhanh. Thu lấy lớp dịch chiết phía trên chứa lutein este. Pha nước phía dưới được 

rót ra cốc khác. Lớp dưới lặp lại quy trình chiết cho đến khi dung dịch chiết hết màu. 

Dịch chiết được gom lại, cô quay chân không. Cao chiết sau khi làm giàu được cân và 

đo UV-Vis để đánh giá hiệu quả. 

Các yếu tố ảnh hưởng tới hiệu quả làm giàu cao chiết được xác định bằng phương 

pháp quy hoạch thực nghiệm từng phần, cụ thể: Tiến hành khảo sát: tỷ lệ EtOH/H2O 

hòa tan cao chiết, tỷ lệ dung môi/dung dịch cao chiết (7,5/1 đến 15/1, mL/g), nhiệt độ 

chiết lỏng lỏng (từ 30 oC đến 60 oC), thời gian chiết (5 phút đến 20 phút), số lần chiết (1 

đến 2 lần), ảnh hưởng của dung môi chiết (n-hexan, etyl axetat). 

Hiệu suất quá trình làm giàu được tính bằng công thức: 

Hiệu suất làm giàu cao chiết = 
𝑚𝑠𝑎𝑢  𝑥 ℎà𝑚 𝑙ượ𝑛𝑔 𝑙𝑢𝑡𝑒𝑖𝑛 𝑡ổ𝑛𝑔𝑠𝑎𝑢 

𝑚𝑡𝑟ướ𝑐  𝑥 ℎà𝑚 𝑙ượ𝑛𝑔 𝑙𝑢𝑡𝑒𝑖𝑛 𝑡ổ𝑛𝑔𝑡𝑟ướ𝑐
 x 100, % 

mtrước: Khối lượng cao chiết trước khi làm giàu 

msau: Khối lượng cao chiết sau khi làm giàu 

hàm lượng lutein tổngtrước: Hàm lượng lutein tổng trong cao chiết trước khi làm giàu. 

hàm lượng lutein tổngsau: Hàm lượng lutein tổng trong cao chiết sau khi làm giàu. 

2.2.6. Thủy phân cao chiết và tinh chế tinh thể lutein 

Sơ đồ tiến hành thí nghiệm được trình bày ở hình 2.5. 

Thí nghiệm thực hiện như sau: Cân chính xác một lượng cao chiết cho vào bình 

cầu cổ nhám 50 mL. Thêm vào đó V mL dung dịch KOH trong etanol 96°. Lắp sinh hàn 

hồi lưu, đun nóng và khuấy đều hỗn hợp ở 40 - 80 °C trong 20 - 120 phút (trong điều 

kiện tránh ánh sáng). 

Sau khi phản ứng kết thúc, thêm nước cất vào hỗn hợp đến thể tích gấp đôi, lắc 

đều. Lọc, rửa tinh thể lutein tạo thành bằng nước/etanol tỷ lệ 4/6. 

Hiệu suất thủy phân được tính theo công thức: 

Hiệu suất thủy phân (%) = Slutein*100/Slutein este 

Trong đó: 
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Slutein: là diện tích peak lutein tự do (dạng trans và dạng cis) trên sắc ký đồ của 

mẫu sau khi thủy phân (nhận biết peak lutein nhờ mẫu lutein đối chứng; phân biệt các 

peak trans- và cis-lutein dựa vào sự khác biệt về phổ hấp thụ UV-Vis của chúng). 

Slutein este: là tổng diện tích tất cả các peak thu được trên sắc ký đồ khi phân tích 

mẫu oleoresin (tức lutein este) có cùng nồng độ không thủy phân nhưng cũng được chiết 

và phân tích trong điều kiện giống hệt mẫu đem thủy phân. 

 

Hình 2.5. Sơ đồ nghiên cứu thủy phân cao chiết thô và tinh chế tinh thể lutein từ 

cao chiết thô 

Lutein được tinh chế bằng phương pháp kết tinh lại theo quy trình sau: lutein thô 

được hòa tan trong etanol sau đó bổ sung H2O (tỷ lệ thể tích 1/1), ở nhiệt độ 50 °C. Hạ 

nhiệt độ xuống 40 °C để tinh thể kết tinh lại nhanh hơn. Lọc nóng thu lấy tinh thể và rửa 

nhiều lần bằng nước nóng. Tinh thể được sấy bằng tủ sấy chân không ở nhiệt độ 50 °C 

trong 8h. Sản phẩm được kiểm tra hàm lượng lutein bằng HPLC. Cân và đánh giá hiệu 

quả tinh chế lutein.  
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Hiệu suất tinh chế được tính theo công thức: 

Hiệu suất tinh chế = 
𝑘ℎố𝑖 𝑙ượ𝑛𝑔 𝑙𝑢𝑡𝑒𝑖𝑛 đã 𝑡𝑖𝑛ℎ 𝑐ℎế 𝑥 độ 𝑡𝑖𝑛ℎ 𝑘ℎ𝑖ế𝑡 𝑙𝑢𝑡𝑒𝑖𝑛 𝑡𝑖𝑛ℎ 𝑐ℎế

𝑘ℎố𝑖 𝑙ượ𝑛𝑔 𝑙𝑢𝑡𝑒𝑖𝑛 𝑡ℎô 𝑥 độ 𝑡𝑖𝑛ℎ 𝑘ℎ𝑖ế𝑡 𝑐ủ𝑎 𝑙𝑢𝑡𝑒𝑖𝑛 𝑡ℎô 
x 100%, % 

Quá trình tổng thể sơ chế, tiền xử lý, chiết tách, tinh chế lutein từ hoa Cúc vạn 

thọ được tóm tắt theo sơ đồ sau (hình 2.6). 

 

Hình 2.6. Sơ đồ sơ chế, tiền xử lý, chiết tách, tinh chế lutein 

2.2.7. Điều chế chất chuẩn lutein và zeaxanthin phân tích HPLC 

Tiến hành thí nghiệm điều chế chất chuẩn lutein và zeaxanthin phân tích HPLC 

được trình bày ở hình 2.7. 

Các bước tiến hành như sau: 600 mg tinh thể lutein và zeaxanthin sạch (tổng hàm 

lượng 96 % chứa khoảng 90 % lutein và 6 % zeaxanthin) được hòa tan trong dung môi 

etyl axetat (EtOAC), ở 60 °C. Sau đó cô quay với silica gel và chuyển hỗn hợp lên cột 

sắc ký silica gel pha thường, sử dụng dung môi rửa giải n-hexan/EtOAc/dietyl ete 
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(40/10/20, v/v/v) thu được 25 phân đoạn. Trong đó các phân đoạn từ LZ5 đến LZ11 

chứa nhiều lutein được gộp chung. Phân đoạn LZ14 và LZ15 chứa zeaxanthin cao hơn 

trong nguyên liệu đầu gộp chung lại. Phân đoạn LZ5-11 thu được tổng 380 mg và LZ14-

15 thu được tổng 60 mg. 

Phân đoạn LZ5-11 tiếp tục được sắc ký trên cột silica gel pha thường, dung môi 

rửa giải n-hexan/EtOAc/ete (40/5/25, v/v/v), thu được phân đoạn Lu5.2 (290 mg). Dịch 

được cô đuổi dung môi, thu được 260 mg chất sạch LuC có hàm lượng lutein > 95 % 

đạt yêu cầu chất chuẩn HPLC. 

Phân đoạn LZ14-15 tiếp tục được sắc ký trên cột silica gel pha thường, dung môi 

rửa giải n-hexan/EtOAc/ete (4/1/1, v/v/v), thu được phân đoạn Z14.3 (15 mg). Tiếp tục 

được sắc ký với dung môi rửa giải ACN/MeOH (9/1, v/v) trên cột sắc ký pha đảo C18, 

sau đó cô đuổi dung môi thu được 6 mg chất sạch ZC có hàm lượng zeaxanthin > 95 % 

đạt yêu cầu chất chuẩn HPLC. 

 

Hình 2.7. Sơ đồ nghiên cứu phân lập điều chế chất chuẩn lutein và zeaxanthin 
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2.2.8. Xác định điều kiện bảo quản và độ ổn định của lutein 

2.2.8.1. Xác định điều kiện bảo quản lutein 

 Lutein sau khi tinh chế được bao kín, đặt trong môi trường chân không và bảo 

quản bằng các phương pháp khác nhau như: bảo quản dưới ánh sáng tự nhiên; tránh ánh 

sáng ở nhiệt độ môi trường; tránh ánh sáng ở -10 °C. Định lượng lutein theo thời gian 

để xác định điều kiện bảo quản tốt nhất. 

2.2.8.2. Xác định độ ổn định của lutein 

Lutein sau khi tinh chế được bao kín, đặt trong môi trường chân không, tránh ánh 

sáng và bảo quản ở các nhiệt độ khác nhau như: -10 °C, 0 °C, nhiệt độ môi trường 25-30 

°C. Trích mẫu theo thời gian để định lượng lutein bằng phương pháp HPLC. 

2.2.9. Thu hồi và tái sử dụng các nguồn thải trong quá trình chiết tách lutein 

2.2.9.1. Thu hồi và tái sử dụng tác nhân tiền xử lý 

 

Hình 2.8.  Sơ đồ nghiên cứu thu hồi và tái sử dụng tác nhân tiền xử lý 

Dung dịch thải ra sau quá trình tiền xử lý được thu hồi; để lắng qua đêm (hoặc 

sau 4-8 giờ); hút dịch sang thiết bị chứa; kiểm tra nồng độ axit citric theo phương pháp 

chuẩn độ thể tích. Sau đó, được bổ sung thêm axit citric vừa đủ để tái sử dụng trong quá 

trình tiền xử lý tiếp theo.  
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Sau khi tái sử dụng dịch lẫn nhiều tạp hữu cơ, biến màu nên được bổ sung NaOH 

để đưa pH về 7 trước khi chuyển qua làm nước tưới quá trình chế tạo phân bón hoặc rửa 

khu vực chế tạo phân bón. 

2.2.9.2. Tái sử dụng bã chiết CVT làm phân bón 

Bã thải bột CVT (gồm xenlulo, hemixenlulo, lignin, protein, chất béo, ...) sau khi 

loại bỏ hoàn toàn dung môi bằng phương pháp sấy được trộn đều với các loại phân 

chuồng, phân lân hoặc super lân, NPK, ... với tỷ lệ: 7 kg bã bột CVT/3 kg phân 

chuồng/300 g phân lân. 

Hòa chế phẩm kháng nấm Trichoderma (tỷ lệ 1g chế phẩm/kg nguyên liệu) với 

nước tạo dung dịch loãng và phun đều. Quá trình phun có thể kết hợp trong lúc đảo trộn 

nguyên liệu. 

Phun nước đều lên phân để tạo độ ẩm khoảng 50-55 %. Có thể dùng nước xả quá 

trình tiền xử lý bột hoa CVT hoặc nước rửa tinh thể giai đoạn kết tinh để tưới. Sau đó, 

đảo trộn đều, dùng bạt nylon màu tối (xanh đậm, đen) đậy kín. 

Sử dụng kết hợp avoT1 với avoAdd của Phòng Thí nghiệm trọng điểm công nghệ 

lọc, hóa dầu làm tăng tốc độ phân hủy chất hữu cơ và tăng hiệu quả khử mùi trong quá 

trình xử lý bã thải bột hoa CVT.  

Dung dịch avoT1 được pha chế bằng cách hòa tan 100 mL chế phẩm avoT1 với 

4 L nước sinh hoạt đạt tiêu chuẩn, hạn sử dụng dung dịch avoT1 không quá 2 ngày. 

Tương tự với chế phẩm avoAdd, 100 mL chế phẩm avoAdd được hòa tan trong 4 L nước 

sinh hoạt đạt tiêu chuẩn,  hạn sử dụng dung dịch avoAdd không quá 3 ngày. Hỗn hợp 

gồm 100 mL avoAdd kết hợp với 100 mL avoT1 có thể xử lý được 0,5 m3 bã thải bột hoa. 

Phun dung dịch chế phẩm vào khối bã thải bột hoa cần xử lý kết hợp đảo trộn, 

sau đó dùng tấm bạt phủ kín. Sau mỗi 4 ngày, mở tấm phủ, đảo trộn đều, bổ sung lượng 

nước cần thiết bằng cách phun tạo ẩm nhằm tạo độ ẩm tương đương độ ẩm tại thời điểm 

bắt đầu xử lý rồi đậy tấm phủ lại.  

2.3. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU ĐỘC TÍNH CẤP VÀ ĐỘC TÍNH BÁN 

TRƯỜNG DIỄN CỦA LUTEIN 

2.3.1. Nghiên cứu độc tính cấp LD50 

Xác định LD50 của thuốc thử trên chuột nhắt trắng chủng Swiss đường uống bằng 

phương pháp của Litchfield – Wilcoxon,  theo qui định của Bộ Y tế Việt Nam và hướng 



  47 

 

dẫn của Tổ chức Y tế thế giới về đánh giá tính an toàn và hiệu lực của thuốc 

[143,144,145,146,147, 148].  

Nghiên cứu được tiến hành tại Học viện Quân Y và Bệnh viện Quân y 103. 

Chuột nhắt trắng chủng Swiss gồm 50 con chia ngẫu nhiên thành 5 lô, mỗi lô 10 

con. Trước khi thí nghiệm chuột nhịn ăn 12 giờ, cho uống nước bình thường. 

Sau 12 giờ nhịn ăn, cho chuột uống thuốc với mức liều 0,2 mL/10 g thể trọng và 

với các liều tăng dần. Tìm liều cao nhất không gây chết chuột, liều thấp nhất gây chết 

100 % số chuột và các liều trung gian. Chuột được uống thuốc cưỡng bức, thuốc thử 

được đưa thẳng vào dạ dày chuột bằng kim cong đầu tù. 

Liều thực nghiệm được xác định bằng cách ngoại suy liều mẫu thử dùng cho động 

vật thí nghiệm theo quy định của Bộ Y tế (bảng 2.3). 

Bảng 2.3. Bảng ngoại suy liều tương đương giữa các loài [145] 

          Loài ngoại suy 

 

 

 Loài thực nghiệm 

Chuột nhắt trắng Chuột cống Thỏ Chó Người 

Chuột nhắt trắng 1 0,55 0,25 0,15 0,085 

Chuột cống 1,82 1 0,45 0,27 0,15 

Thỏ 4 2,20 1 0,60 0,34 

Chó 6,67 3,67 1,67 1 0,57 

Người 11,76 6,47 2,94 1,76 1 

 

Theo đó, với liều bổ sung 10 mg lutein và 2 mg zeaxanthin hàng ngày để giảm nguy 

cơ tiến triển bệnh thoái hóa điểm vàng [48, 49] thì liều thực nghiệm tối thiểu trên chuột 

nhắt trắng và chuột cống được xác định lần lượt là 2,88 mg/ kg thể trọng/ ngày và 1,68 

mg/kg thể trọng/ngày (giả sử trọng lượng trung bình của người trưởng thành là 50kg). 

Theo dõi tình trạng chung (vận động, bài tiết...) và số lượng chuột chết ở mỗi lô 

trong 72 giờ. Sau đó tiếp tục theo dõi tình trạng chung của chuột đến hết ngày thứ 7 sau 

khi uống thuốc thử lần đầu.  

Tiến hành phẫu tích quan sát tình trạng các tạng ngay sau khi có chuột chết để xác 

định nguyên nhân gây độc. 
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2.3.2. Nghiên cứu độc tính bán trường diễn 

Nghiên cứu độc tính bán trường diễn được thực hiện theo qui định của Bộ Y tế 

Việt Nam, hướng dẫn của Tổ chức Y tế thế giới và hướng dẫn của OECD (Organisation 

for Economic Co-operation and Development) về đánh giá tính an toàn và hiệu lực của 

thuốc [143,144,145,146,147, 148]. 

Nghiên cứu được tiến hành tại Học viện Quân Y và Bệnh viện Quân y 103. 

Chuột cống trắng được chia ngẫu nhiên thành 3 lô, mỗi lô 10 con. Các chuột được 

cho uống thuốc hoặc nước cất liên tục trong 90 ngày, thể tích cho uống là 10 mL/kg thể 

trọng/24 giờ. 

- Lô chứng sinh lý: uống nước cất. 

- Lô trị 1: uống thuốc thử liều 1,68 mg/kg thể trọng/ngày 

- Lô trị 2: uống thuốc thử liều 8,40 mg/kg thể trọng/ngày (liều gấp 5 lần liều lô trị 1).  

2.3.3. Các chỉ tiêu đánh giá 

- Sinh lý - dược lý: theo dõi tình trạng chung, hoạt động, ăn uống, cân nặng của chuột. 

- Huyết học: hồng cầu, hemoglobin, hematocrit, thể tích trung bình hồng cầu, bạch 

cầu, tiểu cầu.  

- Sinh hóa:  nồng độ men gan AST, ALT trong máu, creatinin máu, albumin huyết 

tương, cholesterol toàn phần máu.  

- Mô bệnh học: vào ngày thứ 90, giết chuột, quan sát hình ảnh đại thể gan, lách, 

thận. Kiểm tra ngẫu nhiên cấu trúc vi thể gan, lách, thận của ít nhất 30 % số chuột ở mỗi 

lô. Các xét nghiệm vi thể được thực hiện tại Bộ môn khoa Giải phẫu bệnh – Pháp y, 

bệnh viện Quân y 103. 

Thời điểm xét nghiệm: lấy máu xét nghiệm các chỉ số sinh hóa, huyết học, xác 

định cân nặng của chuột tại 3 thời điểm: xuất phát điểm, 45 ngày, sau 90 ngày uống 

thuốc. Thời gian theo dõi: 90 ngày. 

2.4. CÁC PHƯƠNG PHÁP BÀO CHẾ NHŨ TƯƠNG NANO LUTEIN 

2.4.1. Phương pháp bào chế 

 Sơ đồ tiến hành thí nghiệm được trình bày ở hình 2.9. 
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Hình 2.9.  Sơ đồ nghiên cứu bào chế nhũ tương nano lutein 

Chuẩn bị pha dầu: Hòa tan lutein, chất hoạt động bề mặt ưa dầu trong dầu nành, 

đun nóng đến 60 °C. 

Chuẩn bị pha nước: Hòa tan pectin, chất hoạt động bề mặt ưa nước tan trong nước, 

đun nóng đến 70 °C.  

Phối hợp hai pha, tác động lực gây phân tán sử dụng máy đồng hóa ở tốc độ khảo 

sát để tạo thành nhũ tương thô dầu/nước (D/N). 

Bào chế nano bằng cách siêu âm ở tần số 40 Hz trong khoảng thời gian 3-15 phút. 

Đồng nhất hóa kích thước nhũ tương nano bằng máy đồng hóa D-160 ở 10.000 

vòng/phút trong 2 phút ở 25 oC. 

Bảo quản trong lọ thủy tinh tối màu, nắp kín ở nhiệt độ phòng. Thời gian làm việc 

và thời gian nghỉ để siêu âm được đặt là 5 s và 7 s để chống quá nhiệt. Tuần hoàn nước 

lạnh qua bể chứa giúp ổn định nhiệt độ mẫu từ 30 – 40 oC. 
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 2.4.2. Phương pháp đánh giá 

- Đánh giá kích thước tiểu phân 

Sản phẩm nhũ tương nano được đánh giá về hình dạng và kích thước tiểu phân trung 

bình bằng kính hiển vi điện tử Philips Tecnai 10 microscope và máy NanoPlus HD. 

- Đánh giá độ ổn định 

Bảo quản khoảng 20 ml nhũ tương nano trong lọ thủy tinh tối màu, kín ở 25 oC. 

Đánh giá hình dạng và KTTP nhũ tương nano ở các thời gian xác định bằng cách quan 

sát trên kính hiển vi điện tử. Xác định độ ổn định (DOD) là khoảng thời gian (ngày) khi 

nhũ tương nano đã có sự thay đổi về kích thước so với thời điểm ban đầu. 

2.4.3. Phương pháp qui hoạch thực nghiệm và tối ưu hóa 

- Thiết kế thí nghiệm: Sử dụng phương pháp thiết kế theo mô hình mặt hợp tử tại 

tâm với sự trợ giúp của phần mềm Modde [149] để khảo sát các yếu tố ảnh hưởng tới 

kích thước nhũ tương nano trung bình và độ ổn định của nhũ tương bao gồm: hàm lượng 

tween 80, span 60, pectin với các  mức  khác  nhau. Các yếu tố này gọi là biến độc lập 

hay tham số. Kích thước nhũ tương nano trung bình và độ ổn định của nhũ tương được 

gọi là biến phụ thuộc hay hàm mục tiêu (Y1, Y2).  Sử  dụng  phần  mềm  thiết  kế tối ưu 

Modde để thiết kế thí nghiệm, phần  mềm  đưa  ra  các thí  nghiệm  cần  tiến hành. 

- Tối ưu hóa: Sau khi có kết quả làm thực nghiệm, sử dụng phần mềm Modde để 

phân tích ảnh hưởng các biến độc lập đến hàm mục tiêu bằng việc thiết lập phương trình 

hồi quy bậc 2 về mối tương quan giữa hàm mục tiêu và biến độc lập.  

Ngoài ra, phần mềm còn đưa ra dự đoán điều kiện tối ưu để kích thước nhũ tương 

nano trung bình nhỏ nhất (Y1 = min) và độ ổn định của nhũ tương cao nhất (Y2 = max). 

Sau khi thu được điều kiện tối ưu từ phần mềm, làm lại thí nghiệm để thẩm định kết quả 

tối ưu 

2.5. CÁC PHƯƠNG PHÁP PHÂN TÍCH HÀM LƯỢNG LUTEIN, ZEAXANTHIN 

2.5.1. UV-Vis 

 Các mẫu cao chiết được định lượng lutein bằng phương pháp UV-Vis trên thiết 

bị của hãng Agilent với các thông số kỹ thuật và điều kiện vận hành sau: 
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- Chuẫn bị mẫu: Cao chiết sau khi cô quay loại bỏ hoàn toàn dung môi chiết, G (g) 

pha mẫu trong V (mL) dung môi thích hợp, như n-hexan hoặc etanol. Sau đó pha 

loãng D lần. 

- Chế độ đo Blank: dung môi pha mẫu được cho vào cuvet, đo chế độ Blank với 

mẫu trắng là dung môi n-hexan. 

- Chế độ đo mẫu: thay cuvet dung môi bằng cuvet chứa dung dịch pha mẫu, đo ở 

chế độ quét bước sóng cực đại từ 800 nm xuống 200 nm. 

- Mẫu trước khi đo được pha loãng 8,10 hoặc 20 lần tùy thuộc độ đậm và độ màu của 

chất pha mẫu sao cho độ hấp phụ quang nằm trong khoảng 0,3 đến 0,8 là tối ưu. 

Hàm lượng lutein trong mẫu đo được tính theo công thức: 

 

A: độ hấp thụ quang của mẫu. 

V: thể tích pha mẫu. mL 

D: độ pha loãng 

€: hệ số hấp thụ, dung môi n-hexan: 2500  

G: khối lượng mẫu pha: g 

2.5.2. Sắc ký lỏng 

2.5.2.1. Hệ HPLC Agilent 

Bảng 2.4. Điều kiện sắc kí phân tích lutein, zeaxanthin theo HPLC 

Cột sắc ký RP 18 (250 mm x 4,6 mm x 5 µm) 

Nhiệt độ cột 30 °C 

Pha động Axetonitrile/MeOH(9/1) 

Detector UV-Vis DAD 

Bước sóng (nm) 446 

Tốc độ dòng (mL/phút) 0,5 

Thể tích tiêm (µL) 10 

Nồng độ dung dịch thử (mg/mL) Định lượng 0,2 hoặc 0,1 

Thiết bị sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) của hãng Agilent là hệ thiết bị phân 

tích có sẵn của Phòng Thí nghiệm trọng điểm công nghệ lọc, hóa dầu. Luận án sử dụng 

𝐻à𝑚 𝑙ượ𝑛𝑔 𝑙𝑢𝑡𝑒𝑖𝑛 (𝑚𝑔/𝑔) =
 A ∗  V ∗ D

€ ∗ G
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HPLC để xác định cụ thể số lượng tạp chất và tính toán dựa trên tỷ lệ phần trăm diện 

tích và dựa trên đường chuẩn.  

Các mẫu sản phẩm được định lượng lutein, zeaxanthin bằng phương pháp HPLC 

với các thông số kỹ thuật và điều kiện vận hành được trình bày ở bảng 2.4. 

2.5.2.2. Phương pháp định lượng lutein bằng LC-MS/MS 

- Thiết bị: hệ thống ACQUITY UPLC H-Class/Xevo TQ MS của Waters, USA 

- Phần mềm: MassLynx phiên bản 4.1 

- Cột pha đảo ACQUITY UPLC C18 BEH 130Å, 1,7 µm, 2,1×100 mm.  

- Pha động gồm dung môi A: metanol + 0,1 % axit formic (FA); dung môi B: 

Axetonitrile + 0,1 % FA và dung môi C: nước + 0,1 % FA. 

- Quá trình rửa giải gradient được thực hiện như sau: 0˗1,0 phút, 20 % A, 80 % B; 

1˗3 phút, 2 % A, 98 % B; 3-5 phút, 20 % A, 80 % B. Nhiệt độ cột và mẫu được 

đặt tương ứng ở 35 °C và 28 °C. Thể tích tiêm là 5 µL. 

- Điều kiện MS được tối ưu hóa là: ESI + 

Qua nghiên cứu khảo sát đã đưa ra được các điều kiện để chuẩn bị mẫu phân tích 

và định lượng bằng sắc ký HPLC và LC-MS/MS để kiểm tra hàm lượng lutein và 

zaxanthin như trên. 

Quá trình phân tích HPLC thực hiện tại PTN Trọng điểm Lọc hóa dầu và kiểm 

nghiệm theo tiêu chuẩn dược điển Mĩ tại Trung tâm kiểm nghiệm, Viện thực phẩm chức 

năng.  

Các mẫu cao chiết trong nghiên cứu thủy phân cao chiết giàu lutein được thực hiện 

tại trường Đại học Nha Trang – Khánh Hòa bằng thiết bị HPLC, cột PR18 và hệ dung 

môi MeCN/MeOH/CH2Cl2/H2O. 

Quá trình phân tích LC-MS/MS thực hiện tại trường Đại học Hàng hải Việt Nam. 

2.5.3. Các phương pháp phân tích khác 

- Định tính bằng sắc ký lớp mỏng:  Sử dụng TLC để xác định sự có mặt của lutein 

và zeaxanthin có trong nguyên liệu, kiểm tra vết trong quá trình phân lập để xác định 

phân đoạn có chứa hợp chất nghiên cứu và giúp tìm hệ dung môi thích hợp. 

- Phương pháp trọng lượng: Phương pháp trọng lượng được sử dụng sơ bộ để xác 

định hợp chất toàn phần hay lượng sản phẩm chiết được, xác định hợp chất phân lập qua 

đó tính được hiệu suất của mỗi quá trình. Đây là phương pháp đơn giản, chủ yếu được 

sử dụng để đánh giá hiệu suất chiết và phân lập. 

Hàm lượng hợp chất chiết được xác định theo công thức: 
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Trong đó: 

X: hàm lượng lutein toàn phần trong mẫu  

N: Khối lượng lutein toàn phần chiết được 

m: khối lượng mẫu đem chiết 

Ha: Độ ẩm của mẫu 

- Sắc ký cột 

Sắc ký cột được dùng để tách, tinh chế lutein và zeaxanthin. 

Pha tĩnh silica gel 60, cỡ hạt 40 - 63 µm của Merck hoặc silica gel pha đảo C18. 

Pha động là các dung môi và hệ dung môi thích hợp: n-hexan, etyl axetat, đietyl ete, ... 

- Cộng hưởng từ hạt nhân NMR 

Đo phổ cộng hưởng từ hạt nhật 1 chiều (H1 NMR và 13C-NMR., DEPT) và hai 

chiều (COSY, HMBC, HSQC) trong dung môi CDCl3, CD3OD tại Viện Hóa học - Viện 

Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam.  

- Phương pháp nhận dạng lutein và zeaxanthin trong nguyên liệu 

Đối tượng nghiên cứu là chất đã biết cấu trúc. Dữ liệu chuẩn dùng để nhận dạng 

chất nhằm cung cấp thông tin hồ sơ nhận dạng chuẩn. Việc nhận dạng chất dựa vào: 

- So sánh phổ của chất phân tích với phổ chất chuẩn trong cùng một điều kiện. 

- So sánh thông tin phổ, dữ liệu hóa lý, hằng số vật lý của chất với tài liệu khoa học 

hoặc thông tin đã công bố. Tập hợp các dữ liệu chuẩn đó có thể khẳng định hợp chất là 

đúng đối tượng nghiên cứu. 

Các phương pháp được sử dụng để xây dựng bộ dữ liệu có thể gồm: Đo điểm chảy, 

đo phổ UV-Vis (trong dung môi), kết quả HPLC, đo phổ cộng hưởng từ hạt nhân 1 chiều 

(H1 NMR, 13C NMR, DEPT) và hai chiều (COSY, HMBC, HSQC). 

Qua quá trình tổng quan tài liệu và thực tế phân tích mẫu, không phải lúc nào cũng 

có thể phân tích đầy đủ hết được tất cả các phương pháp nên cần phương pháp xác định 

nhanh định tính và định lượng và phương pháp phân tích chính xác, dùng làm phương 

pháp kiểm tra. Phương pháp UV-Vis thực tế không phân biệt được lutein este, 

zeaxanthin este và dạng lutein, zeaxanthin tự do mà chỉ cho kết quả lutein tổng. Vì vậy, 

phương pháp đo phổ UV-Vis được lựa chọn để xác định nhanh lutein tổng. 

Phương pháp HPLC, LC-MS/MS cho kết quả chính xác hơn về nồng độ các chất 

(lutein và zeaxanthin tự do) có trong mẫu nghiên cứu. Tuy nhiên thời gian phân tích dài 

hơn và yêu cầu về thiết bị cao hơn nên được dùng với sản phẩm cuối hoặc để làm phương 

pháp trọng tài kiểm tra.  

𝑋% =
𝑁

𝑚(1 − 𝐻𝑎)
× 100% 
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CHƯƠNG 3: KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. LỰA CHỌN NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP SƠ CHẾ, BẢO QUẢN 

3.1.1. Đánh giá chất lượng và lựa chọn nguyên liệu  

Hàm lượng lutein tổng của nguyên liệu CVT được trình bày trong bảng 3.1.  

Bảng 3.1. Hàm lượng lutein tổng của các nguồn nguyên liệu 

Mẫu Đặc điểm 
Hàm lượng lutein 

tổng; mg/g CVT khô 

CVT–VN1 Bột CVT Việt Nam thu được bằng phương 

pháp sấy trong tủ sấy có quạt gió, thu hái từ 

tháng 3 đến tháng 5 

12,6 

CVT- VN2 Bột CVT Việt Nam thu được bằng phương 

pháp sấy trong tủ sấy chân không, thu hái từ 

tháng 3 đến tháng 5 

12,9 

CVT- VN3 Bột CVT Việt Nam thu được bằng phương 

pháp sấy trong tủ sấy chân không, thu hái 

tháng 11 đến tháng 02 

13,6 

Quá trình nghiên cứu, khảo sát đánh giá về nguyên liệu, chất lượng nguyên liệu, 

nhận thấy: 

Việt Nam có nhiều vùng trồng CVT như ở Hà Nội, Nam Định, Thái Bình, Hải 

Phòng, Hưng Yên, Khánh Hòa, … và nguyên liệu hoa CVT tươi của Việt Nam có chất 

lượng khá tốt. Chất lượng và sản lượng hoa CVT phụ thuộc vào thời điểm thu hái. CVT–

VN1 (12,6 mg lutein/g CVT khô) và CVT–VN2 (12,9 mg lutein/g CVT khô) được thu 

hái vào mùa hè (từ tháng 3 đến tháng 5) có chất lượng không cao bằng CVT–VN3 (13,6 

mg lutein/g CVT khô) được thu hái vào mùa đông xuân (từ tháng 11 đến tháng 2) do 

cây CVT có thể cho hoa liên tục từ mùa đông cho đến mùa hè, hoa nở rực rỡ nhất vào 

mùa xuân và lutein este trong cánh hoa CVT bị phân hủy một phần dưới nhiệt độ cao 

của mùa hè.  

Đề tài luận án bắt đầu thực nghiệm từ tháng 5 năm 2017, CVT-VN1 và CVT-VN2 

được dùng trong các nghiên cứu tìm điều kiện tối ưu của quá trình chiết, tách, tinh chế 

lutein. Các nghiên cứu đánh giá điều kiện tối ưu cần lượng nguyên liệu lớn hơn, sử dụng 

CVT-VN3. 
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3.1.2. Phơi mẫu trong bóng râm 

Độ ẩm và hàm lượng lutein tổng của CVT khô sau khi phơi mẫu trong bóng râm 

được trình bày ở bảng 3.2, hình 3.1. 

Bảng 3.2. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của thời gian phơi mẫu trong bóng râm 

đến chất lượng CVT 

Thời gian, giờ mCVT tươi, g mCVT khô, g Độ ẩm, % Hàm lượng lutein tổng, 

mg/g CVT khô 

6 1000 273 56,4 6,0 

12 1000 190 34,5 6,6 

24 1000 159 19,6 7,4 

36 1000 153 16,6 8,5 

48 1000 152 16,4 8,6 

60 1000 150 15,2 8,6 

72 1000 147 14,6 8,6 

mCVT tươi: Khối lượng CVT tươi, g 

mCVT khô: Khối lượng CVT khô thu được sau khi sấy, g 

 

Hình 3.1. Ảnh hưởng của thời gian phơi mẫu trong bóng râm đến chất lượng CVT 

Kết quả cho thấy, sau khi sấy 36 giờ, độ ẩm của mẫu đạt 16,6 %, ứng với hàm 

lượng lutein tổng của CVT sau sấy là 8,5 mg/g. Độ ẩm và hàm lượng lutein tổng của 

CVT thay đổi không đáng kể khi tăng thời gian sấy.  
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3.1.3. Sấy CVT tươi bằng các phương pháp khác 

Kết quả khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ sấy CVT tươi được trình bày trong bảng 

3.3, hình 3.2. 

Bảng 3.3. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ sấy đến chất lượng CVT 

Nhiệt 

độ, 

°C 

m CVT 

tươi, g 

Phương pháp sấy 

Tủ sấy có quạt gió Điều kiện chân không 

mCVT 

khô, g 

Độ 

ẩm, 

% 

Hàm lượng 

lutein tổng, 

mg/g CVT khô 

mCVT 

khô, g 

Độ 

ẩm, 

% 

Hàm lượng 

lutein tổng, 

mg/g CVT khô 

35 1000 214 18,2 7,6 155 17,6 10,6 

40 1000 187 16,4 8,5 142 9,0 11,6 

45 1000 140 8,2 11,4 131 5,0 12,5 

50 1000 135 5,0 12,6 129 1,0 12,9  

55 1000 133 4,9 12,7 128 1,0 13,0 

60 1000 131 4,7 12,7 128 0,0 12,9 

(Điều kiện: tủ sấy có quạt gió, 24 giờ; điều kiện chân không, 16 giờ) 

 

Hình 3.2. Ảnh hưởng của nhiệt độ sấy đến chất lượng CVT 

Kết quả cho thấy: 
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Đối với phương pháp sấy bằng tủ sấy có quạt gió: Sau 24 giờ, độ ẩm của CVT 

giảm dần, đồng thời hàm lượng lutein tổng tăng dần khi tăng nhiệt độ sấy từ 35 °C lên 

50 °C. Nhiệt độ sấy trên 50 °C, độ ẩm và hàm lượng lutein tổng trong CVT sau sấy thay 

đổi không đáng kể. Do vậy, để tiết kiệm năng lượng, nhiệt độ sấy CVT tươi bằng tủ sấy 

được chọn là 50 °C.  

Đối với phương pháp sấy ở điều kiện chân không: Sau 16 giờ, độ ẩm của CVT 

giảm, hàm lượng lutein tổng tăng khi tăng nhiệt độ sấy từ 35 lên 50 °C. Điều này là do, 

sau 16 giờ, sấy ở 50 °C, độ ẩm trong nguyên liệu đã đạt đến trạng thái cân bằng, nước 

trong mẫu không bay hơi thêm. CVT sau khi sấy ở 50 °C có độ ẩm 1%, hàm lượng lutein 

tổng đạt 12,9 mg/g CVT khô. 

Do vậy, để tiết kiệm năng lượng, nhiệt độ sấy CVT tươi bằng tủ sấy có quạt gió và 

ở điều kiện chân không đều được chọn là 50 °C. 

Kết quả khảo sát ảnh hưởng của thời gian sấy CVT tươi được trình bày trong 

bảng 3.4, hình 3.3. 

Bảng 3.4. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của thời gian sấy đến chất lượng CVT 

 

Thời 

gian, 

giờ 

 

 

mCVT 

tươi, g 

Phương pháp sấy 

Tủ sấy có quạt gió Tủ sấy ở điều kiện chân không 

mCVT 

khô, g 

Độ 

ẩm, 

% 

Hàm lượng 

lutein tổng, 

mg/g CVT khô 

mCVT 

khô, g 

Độ 

ẩm, 

% 

Hàm lượng 

lutein tổng, 

mg/g CVT khô 

12 1000 150 15,4 10,4 146 14,5 10,9 

14 1000 143 12,0 10,9 138 9,1 11,5 

16 1000 141 9,1 11,6 129 1,0 12,9 

18 1000 138 8,5 11,7 129 0 12,8 

20 1000 136 7,0 12,0 128 0 12,8 

24 1000 133 5,0 12,6 - - - 

36 1000 132 4,9 12,6 - - - 

48 1000 131 4,9 12,0 - - - 

(Điều kiện: 50 °C) 
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Hình 3.3. Ảnh hưởng của thời gian sấy đến chất lượng CVT 

Kết quả cho thấy: 

Đối với phương pháp sấy bằng tủ sấy có quạt gió: Sau 24 giờ, độ ẩm đạt đến giá 

trị không đổi 5,0 %, hàm lượng lutein tổng đạt giá trị 12,6 mg/g CVT khô.  

Đối với phương pháp sấy ở điều kiện chân không: khối lượng mẫu giảm dần, hàm 

lượng lutein tổng tăng dần khi tăng thời gian sấy từ 0 đến 16 giờ. Khối lượng mẫu không 

giảm khi kéo dài thời gian sấy hơn 16 giờ là do lượng nước trong mẫu gần như không còn.  

Như vậy, sấy CVT tươi trong điều kiện chân không thu được CVT khô có độ ẩm 

rất thấp (1 %), thất thoát lutein trong mẫu thấp (hàm lượng lutein tổng trong CVT khô 

cao hơn so với 2 phương pháp sấy bằng năng lượng mặt trời và tủ sấy có quạt gió), thời 

gian sấy ngắn. Điều này được giải thích là do sự chênh lệch áp suất hơi nước trên bề mặt 

CVT tươi và môi trường xung quanh. Khi áp suất trên bề mặt CVT tươi (P1) lớn hơn áp 

suất của môi trường tác nhân sấy (P2), nước trong CVT sẽ thoát ra môi trường xung 

quanh. Do đó, ở điều kiện chân không, áp suất P2 giảm, nước bốc hơi ở nhiệt độ sấy (50 

°C) nên tốc độ sấy sẽ tăng lên và lutein tổng trong CVT ít bị tổn thất.  

Vậy, phương pháp sấy CVT tươi được xác định như sau: 

- Sấy CVT tươi ở điều kiện chân không trong 16 giờ ở 50 oC để hàm lượng lutein 

tổng trong CVT khô đạt giá trị cao nhất là 12,9 mg/g CVT khô. 
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- Khi ở qui mô lớn, lượng hoa CVT sử dụng nhiều sẽ sử dụng phương pháp sấy 

bằng tủ sấy có quạt gió trong 24 giờ ở 50 oC. Phương pháp này cho hiệu quả sấy cao, 

gần bằng phương pháp sấy trong chân không và có thể đáp ứng được lượng hoa lớn mà 

phương pháp sấy trong điều kiện chân không không đáp ứng được. 

3.2. CHIẾT TÁCH VÀ TINH CHẾ LUTEIN VÀ ZEAXANTHIN ĐẠT TIÊU CHUẨN 

DƯỢC ĐIỂN 

3.2.1. Tiền xử lý nguyên liệu bột hoa Cúc vạn thọ khô 

3.2.1.1. Ảnh hưởng của nồng độ tác nhân  

Kết quả khảo sát ảnh hưởng của nồng độ các tác nhân đến quá trình tiền xử lý bột 

CVT khô được trình bày trong bảng 3.5. 

Bảng 3.5. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của nồng độ tác nhân tới quá trình xử lý bột 

CVT khô 

Tác nhân tiền xử lý 

NaOH H2SO4 Axit citric 

Nồng 

độ, 

M 

mLu cao 

chiết, mg 

Hiệu 

suất 

chiết, % 

Nồng 

độ, 

% 

mLu cao 

chiết, mg 

Hiệu 

suất 

chiết, % 

Nồng 

độ, 

% 

mLu cao 

chiết, mg 

Hiệu 

suất 

chiết, % 

0,1 1018 78,9 0,2 962 74,6 0,2 1058 82,0 

0,2 1032 80,0 0,4 1070 82,9 0,4 1092 84,7 

0,3 1130 87,6 0,6 1078 83,6 0,6 1199 92,95 

0,4 1130 87,6 0,8 1070 82,9 0,8 1190 90,89 

0,5 1132 87,7 1,0 1072 83,1 1,0 1130 87,6 

       (Điều kiện: 100 g bột CVT khô, 12,9 mg lutein/g; NaOH  50 °C, axit citric 50 °C, 

H2SO4 40 °C) 

Thực nghiệm cho thấy: 

Với tác nhân NaOH: dùng NaOH có nồng độ ≥ 0,6 M, mẫu bị đóng bánh, khó 

khuấy trộn, hiệu suất thu hồi lutein trong mẫu giảm. Điều này được giải thích là do lignin 
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trong hoa CVT tách ra khỏi xenlulo, phân hủy tạo thành trạng thái dẻo, lỏng dính, đồng 

thời lutein este trong mẫu bị thủy phân giải phóng lutein tự do. Khối lượng lutein trong 

cao chiết đạt giá trị lớn nhất ở mẫu xử lý bằng NaOH 0,3 M đến 0,5 M.  

Với tác nhân H2SO4: khi tăng nồng độ axit, hiệu suất chiết lutein este tăng dần, tuy 

nhiên mức độ tăng này không nhiều trong khoảng nồng độ H2SO4 0,4 đến 1 %.  

Với tác nhân axit citric: hiệu suất chiết lutein este tăng khi tăng nồng độ axit citric 

từ 0,2 lên 0,6 %. Mẫu xử lý với axit citric 0,6 % chiết được 1199 mg lutein tổng, ứng 

với hiệu suất chiết lutein este đạt 92,95 % là mức giá trị cao.  

Do vậy, để sử dụng hóa chất hiệu quả, dung dịch NaOH 0,3 M, H2SO4 0,4 %, axit 

citric 0,6 % được chọn để thực hiện các khảo sát tiếp theo. 

3.2.1.2. Ảnh hưởng của nhiệt độ  

Kết quả khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ đến quá trình tiền xử lý bột CVT khô 

bằng các tác nhân khác nhau được trình bày trong bảng 3.6, hình 3.4.  

Bảng 3.6. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ tới quá trình tiền xử lý bột 

CVT khô  

Nhiệt 

độ, 

oC 

Tác nhân tiền xử lý 

NaOH H2SO4 Axit citric 

mLu cao chiết, 

mg 

Hiệu suất 

chiết, % 

mLu cao chiết, 

mg 

Hiệu suất 

chiết, % 

mLu cao chiết, 

mg 

Hiệu suất 

chiết, % 

30 1018 78,9 1010 78,3 1030 79,8 

40 1036 80,3 1070 82,9 1051 81,5 

50 1130 87,6 1047 81,2 1199 92,95 

60 1045 81,0 1031 79,9 1096 85,0 

70 1026 79,5 984 76,3 1013 78,5 

 

(Điều kiện: 100 g bột CVT khô, 12,9 mg lutein /g; 2 giờ; NaOH  0,3 M, axit citric 0,6 

%, H2SO4 0,4 %) 



  61 

 

 

Hình 3.4. Ảnh hưởng của nhiệt độ tới quá trình tiền xử lý bột CVT khô  

Kết quả cho thấy: 

Với tác nhân NaOH: khối lượng lutein tổng trong cao chiết thu được tăng khi nhiệt 

độ xử lý tăng và giảm khi nhiệt độ tăng lên trên 50 oC. Trong quá trình thực nghiệm, 

nhiệt độ trên 60 °C, bột CVT bị đóng bánh, chuyển màu, khó khuấy trộn. Điều này được 

giải thích là do lignin trong hoa CVT tách ra khỏi xenlulo và phân hủy tạo thành trạng 

thái dẻo và lỏng dính. Ngoài ra. khi nhiệt độ tăng, hiệu suất chiết lutein este giảm là do 

NaOH đã thủy phân xenlulo, màng tế bào giúp tăng khả năng chiết tách nhưng đồng 

thời NaOH cũng thủy phân lutein este trong mẫu giải phóng lutein tự do nên khối lượng 

lutein tổng thu được trong cao chiết giảm.  

Với tác nhân H2SO4: hiệu suất chiết lutein este tăng khi tăng nhiệt độ từ 30 °C lên 

40 °C. 

Với tác nhân axit citric: khối lượng lutein tổng chiết được tăng lên khi tăng nhiệt 

độ xử lý mẫu từ 30 lên 50 °C. Ở 50 °C, khối lượng lutein tổng chiết được là 1199 mg, 

ứng với hiệu suất 92,95 %, là mức giá trị khá cao.  

Với cả 3 tác nhân, khi xử lý ở nhiệt độ cao (NaOH, axit citric trên 50 °C, H2SO4 

trên 40 °C), khối lượng lutein tổng thu được trong cao chiết đều giảm. Điều này được 

giải thích là do lutein este chứa liên kết polyen nên dễ bị oxi hóa, kém bền nhiệt, bị phân 

hủy ở nhiệt độ cao. Vì vậy, nhiệt độ tiền xử lý bột CVT khô bằng NaOH, axit citric được 

chọn là 50 °C, bằng H2SO4 được chọn là 40 °C.  

78.9 80.3

87.6

81

79.5

78.3

82.9
81.2

79.9

76.3

79.8 81.5

92.95

85

78.5

30 40 50 60 70

H
iệ

u
 s

u
ất

 c
h

iế
t,

 %

Nhiệt độ, oC 

NaOH
H2SO4
Axit citric



  62 

 

3.2.1.3. Ảnh hưởng của thời gian  

Kết quả khảo sát ảnh hưởng của thời gian tới quá trình tiền xử lý bột CVT bằng các 

tác nhân khác nhau được trình bày trong bảng 3.7, hình 3.5. 

Bảng 3.7. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của thời gian tới quá trình xử lý bột CVT 

 

Thời 

gian, 

giờ 

Tác nhân tiền xử lý 

NaOH  H2SO4 Axit Citric 

mLu cao chiết, 

mg 

Hiệu suất 

chiết, % 

mLu cao chiết, 

mg 

Hiệu suất 

chiết, % 

mLu cao chiết, 

mg 

Hiệu suất 

chiết, % 

1 1068 82,8 947 73,4 1040 80,6 

2 
1130 87,6 1070 82,9 1199 92,95 

3 1190 
84,5 1072 83,1 1200 93,0 

4 1012 78,4 1042 80,8 1079 83,6 

(Điều kiện: 100 g bột CVT khô, 12,9 mg lutein /g; NaOH 0,3 M; 50 °C, H2SO4 

0,4 %; 40 °C, axit citric 0,6 %; 50 °C) 

 

Hình 3.5. Ảnh hưởng của thời gian tới quá trình xử lý bột CVT 

Kết quả cho thấy: 

Hiệu suất chiết lutein este tăng khi thời gian tiền xử lý bằng NaOH tăng từ 1 giờ 

lên 2 giờ. Điều này có thể giải thích là xử lý thời gian càng dài với NaOH, thành tế bào 

và xenlulo bị phá vỡ càng nhiều, tạo điều kiện thuận lợi cho quá trình chiết lutein este 
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nhưng cũng làm tăng lượng lutein este bị thủy phân. Khi thời gian xử lý mẫu trên 2 giờ 

thì khối lượng cao chiết tăng nhưng hàm lượng lutein tổng trong cao chiết giảm mạnh 

dẫn đến hiệu suất chiết lutein este giảm.  

Hiệu suất chiết lutein este tăng khi tăng thời gian tiền xử lý từ 1 giờ lên 2 giờ đối với cả 

hai tác nhân H2SO4 và axit citric tăng. Sau 2 giờ tiền xử lý, khối lượng lutein tổng trong cao 

chiết thu được với tác nhân H2SO4 là 1070 mg, ứng với hiệu suất chiết lutein este 82,9 %; với 

tác axit citric là 1199 mg, ứng với hiệu suất 92,95 %.  

Thời gian tiền xử lý tăng lên 3 giờ, hiệu suất chiết lutein este tăng lên không đáng 

kể. Do vậy, thời gian tiền xử lý bột CVT khô đối với cả 3 tác nhân đều được chọn là 2 giờ. 

3.2.1.4. Lựa chọn phương pháp tiền xử lý  

Kết quả khảo sát ảnh hưởng của các tác nhân tiền xử lý tới quá trình chiết lutein 

este từ bột CVT khô được trình bày trong bảng 3.8. 

Bảng 3.8. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của tác nhân tiền xử lý tới quá trình chiết 

lutein este từ bột CVT  

Mẫu Số lần chiết  
mLu cao chiết, 

mg 

Hiệu suất chiết, 

% 

CVT1 không tiền xử lý 

1  590 45,74 

2  902 69,92 

3  1080 83,72 

4  1191 92,33 

5  1230 95,35 

CVT1 xử lý với NaOH 0,3 M 2  1130 87,60 

CVT1 xử lý với H2SO4 0,4 % 2  1070 82,95 

CVT1 xử lý với axit citric 0,6 % 2  1199 92,95 

(Điều kiện quá trình chiết: 100 g bột CVT khô, 12,9 mg lutein /g; dung môi/nguyên liệu: 10/1, 

mL/g; 6 giờ; 60 oC; tốc độ khuấy 200 vòng/phút) 

Kết quả cho thấy, bột CVT sau khi được tiền xử lý đều cho hiệu quả chiết cao hơn 

với số lần chiết ít hơn so với bột CVT chưa xử lý, tốt nhất là tiền xử lý bằng axit citric. 

Cụ thể, bột CVT được tiền xử lý bằng axit citric, sau đó chiết 2 lần cho hiệu quả chiết 

lutein este (hiệu suất 92,95 %) tương đương với bột CVT chưa được xử lý chiết 4 lần 

(hiệu suất 92,33 %).  
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Axit citric có tính an toàn cao, thường được sử dụng trong công nghiệp thực phẩm, 

lượng axit citric dư thừa trong cơ thể dễ dàng trao đổi và bài tiết ra ngoài. Vì những lí 

do trên, axit citric 0,6 % được chọn để tiền xử lý bột CVT tại 50 oC, thời gian xử lý 2 

giờ, tỷ lệ nguyên liệu/tác nhân là 1/10 g/mL. 

3.2.2. Chiết tách cao chiết giàu lutein este từ nguyên liệu hoa Cúc vạn thọ 

3.2.2.1. Xác định dung môi chiết  

Kết quả nghiên cứu xác định dung môi chiết được trình bày trong bảng 3.9, hình 3.6. 

Bảng 3.9. Kết quả chiết bột CVT với dung môi chiết khác nhau 

Dung môi  mcao chiết, 

g 

Hàm lượng lutein tổng 

trong cao chiết, mg/g  

mLu cao chiết, 

mg 

Hiệu suất chiết, 

% 

n-Hexan 11,5 98,00 1127 87,36 

Etyl axetat  12,9 92,76 1199 92,95 

Etanol 22,2 35,02 777 60,23 

Metanol 7,8 30,10 235 18,21 

Axeton 18,6 58,11 108 83,72 

(Điều kiện: 100 g bột CVT, 12,9 mg lutein/g; tỷ lệ dung môi/nguyên liệu = 10/1, 

mL/g; tốc độ khuấy 200 vòng/phút; 6 giờ; 60 oC; chiết 2 lần) 

 

Hình 3.6. Ảnh hưởng của dung môi đến hiệu suất chiết 

Kết quả chỉ ra rằng, chiết bằng etanol và axeton thu được khối lượng cao chiết 

khá cao lần lượt là 22,2 g và 18,6 g nhưng hàm lượng lutein tổng trong cao chiết thấp. 

Điều này được giải thích do etanol và axeton là các dung môi phân cực nên khả năng 

chiết chọn lọc lutein este của các dung môi phân cực này kém, lượng chất được chiết có 
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thể hòa tan lớn hơn, khối lượng cao chiết lớn nhưng lutein este là chất ít phân cực nên 

hàm lượng lutein este trong cao chiết thấp. 

Chiết bột CVT bằng n-hexan và etyl axetat cho khối lượng lutein tổng trong cao 

chiết lần lượt là 1127 và 1199 mg, ứng với hiệu suất chiết 87,36 và 92,95 %. Trong đó, 

khả năng chiết của etyl axetat tốt hơn so với n-hexan, điều này là do n-hexan và etyl 

axetat là các dung môi chiết kém phân cực và sự thâm nhập của etyl axetat vào trong 

nguyên liệu tốt hơn n-hexan, ái lực với lutein este của etyl axetat mạnh hơn, etyl axetat 

và lutein este đều chứa liên kết – COO –  nên khả năng hòa tan lutein este trong etyl 

axetat cao hơn n-hexan, sự chuyển động tự do của các phân tử lutein este theo chiều 

hướng tạo cân bằng nồng độ chất tan trong dịch chiết xảy ra nhanh hơn. Vì lí do đó, 

dung môi được lựa chọn để chiết bột CVT là etyl axetat. 

3.2.2.2. Nghiên cứu các yếu tố ảnh hưởng tới quá trình chiết 

Kết quả nghiên cứu khảo sát tỷ lệ dung môi/nguyên liệu trong quá trình chiết 

được trình bày trong bảng 3.10, hình 3.7. 

Bảng 3.10. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của tỷ lệ dung môi etyl axetat/ nguyên 

liệu đến quá trình chiết bột CVT 

Tỷ lệ dung môi/ nguyên liệu mLu cao chiết, mg Hiệu suất chiết, % 

8/1 775 60,07 

9/1 948 73,49 

10/1 1199 92,95 

12/1 1199 92,95 

15/1 1200 93,00 

18/1 1202 93,17 

(Điều kiện: 100 g bột CVT, 12,9 mg lutein/g; dung môi etyl axetat; tốc độ khuấy 

200 vòng/phút; 6 giờ; 60 oC; chiết 2 lần) 

 

Hình 3.7. Ảnh hưởng của tỉ lệ dung môi/nguyên liệu đến hiệu suất chiết 
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Kết quả cho thấy, hiệu suất chiết tăng khi tăng tỷ lệ dung môi/nguyên liệu từ 8/1 

lên 10/1 nhưng với tỷ lệ cao hơn thì hiệu suất chiết gần như không thay đổi. Điều này 

có thể giải thích là do với tỷ lệ dung môi/nguyên liệu nhỏ hơn 10/1 (v/w), lượng dung 

môi chưa đủ ngập hết nguyên liệu, lutein este chỉ được chiết một phần, do đó, hiệu suất 

chiết khá thấp (dưới 75 %). Khi tỷ lệ này từ 10/1 trở lên, nguyên liệu được tiếp xúc hoàn 

toàn với dung môi, lutein este tách ra khỏi nguyên liệu. Xét về phương diện kinh tế, 

không cần thiết phải sử dụng lượng dung môi quá nhiều. Vậy, tỷ lệ dung môi 

(ml)/nguyên liệu (gam) thích hợp nhất được chọn là 10/1. 

Kết quả khảo sát nhiệt độ chiết được trình bày trong bảng 3.11, hình 3.8. 

Bảng 3.11. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ đến quá trình chiết bột CVT 

Nhiệt độ chiết, oC mLu cao chiết, mg Hiệu suất chiết, % 

30 1064 82,48 

40 1098 85,11 

50 1156 89,61 

60  1199 92,95 

70 1105 85,66 

(Điều kiện: 100 g bột CVT, 12,9 mg lutein/g; dung môi etyl axetat; tỷ lệ dung 

môi/nguyên liệu, 10/1 mL/g; tốc độ khuấy 200 vòng/phút; 6 giờ; chiết 2 lần) 

 

Hình 3.8. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến quá trình chiết bột CVT 

Kết quả chỉ ra rằng, khả năng chiết lutein este trong CVT của dung môi etyl axetat 

tăng khi tăng nhiệt độ chiết từ 30 lên 60 oC. Ở 60 oC, hiệu suất chiết lutein este đạt 92,95 

%, là mức giá trị khá cao. Khi nhiệt độ chiết tăng đến 70 oC, hiệu quả chiết giảm (85,66 

%), điều này được giải thích là do lutein este là hợp chất kém bền, dễ bị oxy hóa và phân 
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hủy bởi nhiệt dẫn tới hiệu suất chiết giảm. Vì vậy, để đảm bảo hiệu quả chiết lutein cao, 

nhiệt độ chiết được lựa chọn là 60 °C. 

Kết quả khảo sát thời gian chiết được trình bày trong bảng 3.12, hình 3.9. 

Bảng 3.12. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của thời gian đến quá trình chiết bột CVT 

Thời gian chiết, giờ mLu cao chiết, mg Hiệu suất chiết, % 

2 981 76,05 

4 1025 79,46 

6 1199 92,95 

8 1200 93,02 

10 1101 85,34 

24 1050 77,91 

(Điều kiện: 100 g bột CVT, 12,9 mg lutein/g; dung môi etyl axetat; tỷ lệ dung 

môi/nguyên liệu, 10/1 mL/g; tốc độ khuấy 200 vòng/phút; 60 °C; chiết 2 lần) 

 

Hình 3.9. Ảnh hưởng của thời gian đến quá trình chiết bột CVT 

Kết quả chỉ ra rằng, hiệu suất chiết tăng cùng chiều với sự tăng thời gian chiết từ 

2 giờ lên 8 giờ. Thời gian chiết là 2, 4, 6, 8 giờ, hiệu suất chiết lần lượt đạt là 76,05; 

79,46; 92,95, 93,02 %. Tuy nhiên, thời gian kéo dài hơn 10 giờ thì hiệu quả chiết có xu 

hướng giảm, với 10 giờ chiết, hiệu suất chiết còn 85,34 %; với 24 giờ chiết, hiệu suất 

chiết chỉ còn 77,91 %. Điều này là do khi ngâm chiết CVT quá lâu ở 60 °C, các liên kết 

polyen trong lutein este kém bền bị oxy hóa bởi nhiệt dẫn tới sự giảm hiệu suất chiết 

lutein este. Ngoài ra, thời gian chiết kéo dài, các chất trong nguyên liệu không thể tan 

vào dung môi thêm được nữa, quá trình hòa tan lutein este trong dung môi chiết giảm 

dần và quá trình bay hơi dung môi tăng lên, hiệu quả chiết giảm.  

Hiệu suất chiết lutein este tăng không đáng kể khi tăng thời gian chiết từ 6 giờ lên 

8 giờ. Do đó, xét trên phương diện kinh tế, thời gian chiết lựa chọn là 6 giờ. 
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Kết quả nghiên cứu khảo sát số lần chiết bột CVT được trình bày trong bảng 3.13, 

hình 3.10. 

Bảng 3.13. Kết quả chiết bột CVT phụ thuộc vào số lần chiết 

Số lần chiết mLu cao chiết, mg Hiệu suất chiết, % 

1 1040 80,06 

2 1199 92,95 

3 1225 94,30 

(Điều kiện: 100 g bột CVT, 12,9 mg lutein/g; dung môi etyl axetat; tỷ lệ dung 

môi/nguyên liệu, 10/1 mL/g; tốc độ khuấy 200 vòng/phút; 60 °C; 6 giờ) 

 

Hình 3.10. Ảnh hưởng của số lần chiết đến quá trình chiết bột CVT  

Khi tăng số lần chiết từ 1 lên 2 lần thì hiệu suất chiết lutein este tăng (80,06 % 

lên 92,95 %), nhưng chiết 3 lần thì hiệu suất chiết tăng không đáng kể (94,3 %). Điều 

này là do sau 2 lần chiết, lutein este còn lại trong nguyên liệu rất ít, gradient nồng độ 

giữa bề mặt phân cách pha rắn (nguyên liệu) với dung môi nhỏ, dẫn đến tốc độ chiết 

tăng không đáng kể. Do vậy, số lần chiết được chọn là 2 để tăng hiệu quả chiết. 

Kết quả khảo sát tốc độ khuấy được trình bày trong hình 3.11, bảng 3.14. 

 

Hình 3.11. Ảnh hưởng của tốc độ khuấy đến hiệu quả chiết 
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Bảng 3.14. Ảnh hưởng của tốc độ khuấy đến hiệu quả chiết 

Tốc độ khuấy, vòng/phút mLu cao chiết, mg Hiệu suất chiết, % 

0 1063 82,40 

100 1104 85,58 

200 1199 92,95 

300 1200 93,02 

(Điều kiện: 100 g bột CVT, 12,9 mg lutein/g; dung môi etyl axetat; tỷ lệ dung 

môi/nguyên liệu, 10/1 mL/g; 60 °C; 6 giờ; chiết 2 lần) 

Kết quả cho thấy, khi dùng máy khuấy hiệu quả chiết tăng, điều này được giải 

thích là do khi khuấy trộn nguyên liệu tiếp xúc với dung môi tốt hơn, xuất hiện hiện 

tượng khuếch tán đối lưu, tạo nên sự dịch chuyển của dịch chiết kéo theo chất tan vào 

dòng khuếch tán nên lutein este được tách ra nhanh hơn. Tốc độ khuấy 200 vòng/phút, 

hiệu suất chiết đạt 92,95 %, là mức giá trị khá cao. Vì vậy, không cần thiết phải khuấy 

với tốc độ 300 vòng/phút do ở tốc độ khuấy này, hiệu suất chiết lutein tăng không đáng 

kể và trên thực tế cần phải kiểm soát tốt điều kiện công nghệ.  

Với các kết quả khảo sát đạt được ở trên, điều kiện tối ưu để chiết tách cao chiết 

lutein từ bột CVT khô là: dung môi etyl axetat; tỷ lệ dung môi/nguyên liệu: 10/1, mL/g; 

thời gian chiết: 6 giờ; nhiệt độ chiết: 60 oC; tốc độ khuấy: 200 vòng/phút; chiết 2 lần.  

3.2.2.3. Đánh giá độ ổn định của quá trình chiết lutein este từ bột CVT 

Kết quả chiết tách lutein este của hai nguồn nguyên liệu CVT-VN2 và CVT-VN3 

được trình bày trong bảng 3.15. 

Kết quả chỉ ra rằng, với điều kiện chiết tối ưu, quá trình chiết hai loại bột CVT của 

Việt Nam đều ổn định và hiệu suất chiết lutein este đạt ở mức giá trị cao (92,95 %). 

Kết quả đánh giá các điều kiện tối ưu của quá trình chiết lutein với lượng lớn bột 

CVT được trình bày trong bảng 3.16.  
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Bảng 3.15. Kết quả đánh giá các điều kiện tối ưu của quá trình chiết lutein 

este từ bột CVT 

Mẫu CVT-VN2 CVT-VN3 

Hàm lượng lutein tổng trong bột CVT, mg/g CVT 12,90 13,60 

mcao chiết, g 12,93 13,31 

Hàm lượng lutein tổng trong cao chiết, mg/g cao chiết 92,76 94,98 

mLu cao chiết, mg 1199 1264 

Hiệu suất thu hồi, % 92,95 92,95 

(Điều kiện: 100 g bột CVT; dung môi etyl axetat; tỷ lệ dung môi/nguyên liệu, 10/1 

mL/g; 60 °C; 6 giờ; 200 vòng/phút; chiết 2 lần; lặp lại thí nghiệm 3 lần) 

Bảng 3.16. Kết quả đánh giá các điều kiện tối ưu của quá trình chiết lutein từ 

lượng lớn bột CVT  

Khối lượng bột CVT khô, kg 1 5 15 

Khối lượng cao chiết, kg 0,135 0,675 2,01 

Hàm lượng lutein, mg/g cao chiết 92,8 92,0 90,08 

mLu cao chiết, g 12,5 62,1 181,4 

Hiệu suất chiết, % 91,91 91,32 88,92 

(Điều kiện: bột CVT-VN2, 13,60 mg lutei /g bột CVT; dung môi etyl axetat; tỷ lệ 

dung môi/nguyên liệu, 10/1 mL/g; 60 °C; 6 giờ; 200 vòng/phút; chiết 2 lần) 

Kết quả cho thấy, quá trình chiết lutein este từ bột CVT có tính ổn định cao với 

các nguồn nguyên liệu khác nhau và lượng lớn nguyên liệu. 

3.2.3. Làm giàu cao chiết bằng phương pháp chiết lỏng-lỏng 

 Cao chiết chứa lutein este được làm giàu bằng phương pháp chiết lỏng-lỏng với 

một pha là dung dịch cao chiết hòa tan trong etanol (pha 1), pha còn lại là dung môi 

chiết chứa n-hexan hoặc etyl axetat (pha 2). Nước được bổ sung vào pha (1) nhằm làm 

tăng độ phân cực giữa hai pha (1) và (2).  Điều này được giải thích là do có sự chuyển 

pha của lutein este từ pha lỏng (1) sang pha lỏng (2) do tính tan của lutein este khác 

nhau trong hai pha lỏng này. 
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3.2.3.1. Xác định tỷ lệ EtOH/H2O hòa tan cao chiết  

Kết quả nghiên cứu xác định tỷ lệ EtOH/H2O hòa tan cao chiết được trình bày 

trong bảng 3.17. 

Bảng 3.17. Kết quả khảo sát sự ảnh hưởng của tỷ lệ EtOH/H2O vào khả năng hòa 

tan cao chiết tổng 

Tỷ lệ EtOH/H2O, v/v Hiện tượng Nhận xét 

9/1 -  Cao chiết tan tốt 

-  Dung dịch không phân lớp với n-hexan  

-  Dung dịch không phân lớp etyl axetat  

Không đạt 

8/2 -  Cao chiết tan tốt 

-  Dung dịch không phân lớp với n-hexan  

-  Dung dịch không phân lớp etyl axetat 

Không đạt 

7/3 -  Cao chiết tan tốt 

-  Dung dịch phân lớp với n-hexan 

-  Dung dịch phân lớp với etyl axetat  

Đạt 

6/4 -  Cao chiết tan tốt 

-  Dung dịch không phân lớp với n-hexan  

-  Dung dịch phân lớp với etyl axetat 

Đạt 

1/1 -  Cao chiết tạo huyền phù 

-  Dung dịch không phân lớp với n-hexan  

-  Dung dịch phân lớp với etyl axetat 

Không đạt 

4/6 -  Cao chiết tạo huyền phù 

-  Dung dịch phân lớp với n-hexan 

-  Dung dịch phân lớp với etyl axetat 

Không đạt 

3/7 -  Cao chiết đóng rắn 

-  Dung dịch phân lớp với n-hexan  

-  Dung dịch phân lớp với etyl axetat 

Không đạt 

(Điều kiện: 60 °C, tỷ lệ dung môi/cao chiết 15/1 mL/g, 10 phút) 
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 3.2.3.2. Làm giàu lutein este bằng n-hexan 

Kết quả nghiên cứu làm giàu lutein este bằng dung môi n-hexan, thông qua khảo 

sát ảnh hưởng của tỷ lệ dung môi n-hexan/dung dịch cao chiết đến hiệu suất chiết, được 

trình bày trong bảng 3.18, hình 3.12.  

Bảng 3.18. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của tỷ lệ dung môi n-hexan/dung dịch cao 

chiết đến hiệu suất làm giàu cao chiết 

Tỷ lệ n-

hexan/cao 

chiết, mL/g 

Khối lượng cao 

chiết sau làm 

giàu, g 

Hàm lượng lutein, 

mg/g cao chiết sau làm 

giàu 

Hiệu suất làm 

giàu cao chiết, 

% 

7,5/1 6,3 161,9 55,0 

10/1 7,5 169,4 68,5 

12,5/1 8,8 172,0 81,6 

15/1 9,7 185,4 96,9 

17,5/1 9,8 185,0 97,7 

 

Hình 3.12. Ảnh hưởng tỷ lệ dung môi n-hexan/dung dịch cao chiết tới quá 

trình làm giàu cao chiết 

Kết quả cho thấy, hiệu suất chiết lỏng – lỏng tăng cùng chiều với sự tăng thể tích 

dung môi chiết n-hexan, cụ thể hơn là khi tăng thể tích n-hexan, hàm lượng lutein este 

trong cao chiết thu được tăng lên, dẫn đến tăng hiệu suất làm giàu lutein este. Ở tỷ lệ n-

hexan/cao chiết là 15/1 (mL/g), thu được 9,7 g cao chiết giàu lutein, với hàm lượng 

lutein este trong cao chiết sau làm giàu là 185,4 mg/g, ứng với hiệu suất làm giàu cao 

chiết đạt 96,9 %. Điều này được lý giải là nhờ sự có mặt của lượng lớn n-hexan, sự phân 
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bố lutein este trong hai pha có sự thay đổi theo chiều hướng ưu tiên cho sự dịch chuyển 

từ pha EtOH/H2O sang pha n-hexan. Tuy nhiên, khi tiếp tục tăng lượng n-hexan lên trên 

tỷ lệ 15/1 (mL/g), hiệu suất chiết lỏng – lỏng tiếp tục tăng nhưng không đáng kể. Do 

vậy, xét về phương diện kinh tế, không cần thiết phải sử dụng lượng dung môi n-hexan 

quá nhiều. Vậy, lựa chọn tỷ lệ n-hexan/cao chiết là 15/1 (mL/g).  

Kết quả khảo sát nhiệt độ làm giàu lutein bằng n-hexan được trình bày trong bảng 

3.19, hình 3.13. 

Bảng 3.19. Kết quả chiết lỏng - lỏng n-hexan ở các nhiệt độ khác nhau 

Nhiệt độ 

chiết, °C 

Khối lượng cao chiết 

sau làm giàu, g 

Hàm lượng lutein, mg/g 

cao chiết sau làm giàu 

Hiệu suất làm 

giàu cao chiết, % 

30 8,1 182,8 79,8 

40 8,2 184,2 81,4 

50 8,7 185,4 86,9 

60 9,7 185,4 96,9 

(Điều kiện: 20 g cao chiết 92,76 mg lutein/g; 200 mL EtOH/H2O (7/3, v/v); n-

hexan/cao chiết (15/1, mL/g), chiết lỏng – lỏng 2 lần, 10 phút/lần) 

 

Hình 3.13. Ảnh hưởng của nhiệt độ tới quá trình làm giàu cao chiết 

Kết quả chỉ ra rằng khối lượng cao chiết giàu lutein este và hiệu suất làm giàu cao 

chiết tăng dần khi tăng nhiệt độ chiết từ 30 lên 60 °C. Tại 60 °C, thu được 9,7 g cao chiết 

giàu lutein este, với hàm lượng 185,4 mg lutein/g cao chiết, ứng với hiệu suất làm giàu 

đạt 96,9 %, là mức giá trị khá cao. Vì vậy, không cần thiết phải tiếp tục khảo sát thực 

79.8
81.4

86.9

96.9

70

80

90

100

30 40 50 60

H
iệ

u
 s

u
ất

 l
àm

 g
ià

u
 c

ao
 c

h
iế

t,
 %

Nhiệt độ, °C



  74 

 

nghiệm tại 69 °C (nhiệt độ sôi của n-hexan) do ở nhiệt độ đó, trên thực tế cần phải khống 

chế tốt điều kiện công nghệ và thiết bị để không thất thoát n-hexan. Vì lý do đó, nhiệt 

độ được chọn là 60 °C.  

Kết quả khảo sát thời gian làm giàu lutein bằng n-hexan được trình bày trong bảng 

3.20, hình 3.14. 

Bảng 3.20. Kết quả chiết lỏng-lỏng n-hexan ở các thời gian chiết khác nhau 

Thời gian chiết 

(phút) 

Khối lượng cao 

chiết sau làm 

giàu, g 

Hàm lượng lutein, 

mg/g cao chiết sau 

làm giàu 

Hiệu suất làm 

giàu cao chiết, % 

5 7,8 180,1 75,7 

10 9,7 185,4 96,9 

15 9,8 176.5 93,2 

20 9,2 168,1 83,3 

(Điều kiện: n-hexan/cao chiết (15/1, mL/g); chiết lỏng – lỏng 2 lần, 10 phút/lần, 60 °C) 

 

 

Hình 3.14. Ảnh hưởng của thời gian tới quá trình làm giàu cao chiết 

Kết quả chỉ ra rằng khối lượng cao chiết giàu lutein este và hiệu suất thu hồi tăng 

dần khi tăng thời gian chiết từ 5 lên 10 phút/lần chiết. Với thời gian chiết mỗi lần 10 

phút, thu được 9,7 g cao chiết giàu lutein este, hàm lượng 185,4 mg lutein/g cao chiết, 

ứng với hiệu suất thu hồi lutein đạt 96,9 %, là mức giá trị khá cao. Khi thời gian chiết 

dài hơn, hiệu quả chiết giảm. Điều này được giải thích là do sau 10 phút, sự chuyển 

lutein este từ pha EtOH/H2O sang pha n-hexan gần như không xảy ra và lutein este bị 
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phân hủy khi kéo dài thời gian chiết ở nhiệt độ cao. Vì các lí do trên, thời gian chiết 

được chọn là 10 phút/lần chiết. 

Kết quả khảo sát số lần chiết được trình bày trong bảng 3.21. 

Bảng 3.21. Kết quả chiết lỏng - lỏng n-hexan phụ thuộc vào số lần chiết 

Số lần chiết Khối lượng cao 

chiết sau làm 

giàu, g 

Hàm lượng lutein, 

mg/g cao chiết sau 

làm giàu 

Hiệu suất làm giàu 

cao chiết, % 

1 7,9 183.6 78,2 

2 9,7 185,4 96,9 

  (Điều kiện: 20 g cao chiết 92,76 mg lutein/g; 200 mL EtOH/H2O (7/3, v/v); n-

hexan/cao chiết (15/1, mL/g); 10 phút/lần; 60 °C) 

Kết quả chỉ ra rằng khối lượng cao chiết giàu lutein este và hiệu suất làm giàu cao 

chiết tăng khi tăng số lần chiết từ 1 lên 2 lần. Sau 2 lần chiết, thu được 9,7 g cao chiết 

giàu lutein este, với hàm lượng 185,4 mg lutein/g cao chiết, ứng với hiệu suất làm giàu 

lutein este đạt 96,9 %, là mức giá trị khá cao. Do đó, không cần thiết phải tiếp tục khảo 

sát thực nghiệm chiết 3 lần. Vậy, cao chiết được làm giàu với 2 lần chiết lỏng - lỏng. 

3.2.3.3. Làm giàu lutein este bằng dung môi etyl axetat 

Tương tự như với dung môi n-hexan, quá trình làm giàu cao chiết với dung môi 

etyl axetat cũng được nghiên cứu. Kết quả, để làm giàu 20 g cao chiết CVT cần 300 ml 

etyl axetat, thời gian chiết 10 phút, nhiệt độ chiết tại 60 °C, sau 5 lần chiết hiệu suất làm 

giàu cao chiết đạt 88,9 %.  

3.2.3.4. Lựa chọn dung môi chiết và đánh giá tính ổn định của quá trình làm 

giàu cao chiết 

Kết quả làm giàu cao chiết chứa lutein este cho thấy chiết bằng n-hexan hiệu quả 

hơn so với chiết bằng etyl axetat. Điều này có thể giải thích là do khả năng phân lớp 

giữa EtOH/H2O với n-hexan tốt hơn so với etyl axetat và khi nhiệt độ chiết cao, etyl 

axetat bị tan một phần vào EtOH /nước. Vì vậy, n-hexan được sử dụng làm dung môi 

chiết lỏng–lỏng trong quá trình làm giàu cao chiết. Theo đó, cao chiết được hòa tan trong 

dung môi EtOH/H2O (7/3, v/v); tỷ lệ cao chiết/dung môi EtOH/H2O/dung môi n-hexan 

= 1/10/15 (g/mL/mL); thời gian chiết 10 phút/lần; chiết 2 lần; nhiệt độ chiết 60 C.  

Kết quả đánh giá độ ổn định của quá trình làm giàu cao chiết được trình bày ở bảng 

3.22. 
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Bảng 3.22. Kết quả đánh giá độ ổn định của phương pháp làm giàu cao chiết 

 

Khối lượng cao chiết 

trước khi làm giàu, kg 

Cao chiết sau khi làm giàu 

Khối lượng, 

kg 

Hàm lượng lutein, 

mg/g cao chiết 

Hiệu suất làm 

giàu, % 

0,1 0,047 185,0 96,5 

0,5 0,236 183,6 96,2 

1,8 0,853 181,2 95,4 

(Điều kiện: cao chiết trước khi làm giàu lutein tổng 90,08 mg/g) 

Kết quả cho thấy, khối lượng cao chiết cần làm giàu lutein este tăng dần nhưng 

cao chiết thu được sau làm giàu đều có hàm lượng lutein tổng lớn, ứng với hiệu suất làm 

giàu cao chiết đạt ≥ 95,4 %, là mức giá trị khá cao khi khối lượng cao chiết làm giàu 

cho 1 lần thí nghiệm tăng từ 20 g lên 1,8 kg. Vì vậy, làm giàu cao chiết bằng phương 

pháp chiết lỏng-lỏng với dung môi EtOH/H2O và n-hexan có độ ổn định tốt, hiệu suất 

thu hồi cao. Kết quả đạt được cao hơn kết quả của Kuman [100] và Peter [88], điều này có 

thể giải thích là do chiết lỏng-lỏng với hai pha dung môi EtOH/H2O và n-hexan thu hồi 

lutein este tốt hơn hơn so với Kuman chỉ sử dụng EtOH và Peter sử dụng EtOH và H2O. 

3.2.4. Thủy phân cao chiết giàu lutein este 

Kết quả HPLC quá trình thủy phân cao chiết giàu lutein bằng KOH trong etanol 

được thể hiện ở hình 3.15, 3.16, 3.17 và 3.18.   

 

Hình 3.15. Sắc ký đồ HPLC của cao chiết chưa thủy phân (lutein este) 
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Hình 3.16. Sắc ký đồ HPLC của cao chiết sau khi thủy phân 

 

Hình 3.17. Sắc ký đồ lutein đối chứng  

 

 

trans-lutein: max = 424; 446; 474 (nm) 

 

cis-lutein: max = 328; 418; 442; 468 nm 

Hình 3.18. Sắc ký đồ UV-Vis lutein 

(Điều kiện: tỷ lệ KOH/cao chiết 0,18 w/w; nồng độ cao chiết 0,8 g/ mL; 70 °C; 80 phút) 
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Hình 3.15 chỉ ra rằng cao chiết từ mẫu hoa CVT nghiên cứu là hỗn hợp chứa chủ 

yếu các este khác nhau của lutein, lutein tự do không phát hiện được. 

Hình 3.16, 3.17. và 3.18 chỉ ra rằng ở thời gian lưu khoảng 8,9 phút có sự xuất 

đồng phân trans- lutein và thời gian lưu khoảng 10,3 phút có sự xuất hiện của đồng phân 

cis-lutein. 

Các sắc ký đồ HPLC cho thấy không phát hiện được peak của zeaxanthin. Kết quả 

này phù hợp với nghiên cứu của Hoàng Thị Huệ An [138, 139], cụ thể, cột PR 18 không 

có khả năng phân giải cặp đồng phân lutein/zeaxanthin. Vì vậy, hiệu suất quá trình thủy 

phân được đánh giá qua hàm lượng lutein tự do thu được.  

3.2.4.1. Nghiên cứu tỷ lệ cao chiết/etanol  

Kết quả nghiên cứu xác định tỷ lệ cao chiết/tác nhân thủy phân được trình bày 

trong bảng 3.23, hình 3.19. 

Bảng 3.23. Kết quả khảo sát sự ảnh hưởng của tỷ lệ cao chiết/etanol đến hiệu 

suất thủy phân 

Tỷ lệ cao chiết 

(g/mL) 

KOH/cao chiết 

(w/w) 

Hiệu suất thu nhận trans-

lutein (%) 

0,1 1,50 15,10 

0,2 0,75 16,78 

0,3 0,50 17,41 

0,4 0,38 15,82 

0,5 0,30 20,10 

0,6 0,25 50,68 

0,7 
0,25 45,16 

0,20 60,12 

0,8 

0,20 62, 71 

0,19 67,30 

0,18 77,32 

0,9 0,17 35,15 

(Điều kiện: 10 g cao chiết; 70 °C; 80 phút) 
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Hình 3.19. Ảnh hưởng của tỷ lệ cao chiết/etanol đến hiệu suất thủy phân 

Kết quả cho thấy, khi tỷ lệ cao chiết/etanol thấp (0,1–0,5 g/mL), ứng với tỷ lệ 

KOH/cao chiết lớn (1,5 – 0,3 lần), hiệu suất chuyển hóa lutein este thành lutein tự do 

(dạng trans, cis- hay tổng số) đều rất thấp. Điều này có thể giải thích là do sự phân hủy 

lutein tự do khi lượng kiềm dư khá lớn.  

Hiệu suất thủy phân tăng lên khi tăng tỷ lệ cao chiết/etanol và đạt cực đại ở tỷ lệ 

0,8 g/mL (ứng với tỷ lệ KOH/cao chiết là 0,19), nhưng sau đó lại giảm mạnh. Quá trình 

thực nghiệm cho thấy khi tỷ lệ cao chiết quá lớn (> 0,8 g/mL), hỗn hợp phản ứng rất 

đặc, khó khuấy trộn dù được đun nóng đến 70 °C. Điều này được giải thích là do khả 

năng tiếp xúc của các chất trong hỗn hợp phản ứng giảm. 

Vì lí do trên, tỷ lệ cao chiết/etanol là 0,8 g/mL được lựa chọn cho các thí nghiệm 

tiếp theo.  

3.2.4.2. Nghiên cứu nồng độ KOH trong quá trình thủy phân cao chiết 

 Kết quả nghiên cứu thủy phân cao chiết thông qua khảo sát ảnh hưởng của tỷ lệ 

KOH/cao chiết được trình bày trong bảng 3.24 và hình 3.20.  

Kết quả nghiên cứu cho thấy hiệu suất phản ứng thủy phân lutein este tăng mạnh 

khi tỷ lệ KOH/cao chiết tăng từ 0,00  0,144 g/mL nhưng lại giảm dần khi tỷ lệ KOH/cao 

chiết tiếp tục tăng lên. Điều này được giải thích là do sự phân hủy lutein trong môi 

trường kiềm dư. Sự suy giảm hiệu suất thủy phân lutein este trong môi trường kiềm dư 

cũng được ghi nhận bởi Chitta Ranjan Sarkar [135] khi thủy phân lutein este bằng KOH 

trong metanol. Tỷ lệ KOH/cao chiết tối ưu khoảng 0,17-0,19 cũng phù hợp với kết quả 

nghiên cứu của Swaminathan [87]. Vì lí do trên, tỷ lệ KOH/cao chiết là 0,18 w/w được 

lựa chọn cho các nghiên cứu tiếp theo. 
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Bảng 3.24. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của tỷ lệ KOH/cao chiết đến hiệu suất 

thủy phân cao chiết 

Lượng KOH Hiệu suất thu nhận 

trans-lutein (%) Tính theo KOH (g)/cao 

chiết (g) 

Tương đương CKOH 

(g/ml EtOH) 

0,00 0,000 0,00 

0,15 0,120 37,83 

0,17 0,136 68,85 

0,18 0,144 77,32 

0,19 0,152 67,30 

0,20 0,160 62,71 

(Điều kiện: 10 g cao chiết; cao chiết/etanol, 0,8 g/mL; 70 °C; 80 phút) 

 

Hình 3.20. Ảnh hưởng của tỷ lệ KOH/cao chiết đến hiệu suất thủy phân cao 

chiết 

Kết quả nghiên cứu cho thấy hiệu suất phản ứng thủy phân lutein este tăng mạnh 

khi tỷ lệ KOH/cao chiết tăng từ 0,00  0,144 g/mL nhưng lại giảm dần khi tỷ lệ KOH/cao 

chiết tiếp tục tăng lên. Điều này được giải thích là do sự phân hủy lutein trong môi 

trường kiềm dư. Sự suy giảm hiệu suất thủy phân lutein este trong môi trường kiềm dư 

cũng được ghi nhận bởi Chitta Ranjan Sarkar [135] khi thủy phân lutein este bằng KOH 

trong metanol. Tỷ lệ KOH/cao chiết tối ưu khoảng 0,17-0,19 cũng phù hợp với kết quả 

nghiên cứu của Swaminathan [87]. Vì lí do trên, tỷ lệ KOH/cao chiết là 0,18 w/w được 

lựa chọn cho các nghiên cứu tiếp theo. 

3.2.4.3. Nghiên cứu thời gian và nhiệt độ thủy phân 

Kết quả khảo sát nhiệt độ thủy phân cao chiết được trình bày trong bảng 3.25 và 

hình 3.21.  
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Bảng 3.25. Kết quả thủy phân cao chiết ở các nhiệt độ khác nhau 

Nhiệt độ (°C) Hiệu suất thu nhận trans-lutein (%) 

40 3,04 

50 8,84 

60 15,69 

70 77,32 

78 69,25 

(Điều kiện: 10 g cao chiết; cao chiết/etanol, 0,8 g/mL; KOH/cao chiết, 0,18 w/w; 80 phút) 

 

Hình 3.21. Ảnh hưởng của nhiệt độ tới quá trình thủy phân cao chiết 
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78 °C  

Hình 3.22. Sắc ký đồ HPLC của các mẫu cao chiết sau khi thủy phân ở các nhiệt 

độ khác nhau. 
 

Kết quả cho thấy nhiệt độ ảnh hưởng lớn đến hiệu suất thủy phân lutein este và 

chất lượng sản phẩm lutein este hình thành. Ở 40 °C hiệu suất thủy phân rất thấp 

(3,04 %), tại đó lượng lutein este chưa bị thủy phân lớn, lutein tự do hình thành không 

đáng kể (hình 3.22). Hiệu suất thủy phân tăng lên nhưng chậm (từ 3,04 % – 15,69 %) 

khi tăng nhiệt độ từ 40 lên 60 °C. Tiếp tục gia nhiệt từ 60 lên 70 °C thì hiệu suất phản 

ứng tăng rất mạnh nhưng sau đó giảm.  

Quá trình thực nghiệm cũng cho thấy ở 40 °C cao chiết là một khối lỏng đặc sệt, 

rất khó khuấy trộn. Khi tăng nhiệt độ, cao chiết dần chảy lỏng, dễ khuấy hơn. Như vậy, 

hiệu suất thủy phân tăng khi tăng nhiệt độ có thể giải thích là do sự gia tăng khả năng 

tiếp xúc các tác chất (cao chiết và KOH) với nhau, tốc độ phản ứng tăng lên. Tuy nhiên, 

lutein este và lutein tự do đều là các chất kém bền với nhiệt nên khi nhiệt độ tăng cao, 

khó kiểm soát các phản ứng phụ, biến đổi chất xảy ra mạnh hơn làm giảm chất lượng 

sản phẩm. 

Vì lí do trên, quá trình thủy phân được tiến hành ở 70 °C. 

Kết quả khảo sát thời gian thủy phân cao chiết được trình bày trong bảng 3.26 và 

hình 3.23, 3.24. 
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Bảng 3.26. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của thời gian đến hiệu suất thủy phân 

lutein este trong cao chiết 

Thời gian (phút) Hiệu suất thu nhận trans-lutein (%) 

0 0,00 

20 62,80 

40 65,75 

60 67,34 

80 77,32 

100 66,21 

120 62,82 

(Điều kiện: 10 g cao chiết; cao chiết/etanol, 0,8 g/mL; KOH/cao chiết, 0,18 w/w; 70 oC) 

  

Hình 3.23. Ảnh hưởng của thời gian đến hiệu suất thủy phân lutein este trong cao chiết 
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Mẫu thủy phân 20 phút 

 

Mẫu thủy phân 40 phút 

 

Mẫu thủy phân 60 phút 
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Mẫu thủy phân 80 phút 

 

Mẫu thủy phân 100 phút 

 

Mẫu thủy phân 120 phút 

 

Hình 3.24. Sắc ký đồ HPLC của các mẫu cao chiết sau khi thủy phân ở các 

khoảng thời gian khác nhau 
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Kết quả cho thấy, 20 phút đầu tiên hiệu suất chuyển hóa lutein este thành lutein tự 

do ở các dạng đồng phân trans, cis và tổng số đều tăng rất mạnh. Sau 20 phút các peak 

lutein este hầu như biến mất; ngược lại xuất hiện các peak trans-lutein và cis-lutein. 

Hiệu suất thu nhận lutein tự do dạng trans và lutein tổng tăng lên khi tăng thời 

gian thủy phân từ 20 - 80 phút nhưng giảm đi nếu kéo dài thời gian phản ứng trên 80 

phút. Trong khi đó, hiệu suất hình thành dạng cis-lutein hầu như không thay đổi khi thời 

gian phản ứng tăng từ 20 – 120 phút. Điều này có thể giải thích là do ở 70 °C đồng phân 

cis-lutein tương đối bền, còn đồng phân trans kém bền hơn và sau 80 phút thủy phân đã 

xảy ra sự chuyển hóa từ đồng phân trans sang đồng phân cis hoặc các dạng sản phẩm 

phân hủy khác. Vậy, thời gian thích hợp nhất để thủy phân cao chiết từ hoa CVT là 80 

phút. Thời gian phản ứng này dài hơn 50 phút so với thời gian đề nghị bởi Swaminathan 

[95]. Sự khác biệt này là do trong nghiên cứu của Swaminathan, phản ứng thủy phân 

được tiến hành ở nhiệt độ cao hơn (từ 70 - 80 °C). Khi tăng nhiệt độ phản ứng từ 70 lên 

80 °C, hiệu suất thủy phân tăng (nhờ vậy rút ngắn thời gian phản ứng) nhưng sẽ làm tăng 

tỷ lệ đồng phân cis, do đó làm giảm hoạt tính sinh học của sản phẩm lutein thu nhận được. 

3.2.4.4. Đánh giá tính ổn định của quá trình thủy phân cao chiết 

Kết quả đánh giá tính ổn định của quá trình thủy phân cao chiết được trình bày 

trong bảng 3.27.  

Bảng 3.27. Kết quả đánh giá các điều kiện tối ưu của quá trình thủy phân cao chiết 

mcao chiết Lutein tự do thu được trung bình 

Khối lượng Hàm lượng, % Hiệu suất thu hồi, % 

 

100 g 

 

16,8 g 

 

83 

82,94 (trans-lutein 69,20 %, 

cis-lutein 13,74 %) 

 

2 kg 

 

0,32 kg 

 

80 

75 (trans-lutein 62,50 %, cis-

lutein 12,5 %) 

(Điều kiện: tỷ lệ cao chiết/etanol, 0,8 g/mL; tỷ lệ KOH/cao chiết là 0,18 w/w; 70 oC; 

80 phút) 

Kết quả chỉ ra rằng với các điều kiện tối ưu, thủy phân 100 g cao chiết, thu được 

16,8 g sản phẩm với hàm lượng lutein 83 %, ứng với hiệu suất thu hồi lutein đạt trung 

bình 82,94 %, còn tiến hành thủy phân 2 kg cao chiết, hiệu suất thu hồi lutein đạt 75 %, 

là mức giá trị khá cao. Vậy, quá trình thủy phân cao chiết có độ ổn định tốt, hiệu suất 

thu hồi cao. 
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3.2.5. Tinh chế lutein 

Lutein tự do luận án thu được sau quá trình thủy phân cao chiết (gọi là lutein thô) 

có độ tinh khiết chỉ đạt 80 % - 83 %, do đó cần phải tiến hành kết tinh lại để tăng độ tinh 

khiết của lutein.  

3.2.5.1. Lựa chọn dung môi và phương pháp tinh chế 

Kết quả lựa chọn dung môi thông qua độ hòa tan của lutein thô được trình bày 

trong bảng 3.28. 

Bảng 3.28. Kết quả khảo sát độ hòa tan của lutein trong dung môi 

Dung môi Điều kiện Hiện tượng Nhận xét 

MeOH Nhiệt độ thường Tan tốt Đạt 

Axeton Gia nhiệt 50 °C Tan tốt Đạt 

Etanol Gia nhiệt 50 °C Tan tốt Đạt 

Etyl axetat  Nhiệt độ thường Tan khá, chậm Không đạt 

n-hexan Gia nhiệt 50 °C Tan một phần Không đạt 

THF Nhiệt độ thường Tan tốt và nhanh Đạt 

MeOH/H2O Gia nhiệt 50 °C Tan một phần Đạt 

Axeton/ H2O Gia nhiệt 50 °C Tan tốt Đạt 

THF/H2O Nhiệt độ thường Tan tốt Đạt 

Etanol/H2O Gia nhiệt 50 °C Tan khá tốt Đạt 

Như vậy độ tan của lutein thô trong các dung môi tăng dần theo dãy sau: 

n-hexan < etyl axetat < MeOH/H2O < etanol/H2O < axeton/ H2O < etanol < MeOH 

< axeton < THF/H2O < THF. 

Kết quả khảo sát các phương pháp kết tinh lại được trình bày trong bảng 3.29. 

Kết quả khảo sát cho thấy, các dung môi tinh khiết đơn lẻ thể hiện khả năng hòa 

tan tốt lutein, nhưng lại khó khăn trong việc kết tinh lại, điều này là do lutein không có 

khả năng tạo mầm tinh thể khi dung môi bay hơi hoặc khi hạ nhiệt độ dung dịch. Vì vậy, 

phương pháp chúng tôi hướng đến là bên cạnh dung môi (DM1) hòa tan tốt lutein thô, 
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cần thêm dung môi (DM2) không hòa tan lutein nhưng hòa tan vô hạn hoặc hòa tan rất 

tốt DM1 vì khi đó lutein sẽ kết tủa trong DM1. Dung môi thứ 2 thích hợp nhất được lựa 

chọn là nước. Với phương pháp kết tinh lại này, không cần thiết phải hạ nhiệt độ dung 

dịch về nhiệt độ phòng.  

Bảng 3.29. Kết quả lựa chọn phương pháp kết tinh khác nhau 

Hệ dung môi Nhiệt độ Điều kiện Kết quả Nhận xét 

MeOH 50°C Bay hơi dung môi Không kết tinh Không đạt 

MeOH 50°C Hạ nhiệt độ về 0oC Không kết tinh Không đạt 

Axeton 50°C Bay hơi dung môi Không kết tinh Không đạt 

Axeton 50°C Hạ nhiệt độ về 0oC Không kết tinh Không đạt 

Etanol 50°C Bay hơi dung môi Không kết tinh Không đạt 

Etanol 50°C Hạ nhiệt độ về 0°C Không kết tinh Không đạt 

THF 50°C  Hạ nhiệt độ về 0°C Không kết tinh Không đạt 

THF 50°C Bay hơi dung môi Không kết tinh Không đạt 

MeOH/H2O 50°C Hệ dung môi Xuất hiện tinh thể Đạt 

Axeton/H2O 50°C Hệ dung môi Xuất hiện tinh thể Đạt 

THF/H2O 50°C Hệ dung môi Xuất hiện tinh thể Đạt 

Etanol/H2O 50°C Hệ dung môi Xuất hiện tinh thể Đạt 

(Điều kiện: 50°C) 

Kết quả thí nghiệm cho thấy, xét về khả năng kết tinh lại, các hệ dung môi 

MeOH/H2O, axeton/H2O, THF/H2O, etanol/H2O đều đạt, có thể lựa chọn làm hệ dung 

môi cho việc kết tinh lại. Tuy nhiên MeOH và THF là dung môi độc hại nên dung môi 

thích hợp là axeton/H2O hoặc etanol/H2O. 

Kết quả khảo sát tỷ lệ từng dung môi trong hệ được trình bày trong bảng 3.30. 

Kết quả cho thấy, lutein có khả năng hòa tan tốt và kết tinh lại được trong hệ 

dung môi axeton/nước = 9/1 hoặc etanol/nước = 1/1. Tuy nhiên, hệ dung môi 

axeton/nước = 9/1, lượng axeton sử dụng lớn và axeton cũng được công nhận là có độc 
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tính cấp tính và mãn tính thấp nếu bị uống hay hít vào. Hít ở nồng độ cao (khoảng 9200 

ppm) có thể gây kích ứng ở cổ họng sau khoảng 5 phút. Hít ở nồng độ 1000 ppm sẽ gây 

kích ứng ở mắt và cổ họng sau 1 giờ. Vì lí do đó, hệ etanol/nước = 1/1, v/v được sử dụng 

để kết tinh lại lutein. Sự cạnh tranh vai trò của chất tan (lutein) trong hệ chứa nước và 

etanol đã tạo điều kiện cho tinh thể lutein tách ra nhanh chóng.  

Bảng 3.30. Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của tỷ lệ dung môi đến quá trình kết 

tinh lại lutein 

Hệ dung môi Tỷ lệ, v/v Kết quả Nhận xét 

Axeton/Nước 100/0 Không kết tinh Không đạt 

Axeton/Nước 9/1 Kết tinh Đạt 

Axeton/Nước 8/2 Khó hòa tan hoàn toàn lutein Không đạt 

Axeton/Nước 7/3 Khó hòa tan lutein Không đạt 

Axeton/Nước 6/4 Không hòa tan lutein Không đạt 

Axeton/Nước 1/1 Không hòa tan lutein Không đạt 

Etanol/nước 1/1 Kết tinh Đạt 

(Điều kiện: 50 °C) 

Kết quả khảo sát tỷ lệ hệ dung môi/lutein thô được trình bày trong bảng 3.31. 

Bảng 3.31. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của tỷ lệ hệ dung môi/ lutein thô đến quá 

trình kết tinh lại 

TT Tỷ lệ dung môi/nguyên liệu,  

mL/g 

Kết quả Nhận Xét 

1 100/1 Lutein tan hoàn toàn tạo 

dung dịch bão hòa 

Đạt 

2 90/1 Lutein tan hoàn toàn tạo 

dung dịch bão hòa 

Đạt 

3 80/1 Hòa tan chưa hết Không đạt 

4 70/1 Hòa tan chưa hết Không đạt 

5 60/1 Hòa tan chưa hết Không đạt 

(Điều kiện: 50 °C; etanol/nước = 1/1) 
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Kết quả cho thấy nguyên liệu lutein thô tan tốt trong dung môi với tỷ lệ hệ dung 

môi/nguyên liệu từ 90/1 đến 100/1 (mL/g). Tỷ lệ dung môi/lutein sử dụng lớn hơn so 

với kết quả của Swaminathan [95]. Điều này được giải thích là do hệ etanol/nước được 

dùng để hòa tan lutein thô tạo dung dịch lutein bão hòa còn Swaminathan dùng nước 

(nước/lutein: 8/1, mL/g) và etanol (etanol/lutein: 3/1, mL/g) để loại tạp chất tan trong 

nước và etanol, thu lấy phần lutein tinh thể không tan, dẫn đến hiệu suất thu hồi lutein 

theo Swaminathan chưa cao.  

Tỷ lệ hệ dung môi/nguyên liệu từ 90/1 đến 100/1 (mL/g) thấp hơn rất nhiều so 

với kết quả mà R. Kumar công bố (1,135 gam lutein 89 % hòa tan trong 760 ml etanol 

ở nhiệt độ môi trường, 25-30 °C) [104]. Điều này được giải thích là do nhiệt độ hòa tan 

lutein thô tạo dung dịch bão hòa cao (50 °C), độ tan lutein lớn, tương ứng với lượng 

dung môi etanol/nước sử dụng ít. Vậy, tỷ lệ hệ dung môi/nguyên liệu là 90/1 đến 100/1 

(mL/g) được lựa chọn để kết tinh lại lutein. 

3.2.5.2. Đánh giá tính ổn định của quá trình kết tinh lại lutein 

Kết quả kết tinh lại 5 mẫu lutein thô (độ tinh khiết 83 %) được trình bày trong 

bảng 3. 32. 

Bảng 3.32. Kết quả kết tinh lại lutein trong điều kiện tối ưu 

Mẫu Khối lượng 

lutein thô (g) 

Khối lượng tinh thể thu 

được sau tinh chế (g)  

Độ tinh khiết 

(%) 

Hiệu suất 

(%) 

M1 0,5 0,326 96,1 75,5 

M2 0,5 0,336 95,3 77,2 

M3 0,5 0,338 95,2 77,5 

M4 0,5 0,323 97,1 75,6 

M5 0,5 0,328 96,3 76,1 

Trung bình 0,5 0,330 96,0 76,3 

(Điều kiện: 50 °C; etanol/nước = 1/1, v/v; hệ dung môi/lutein thô = 90/1, mL/g) 

Quá trình thực nghiệm cho thấy, lượng tinh thể lutein thu được nhiều hơn bằng 

phương pháp lọc, ly tâm. Để tăng hiệu suất tinh chế, dịch lọc sau tinh chế được thu gom 
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lại, để lắng thu lấy kết tủa và chiết với 200 mL etyl axetat để thu hồi lutein. Lượng chất 

rắn thu được sau cô quay chân không được tiến hành tinh chế lần 2. 

 

Hình 3.25. Dịch lọc các mẫu thu hồi sau lọc lần 1 

Kết quả HPLC của một số mẫu tinh chế được trình bày ở hình 3.26.  

 

Mẫu tinh thể lutein kết tinh lần 1 (M1-1) 

 

Mẫu tinh thể lutein kết tinh hai lần (M1-tổng) 

Hình 3.26. Sắc ký đồ HPLC của mẫu tinh thể lutein sau kết tinh 
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Kết quả, sau hai lần kết tinh lại, trung bình lượng tinh thể thu hồi được 0,392 g 

từ 0,5 g lutein thô, hàm lượng lutein tổng (độ tinh khiết) đạt trên 95,0 %, hiệu suất thu 

hồi đạt 90 % (bảng 3.33). 

Bảng 3.33. Kết quả HPLC của mẫu M1-1 và M1-tổng 

Mẫu  Lutein, % Zeaxanthin, % Tổng lutein và zeaxanthin tinh thể, (%) 

M1-1 88,9 7,1 96,0 

M1 - tổng 88,0 7,2 95,2 

(M1 - 1 kết tinh 1 lần, M1 - tổng gộp 2 lần kết tinh) 

Kết quả phân tích HPLC của lutein sau khi kết tinh lại lượng lớn lutein thô (1,00 

kg lutein thô, lặp lại thí nghiệm 3 lần) được trình bày ở hình 3.27 và 3.28. Theo đó, mỗi 

lần thí nghiệm thu được trung bình 786 g lutein có độ tinh khiết 93 %, ứng với hiệu suất 

thu hồi lutein đạt 88 %) 

 

Hình 3.27. Sắc ký đồ HPLC sản phẩm lutein sau thủy phân 

 

Hình 3.28. Kết quả HPLC sản phẩm lutein tinh chế 
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Quá trình tinh chế lutein thô có tính ổn định cao. Cụ thể, lutein được tinh chế với 

hệ dung môi etanol/nước, 1/1, v/v; tỷ lệ hệ dung môi/lutein thô là 100/1, mL/g; nhiệt độ 

dung môi kết tinh là 50 °C; tinh thể được lọc ly tâm. Dịch lọc được thu gom, chiết lỏng 

- lỏng với dung môi etyl axetat sau đó được tinh chế lần 2. 

Vậy, quy trình hoàn thiện chiết tách và tinh chế lutein và zeaxanthin đạt tiêu 

chuẩn dược điển Mĩ từ cánh hoa cúc vạn thọ được trình bày ở hình 3.29.  

 

 

Hình 3.29. Quy trình hoàn thiện chiết tách và tinh chế lutein và zeaxanthin đạt 

tiêu chuẩn dược điển Mĩ từ cánh hoa CVT. 

Quy trình chiết tách và tinh chế lutein và zeaxanthin từ hoa Cúc vạn thọ (hình 

3.29) đã được áp dụng để bào chế hỗn hợp lutein và zeaxanthin ở qui mô lớn. Cụ thể, từ 
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800 kg cánh hoa CVT tươi (sấy với quạt gió 100 kg CVT tươi/mẻ) và 960 kg bột hoa 

CVT khô tiến hành lần lượt các công đoạn: tiền xử lý (30 kg/mẻ), chiết với dung môi 

etyl axetat (30 kg/mẻ), làm giàu cao chiết (1,8 – 2,0 kg/mẻ), thủy phân cao chiết sau khi 

làm giàu (2 kg/mẻ và 11 kg/mẻ), tinh chế lutein thô (0,1 kg/mẻ và 0,8 kg/mẻ) đã thu 

được 10 kg sản phẩm lutein và zeaxanthin. Hiệu suất các quá trình chiết lutein este, làm 

giàu cao chiết, thủy phân cao chiết, tinh chế lutein lần lượt là: 88,92 %; 95,4 %; 75 %; 

88 %. Sản phẩm này đã được kiểm nghiệm độc lập tại Trung tâm kiểm nghiệm - Viện 

Thực phẩm chức năng. Theo đó, tổng hàm lượng lutein và zeaxanthin đạt 92,9 % với 

85,85 % lutein và 7,05 % zeaxanthin [150]. Kết quả này cho biết, lutein sau khi tinh chế 

đáp ứng được tiêu chuẩn là nguồn nguyên liệu dược phẩm (dược điển Mĩ USP 40) [110].  

3.2.6. Phân lập lutein và zeaxanthin làm chất chuẩn phân tích 

Lutein và zeaxanthin là hỗn hợp đồng phân rất khó phân lập. Chưa có tài liệu nào 

công bố rõ ràng về việc tách riêng hai chất lutein và zeaxanthin làm chất chuẩn phân 

tích. Các công bố phân tích lutein, zeaxanthin [06, 29, 32, 88, 96, 97, 98, 103, 108, 110] 

cho thấy thời gian lưu của hai chất khá gần nhau. 

3.2.6.1. Nghiên cứu phương pháp phân lập lutein và zeaxanthin 

Các hệ dung môi định lượng lutein và zeaxanthin bằng phương pháp HPLC, UV-

Vis [06, 29, 32, 88, 96, 97, 98, 103, 108, 110] được dùng để thăm dò lutein và zeaxanthin 

bằng sắc ký bản mỏng, kết quả thu được như sau (hình 3.30). 

Các ký hiệu được sử dụng: 

- Lu: mẫu giàu lutein 

- Ze: mẫu giàu zexanthin 

- CZe: cặn zeaxanthin sau khi hòa tan bằng dung môi rửa giải 

- Lu+Ze: mẫu giàu lutein/giàu zeaxanthin tỷ lệ 4/1 

Quá trình phân lập lutein và zeaxanthin (mục 2.2.7) được thiết lập dựa vào kết quả 

thu được từ sắc ký bản mỏng. Các điều kiện phân lập bao gồm: 

 Sử dụng cột sắc ký silica gel pha thường 

 Dung môi hòa tan: etyl axetat ở nhiệt độ thường 

 Dung môi rửa giải n-hexan/EtOAc/dietyl ete (40/10/20, v/v/v), thu được 25 

phân đoạn.  
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a) 

  

b) 

  

c) 

  

d) 

    

e) 

  

f) 

Hình 3.30. Kết quả sắc ký bản mỏng sử dụng các hệ dung môi khác nhau 

a) n-hexan/dietyl ete (1/2, v/v), trước và sau nhúng axit, đốt nóng 

b) n-hexan/etyl axetat/dietyl ete (40/5/25, v/v/v), trước và sau nhúng axit, đốt nóng 

c) n-hexan/etyl axetat (3/1, v/v), trước và sau nhúng axit, đốt nóng. 

d) n-hexan/etyl axetat/đietyl ete (4/1/2, v/v/v), trước và sau nhúng axit, đốt nóng. 

e) n-hexan/etyl axetat/đietyl ete (4/1/1, v/v/v), trước và sau nhúng axit, đốt nóng 

Kết quả cho thấy từ 600 mg tinh thể sau tinh chế (hàm lượng lutein 90% và 

zeaxanthin 6%), thu được 380 mg mẫu giàu lutein ở các phân đoạn từ LZ5 đến LZ11 và 

60 mg mẫu giàu zeaxanthin ở các phân đoạn LZ14 và LZ15.  

 

 

Lu   Ze Lu   Ze 
Lu  Ze Cze Lu  Ze Cze Lu  Ze Cze 

Lu   Ze Lu   Ze 
Lu   Ze Lu   Ze 
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3.2.6.2. Kết quả điều chế chất chuẩn lutein 

Hình ảnh chất chuẩn lutein đã điều chế được trình bày ở hình 3.31.  

 

Hình 3.31. Hình ảnh chất chuẩn lutein đã điều chế (LuC) 

Quan sát bằng mắt thường, chất chuẩn lutein phân lập được có dạng bột, màu nâu 

đỏ. Kết quả thực nghiệm cho thấy, màu của lutein có thể thay đổi từ vàng cam, đỏ cam 

và nâu đỏ, tùy thuộc vào độ tinh khiết. Độ tinh khiết của lutein càng cao thì màu của 

lutein càng đậm. 

Kết quả đo UV-Vis của chất chuẩn lutein ở dải đo 200 nm đến 800 nm được trình 

bày ở hình 3.32. Kết quả cho thấy lutein có độ hấp thụ cao ở các bước sóng cực đại tại: 

max = 424; 446; 474 (nm). Trong đó cao nhất ở bước sóng 446 nm. 

 

Hình 3.32. Sắc ký đồ UV-Vis của lutein 

Hợp chất LuC - tinh thể lutein. C40H56O2. [M-H]-  567 m/z. IR: 3200- 3500, 1730, 

1614 và 1203 cm-1. 

Cấu trúc của lutein sau phân lập đã được xác định chính xác dựa vào các phương 

pháp phổ một chiều và hai chiều trình bày ở hình 3.33, 3.34 và 3.35. 

Trên phổ 1H-NMR xuất hiện tín hiệu của 15 proton olefinic có độ chuyển dịch 

hoá học δH nằm trong vùng từ 5,431 đến 6,656 ppm, cụ thể là các tín hiệu tại δH  5,431 

(1 H), 5,545 (1 H), 6,121 (5 H), 6,252  (2 H), 6,338 (1 H), 6,3705 (1 H), 6,618 (4 H); 01 

proton nhóm metin tại δH 2,403 (H-6). Về phía trường cao hơn, tín hiệu cộng hưởng của 
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proton 03 nhóm metylen tại δH 2,369 (Ha-4′), 2,045 (Hb-4′), 1,840 (Ha-2), 1,365 (Hb-2), 

1,478 (Ha-2), 1,772 (Hb-2); tín hiệu cộng hưởng của proton 02 nhóm oximetin tại δH 

4.00 (H- 3′), 4.247 (H-3); tín hiệu cộng hưởng của proton 10 nhóm metyl có độ chuyển 

dịch hoá học nằm trong vùng từ 0,849 đến 1,971 ppm, cụ thể tại δH 1,971 (3H), 1,964 

(6H), 1,907 (3H), 1,735 (3H), 1,625 (3H), 1,074 (6H), 0,999 (3H), 0,849 (3H). 

 

Hình 3.33. Phổ 1H-NMR của lutein 

 

Hình 3.34. Phổ 13C-NMR của lutein 
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Trên phổ 13C-NMR cho thấy tín hiệu của 40 nguyên tử cacbon, bao gồm: 02 

cacbon không liên kết với hydro tại δC 34,05 (C-1′), 37,15 (C-1); 01 cacbon nhóm metin 

tại δC 55,02 (C-6); 02 cacbon nhóm oximetin tại δC 65,95 (C-3), 65,12 (C-3′); 03 cacbon 

nhóm metylen tại δC 44,66 (C-2), 42,60 (C-4′), 48,49 (C-2′); 10 cacbon nhóm metyl tại 

δC 12,76 (13-CH3), 13,12 (9-CH3), 21,62 (5-CH3), 30,28 (1-gem-CH3), 28,75 (1-CH3), 

12,82 (13′-CH3), 14,11 (9′-CH3), 22,86 (5′-CH3), 29,52 (1′-gem-CH3), 24,33 (1′-CH3); 

và 22 cacbon olefinic có độ chuyển dịch hoá học δC nằm trong vùng từ 124,53 đến 

138,52 ppm. 

  

Phổ HSQC  Phổ HMBC  

Hình 3.35. Phổ HSQC và phổ HMBC của lutein 

Phổ HSQC cho các tương tác giữa proton và cacbon tương ứng. 

Phổ HMBC cho thấy tương tác giữa proton H-7 (δH 6.12 ppm) với cacbon C-6 

(δC 55,02 ppm) và C-5 (δC 126,2 ppm), tương tác giữa proton H-7′ (δH 6,12 ppm) với 

cacbon C-6′ (δC 138,01 ppm) và C-5′ (δC 128,74 ppm), chứng tỏ mạch nhánh allen được 

gắn vào vị trí C-6 và C-6′ của hai vòng alicyclic. Tương tác giữa proton của nhóm metyl 

tại δH 1,074 (6H, s, 1-CH3, 1-gem-CH3) với cacbon C-1 (δC 37,15 ppm), tương tác giữa 

proton của nhóm metyl tại δH 0,849 và 0,999 (6H, s, 1′-CH3, 1′-gem-CH3) với cacbon 
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C-1′ (δC 34,05 ppm) chứng tỏ hai cặp nhóm metyl được gắn vào hai vị trí C-1 và C-1′ 

tương ứng. Sự chuyển dịch về phía trường thấp của hai cacbon C-3 và C-3′ chứng tỏ có 

nhóm hydroxyl gắn vào hai vị trí này. 

Các dữ liệu phổ trên hoàn toàn trùng khớp với số liệu phổ của lutein [96, 151]. 

 

Hình 3.36. Cấu trúc hóa học của lutein 

Lutein được xác định và kiểm chứng lại bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng 

cao (HPLC). Kết quả sắc ký đồ được thể hiện lần lượt từ hình 3.37 đến hình 3.41 và 

bảng 3.34. 

 

Hình 3.37. Sắc ký đồ HPLC của dung môi 
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Hình 3.38. Sắc ký đồ HPLC của phân đoạn LZ5-11 

 

Hình 3.39. Sắc ký đồ HPLC của chất chuẩn lutein đối chứng 

 

Hình 3.40. Sắc ký đồ HPLC của chất chuẩn lutein tinh chế 
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Bảng 3.34. Kết quả so sánh chất chuẩn lutein tinh chế và mẫu đối chứng 

Mẫu Thời gian lưu 

(phút) 

Hàm lượng 

(%) 

Mẫu lutein chuẩn đối chứng (Sigma Aldrich) 11,929 98,49 

Lutein phân đoạn lutein LZ5-11 11,528 93,69 

Chất chuẩn lutein tinh chế 11,543 98,46 

Kết quả cho thấy, hợp chất được tinh chế là lutein với hàm lượng cao, trên 98 %, 

đáp ứng được yêu cầu kỹ thuật làm chất chuẩn trong phân tích HPLC. 

Kết quả kiểm chứng chất chuẩn lutein sau phân lập bằng phương pháp LC-

MS/MS được thể hiện trên hình 3.41 và bảng 3.35. Kết quả cho thấy, mẫu lutein có độ 

sạch 98 % phù hợp với kết quả HPLC đã đo được. 

 

Hình 3.41. Sắc ký đồ LC-MS/MS của chất chuẩn lutein tinh chế 

 Kết quả chỉ ra rằng, ion phân tử của lutein có trị số m/z là 568,01 và hai phân 

mảnh ion là 104,531 và 118,6. Điều này có thể giải thích là do LC-MS/MS là sự kết hợp 

của sắc ký lỏng (LC) với phổ khối (MS). MS/MS là sự kết hợp của hai máy phân tích 

phổ khối trong một thiết bị đo. Bộ lọc MS đầu tiên cho ion tiền chất, ở đây là ion lutein 

(568,01), tiếp theo là sự phân mảnh của ion tiền chất dưới năng lượng cao. Sau đó, phổ 

khối thứ hai lọc các ion sản phẩm, được tạo ra bởi sự phân mảnh với hai mảnh ion 

104,531 và 118,6. Hai phân mảnh ion này có thể được tạo thành bởi sự phân mảnh từ 

hai đầu chứa nhóm OH của lutein, ứng với ion C7H4O (104,531) và ion C8H6O (118,6). 

Kết quả này trùng với kết quả khi phân tích chất chuẩn lutein của Sigma Aldrich. 
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Bảng 3.35. Kết quả LC-MS/MS của chất chuẩn lutein tinh chế 

Hợp 

chất 

Thời gian 

lưu 

Ion phân tử 

m/z 
CV 

Phân 

mảnh ion 
CE 

Chế độ ion 

hóa 

Lutein 3,22 568,01 38 104,531 64 ES+ 

3,22 568,01 38 118,6 44 ES+ 

3.2.6.3. Kết quả điều chế chất chuẩn zeaxanthin 

Hình ảnh chất chuẩn được trình bày ở hình 3.42. Theo đó, zeaxanthin là bột màu 

vàng cam. 

 

 Hình 3.42. Hình ảnh chất chuẩn zeaxanthin đã tinh chế 

Cấu trúc hoá học của zeaxanthin sau phân lập (hình 3.43) đã được xác định chính 

xác dựa vào các phương pháp phổ 1H-NMR (CDCl3) và 13C-NMR (CDCl3) trình bày ở 

hình 3.44, 3.45 và 3.46. 

 

Hình 3.43. Cấu trúc hóa học của zeaxanthin 

Do cấu trúc của zeaxanthin đối xứng nên phổ 1H-NMR và 13C-NMR của hợp chất 

này xuất hiện ít tín hiệu cộng hưởng hơn so với lutein. Cụ thể, trên phổ 1H-NMR của 

zeaxanthin xuất hiện tín hiệu cộng hưởng của các proton olefinic bị trùng lấp nhau tại 

δH 6,585 (overlap), tín hiệu cộng hưởng của proton các nhóm oximetin tại δH 3,903 (H-

3, H-3′), của proton các nhóm metylen tại δH 1,300 (CH2-2, CH2-2′, CH2-4, CH2-4′), của 

proton các nhóm metyl nằm trong vùng từ 0,869 đến 2,170 ppm.   
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Hình 3.44. Phổ 1H-NMR của zeaxanthin 

Tương ứng, phổ 13C-NMR của zeaxanthin xuất hiện tín hiệu của cacbon không 

liên kết với hydro tại δC 37,10 (C-1, C-1′), cacbon nhóm oximetin tại δC 54,39 (C-3, C-

3′), cacbon nhóm metylen tại δC 30,05 (C-2, C-2′, C-4, C-4′), và cacbon của các nhóm 

metyl nằm trong vùng từ 14,00 đến 31,50 ppm. Các cacbon olefinic có độ chuyển dịch 

hoá học δC nằm trong vùng từ 132,16 đến 147,21 ppm. 

 

Hình 3.45. Phổ 13C-NMR của zeaxanthin 
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Phổ HSQC  Phổ HMBC  

Hình 3.46. Phổ HSQC và phổ HMBC của zeaxanthin 

Các dữ liệu phổ trên hoàn toàn trùng khớp với số liệu phổ của zeaxanthin [96, 152]. 

Kết quả phân tích chất chuẩn zeaxanthin bằng HPLC được trình bày từ hình 3.47 

đến hình 3.50. 

 

Hình 3.47. Sắc ký đồ HPLC của phân đoạn zeaxanthin LZ14-15 
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Hình 3.48. Sắc ký đồ HPLC của phân đoạn zeaxanthin Z14.3 

 

Hình 3.49. Sắc ký đồ HPLC của phân đoạn zeaxanthin ZD2  

 

Hình 3.50. Sắc ký đồ HPLC của chất chuẩn zeaxanthin tinh chế 
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Kết quả cho thấy, hàm lượng zeaxanthin (thời gian lưu tại 12,175 phút) trong 

phân đoạn LZ14-15 với dung môi rửa giải n-hexan/EtOAC/ete (40/10/20, v/v/v) đạt 

khoảng 81,06 %. Sau quá trình phân lập bằng sắc ký trên cột silica gel pha thường với 

dung môi rửa giải n-hexan/EtOAc/ete (4/1/1, v/v/v) và cột silica gel pha đảo C18 với 

dung môi rửa giải ACN/MeOH (9/1, v/v), hàm lượng zeaxanthin đã tăng lên 92,24 % 

và 95,15 % tương ứng với các mẫu ZD14.3 và ZD2 do các tạp chất đã được loại bỏ. Sau 

khi kết tinh lại, zeaxanthin có độ tinh khiết 95,97 %, đạt yêu cầu làm chất chuẩn phân 

tích HPLC đối với chất chuẩn zeaxanthin. 

Kết quả kiểm chứng chất chuẩn zeaxanthin sau tinh chế bằng phương pháp LC-

MS/MS được thể hiện ở hình 3.51. Mẫu zeaxanthin có độ sạch 95 % phù hợp với kết 

quả HPLC đã đo được. 

 

Hình 3.51. Sắc ký đồ LC-MS/MS của chất chuẩn zeaxanthin tinh chế 

Kết quả chỉ ra rằng, cùng điều kiện phân tích LC-MS/MS nhưng ion phân tử của 

zeaxanthin có trị số m/z là 568,777 và hai phân mảnh ion là 104,598 và 90,531. Điều 

này có thể giải thích là do lutein và zeaxanthin là hai đồng phân khác nhau ở vị trí của 

một liên kết đôi nên ion phân tử đều có giá trị m/z quanh 568. Hai phân mảnh ion của 

zeaxanthin là 104,598 và 90,531, trong đó phân mảnh 104,598 có giá trị gần giống như 

phân mảnh 104,531 của lutein, phân mảnh ion còn lại khác nhau. Điều này được giải 

thích là do lutein và zeaxanthin đều có hai đầu chứa nhóm OH, một trong hai đầu này 

có cấu trúc giống nhau nên cùng phân mảnh ion quanh giá trị 104, đầu chứa nhóm OH 

còn lại khác nhau vị trí một liên kết đôi nên phân mảnh ion khác nhau. Hai phân mảnh 

ion này có thể ứng với ion C7H4O (104,598) và ion C6H2O (90,531). Kết quả này trùng 

với kết quả khi phân tích chất chuẩn zeaxanthin của Sigma Aldrich.  
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3.2.7. Phương pháp bảo quản sản phẩm lutein và zeaxanthin 

Kết quả khảo sát ảnh hưởng của các điều kiện bảo quản đến chất lượng của lutein 

được trình bày trong bảng 3.36 và hình 3.52. 

Bảng 3.36. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của điều kiện bảo quản đến chất lượng lutein 

Hàm lượng lutein trong sản phẩm (%) 

Thời gian bảo 

quản 

Ánh sáng tự nhiên, 

25 – 30 °C 

Tránh ánh sáng, -

10 °C  

Tránh ánh sáng, 25 

– 30 °C 

t = 0 96,3 96,3 96,3 

Sau 1 tuần 87,9 96,3 96,1 

Sau 2 tuần 84,2 96,3 95,2 

Sau 3 tuần  75,7 96,3 94,1 

Sau 4 tuần 74,1 96,3 92,2 

Kết quả cho thấy, lutein bị ảnh hưởng mạnh bởi ánh sáng, cường độ ánh sáng liên 

tục khiến cho lutein dễ bị chuyển hóa, giảm nhanh chất lượng. Lutein được bảo quản tốt 

trong môi trường tránh ánh sáng. Lutein gần như không thay đổi chất lượng trong 4 tuần 

khi bảo quản tránh ánh sáng và để lạnh. Vậy, lutein nên được bảo quản trong môi trường 

chân không, tránh ánh sáng ở nhiệt độ thấp. 

 

Hình 3.52. Ảnh hưởng của điều kiện bảo quản đến chất lượng lutein 
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3.3. KIỂM NGHIỆM ĐỘ ỔN ĐỊNH VÀ ĐỘC TÍNH CỦA SẢN PHẨM  

3.3.1. Độ ổn định của sản phẩm lutein 

Kết quả kiểm nghiệm độ ổn định của lutein (hàm lượng lutein tổng 92,9 %) được 

trình bày trong bảng 3.37 và hình 3.53. 

Bảng 3.37. Kết quả kiểm nghiệm độ ổn định của lutein  

Hàm lượng lutein tổng (%) 

STT Thời gian bảo 

quản 

Nhiệt độ 

-10 °C 

Nhiệt độ 0 °C Nhiệt độ môi 

trường 

1 t=0 96,3 96,3 96,3 

2 Sau 1 tuần 96,3 96,3 96,0 

3 Sau 2 tháng 96,2 96,2 95,7 

4 Sau 6 tháng 96,2 95,0 93,1 

5 Sau 9 tháng 96,1 94,0 92,71 

Kết quả cho thấy, sau 9 tháng, độ ổn định của lutein đều rất cao dù được bảo quản 

ở các nhiệt độ khác nhau (môi trường chân không), hàm lượng lutein tổng ở các mẫu 

đều > 92 %. Mẫu bảo quản ở nhiệt độ thấp (-10 oC), hàm lượng lutein ít biến đổi hơn so 

với bảo quản ở các khoảng nhiệt độ cao hơn.  Vậy, lutein hoàn toàn có thể bảo quản ở 

nhiệt độ thường hoặc nhiệt độ thấp trong điều kiện chân không, tránh ánh sáng. 

 

Hình 3.53. Kết quả kiểm nghiệm độ ổn định của lutein 
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3.3.2. Thử nghiệm độc tính cấp, độc tính bán trường diễn của sản phẩm lutein 

Theo hướng dẫn của Tổ chức Y tế thế giới và quy định của Bộ y tế Việt Nam, 

ngoại trừ các bài thuốc cổ phương được chiết xuất theo phương pháp truyền thống, tất 

cả các thuốc có nguồn gốc từ dược liệu phải đánh giá độc tính cấp và bán trường diễn 

trên động vật trước khi đưa vào thử nghiệm trên người. Hỗn hợp lutein và zeaxanthin 

là hoạt chất chiết xuất từ dược liệu, do đó việc nghiên cứu tính an toàn trong đó gồm 

nghiên cứu độc tính cấp và độc tính bán trường diễn trên động vật thực nghiệm là cần 

thiết và bắt buộc. 

3.3.2.1. Nghiên cứu độc tính cấp 

Kết quả nghiên cứu độc tính cấp của lutein được trình bày ở bảng 3.38. 

Kết quả chỉ ra rằng chuột đã được cho uống lutein tới mức liều cao nhất là 

3000 mg/kg/ngày, gấp hơn 1000 lần liều dự kiến có tác dụng (liều dự kiến có tác 

dụng ở chuột nhắt là 2,88 mg/kg/ngày), sau uống lutein 72 giờ và 168 giờ, tất cả chuột 

thí nghiệm ở các lô đều hoạt động, ăn uống bình thường, chất thải bình thường, không 

có chuột nào chết. Kết quả này cũng phù hợp với nghiên cứu của R Ravikrishnan 

và cộng sự [153] đánh giá độc tính cấp của Lutemax 2020 (gồm lutein and 

zeaxanthin), cho chuột cống uống đến liều 2000mg/kg mà không có chuột nào chết, 

không có dấu hiệu của độc tính. Vậy, chưa tìm thấy LD50  của lutein theo đường 

uống trên chuột nhắt trắng với mức liều cao nhất chuột uống trong 24 giờ là 3000 

mg/kg thể trọng/ngày, lutein có tính an toàn cao trong thử nghiệm độc tính cấp theo 

đường uống. 

Bảng 3.38. Kết quả nghiên cứu độc tính cấp theo đường uống của lutein trên chuột 

Lô 

chuột 

Liều dùng 

(mg/kg thể trọng) 

Thể tích  

cho uống 

Số chuột sống/chết 

sau 72 giờ 

Số chuột sống/chết     

sau 168 giờ 

Lô 1 1000 0,2 mL/10 g   10/0 10/0 

Lô 2 1500 0,2 mL/10 g 10/0 10/0 

Lô 3 2000 0,2 mL/10 g 10/0 10/0 

Lô 4 2500 0,2 mL/10 g 10/0 10/0 

Lô 5 3000 0,2 mL/10 g 10/0 10/0 
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3.3.2.2. Nghiên cứu độc tính bán trường diễn 

- Tình trạng chung 

Các chuột ở cả lô chứng và các lô dùng thuốc thử lutein đều hoạt động bình 

thường. Chuột lông mượt, da niêm mạc bình thường, ăn uống bình thường, phân thành 

khuôn. 

- Sự thay đổi thể trọng của chuột 

Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của lutein đến trọng lượng của chuột được trình 

bày ở bảng 3.39. 

So sánh trong từng lô giữa các thời điểm nghiên cứu, trọng lượng chuột ở các lần 

cân sau đều lớn hơn lần cân trước (p < 0,01). So sánh giữa các lô tại cùng thời điểm 

đánh giá, không có sự khác biệt về trọng lượng chuột (p > 0,05).  

Bảng 3.39. Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của lutein đến trọng lượng chuột 

Thời 

điểm 

Trọng lượng chuột ( ± SD) (g) 
pgiữa các lô 

Lô chứng (1) Lô thử 1 (2) Lô thử 2 (3) 

D0 (a) 168,60 ± 4,52 171,90 ± 4,53 169,80 ± 3,79 p1-2 > 0,05 

p1-3 > 0,05 

p2-3 > 0,05 

D45 (b) 198,16 ± 4,86 202,04 ± 8,42 201,84 ± 9,17 

D90 (c) 216,08 ± 7,64 219,11 ± 5,58 218,82 ± 5,18 

p trước sau pa-b< 0,01; pb-c< 0,01; pa-c< 0,01 - 

- Ảnh hưởng của lutein lên các chỉ số huyết học của chuột 

Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của lutein lên các chỉ số huyết học của chuột được 

trình bày từ bảng 3.40 đến bảng 3.44. 

Bảng 3.40. Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của lutein đến số lượng hồng cầu  

Thời điểm 
Hồng cầu chuột  ( ± SD)  

pgiữa các lô 
Lô chứng (1) Lô thử 1 (2) Lô thử 2 (3) 

D0  (a) 8,20 ± 1,98 8,59 ± 0,98 8,67 ± 1,30 p1-2 > 0,05 

p1-3 > 0,05 

p2-3 > 0,05 

D45 (b) 8,11 ± 0,67 8,32 ± 0,67 8,28 ± 1,24 

D90 (c) 7,96 ± 0,59 8,06 ± 0,97 8,17 ± 0,52 

p trước sau cùng lô pa-b> 0,05; pa-c > 0,05; pb-c > 0,05 - 

X

X
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So sánh trong cùng lô ở các thời điểm trước nghiên cứu, sau uống lutein 45 ngày 

và sau uống lutein 90 ngày, số lượng hồng cầu trong máu chuột thay đổi không có ý 

nghĩa thống kê (p > 0,05). So sánh giữa các lô trong cùng một thời điểm nghiên cứu số 

lượng hồng cầu trong máu chuột thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Như 

vậy, lutein không ảnh hưởng đến số lượng hồng cầu của các chuột thử nghiệm. 

Bảng 3.41. Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của lutein đến hàm lượng huyết sắc tố  

Thời điểm 
Huyết sắc tố chuột ( ± SD) (g/dl)  

pgiữa các lô Lô chứng (1) Lô thử 1 (2) Lô thử 2 (3) 

D0  (a) 125,90 ± 15,07 125,50 ± 9,80 124,90 ± 16,72 p1-2 > 0,05 

p1-3 > 0,05 

p2-3 > 0,05 

D45 (b) 125,20 ± 12,40 126,10 ± 15,95 125,70 ± 15,71 

D90 (c) 125,60 ± 12,41 126,60 ± 18,27 126,20 ± 14,54 

p trước sau cùng lô pa-b> 0,05; pa-c > 0,05; pb-c > 0,05 - 

So sánh trong cùng lô ở các thời điểm trước nghiên cứu, sau uống lutein 45 ngày và 

sau uống lutein 90 ngày, nồng độ huyết sắc tố trong máu chuột thay đổi không có ý nghĩa 

thống kê (p > 0,05). So sánh giữa các lô trong cùng một thời điểm nghiên cứu, nồng độ huyết 

sắc tố trong máu chuột thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Như vậy, nồng độ 

huyết sắc tố trong máu chuột không bị ảnh hưởng bởi lutein. 

Bảng 3.42. Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của lutein đến hematocrit 

Thời điểm 
Hematocrit ( ± SD) (%)  

pgiữa các lô Lô chứng (1) Lô thử 1 (2) Lô thử 2 (3) 

D0  (a) 39,93 ± 4,95 41,02 ± 3,42 40,37 ± 2,64 p1-2 > 0,05 

p1-3 > 0,05 

p2-3 > 0,05 

D45 (b) 41,54 ± 1,80 39,71 ± 4,11 41,53 ± 1,71 

D90 (c) 41,40 ± 2,73 41,92 ± 2,66 41,69 ± 3,41 

p trước sau cùng lô pa-b> 0,05; pa-c > 0,05; pb-c > 0,05 - 

So sánh trong cùng lô ở các thời điểm trước nghiên cứu, sau uống lutein 45 ngày 

và sau uống lutein 90 ngày, hematocrit trong máu chuột thay đổi không có ý nghĩa thống 

kê (p > 0,05). So sánh giữa các lô trong cùng một thời điểm nghiên cứu, hematocrit 

X

X
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trong máu chuột thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Vậy, hematocrit trong 

máu chuột không thay đổi khi chuột uống lutein. 

Bảng 3.43. Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của thuốc thử đến số lượng bạch cầu 

Thời điểm 
Bạch cầu máu chuột ( ± SD) (G/l)  

pgiữa các lô Lô chứng (1) Lô thử 1 (2) Lô thử 2 (3) 

D0  (a) 8,95 ± 1,55 9,07 ± 1,65 8,53 ± 2,34 p1-2 > 0,05 

p1-3 > 0,05 

p2-3 > 0,05 

D45 (b) 8,89 ± 2,65 8,91 ± 3,07 8,34 ± 1,54 

D90 (c) 9,06 ± 2,16 8,88 ± 2,52 8,69 ± 2,40 

p trước sau cùng lô pa-b> 0,05; pa-c > 0,05; pb-c > 0,05 - 

So sánh trong cùng lô ở các thời điểm trước nghiên cứu, sau uống lutein 45 ngày 

và sau uống lutein 90 ngày, số lượng bạch cầu trong máu chuột thay đổi không có ý 

nghĩa thống kê (p > 0,05). So sánh giữa các lô trong cùng một thời điểm nghiên cứu số 

lượng bạch cầu trong máu chuột thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 

Bảng 3.44. Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của lutein đến số lượng tiểu cầu 

Thời 

điểm 

Số lượng tiểu cầu máu chuột ( ± SD) (G/l)  

pgiữa các lô Lô chứng (1) Lô thử 1 (2) Lô thử 2 (3) 

D0  (a) 625,02 ± 145,67  627,10 ± 144,16 657,20 ± 176,07 p1-2 > 0,05 

p1-3 > 0,05 

p2-3 > 0,05 

D45 (b) 640,60 ± 175,42 635,00 ± 68,35 647,85 ± 90,89 

D90 (c) 612,80 ± 156,32 615,75 ± 213,54 691,25 ± 177,56 

p trước sau 

cùng lô 

pa-b> 0,05; pa-c > 0,05; pb-c > 0,05 

- 

So sánh trong cùng lô ở các thời điểm trước nghiên cứu, sau uống thuốc thử 45 

ngày và sau uống thuốc thử 90 ngày, số lượng tiểu cầu trong máu chuột thay đổi không 

có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). So sánh giữa các lô trong cùng một thời điểm nghiên 

cứu số lượng tiểu cầu trong máu chuột thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 

X

X



  114 

 

- Ảnh hưởng của thuốc thử lên các chỉ số sinh hóa của chuột 

Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của thuốc thử lên các chỉ số sinh hóa của chuột 

được trình bày ở bảng 3.45, 3.46 và 3.47. 

Bảng 3.45. Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của thuốc thử đến hoạt độ AST, ALT 

Chỉ số 
Thời 

điểm 

Kết quả ( ± SD, n=8)  

pgiữa các lô Lô chứng (1)  Lô trị 1(2)  Lô trị 2 (3)  

AST 

(u/l) 

 D0 (a) 129,30 ± 19,65 128,40 ± 30,35 129,50 ± 29,15 p1-2 > 0,05 

p1-3 > 0,05 

p2-3 > 0,05 

D45 (b) 124,60 ± 15,28 126,10 ± 22,94 128,40 ± 24,69 

 D90(c) 118,30 ± 36,09 127,90 ± 26,83 130,90 ± 30,71 

p trước sau pa-b > 0,05; pa- c> 0,05; pb-c > 0,05 - 

ALT 

(u/l) 

 D0 (a) 93,00 ± 26,02 84,80 ± 39,95 86,60 ± 14,26 p1-2 > 0,05 

p1-3 > 0,05 

p2-3 > 0,05 

 D45 (b) 91,70 ± 20,34 81,60 ± 30,18 85,80 ± 29,93 

 D90(c) 89,70 ± 15,33 86,20 ± 12,98 83,50 ± 19,65 

p trước sau pa-b > 0,05; pa- c> 0,05; pb-c > 0,05 - 

So sánh các lô với nhau trong cùng một thời điểm, cũng như so sánh trong từng lô 

giữa các thời điểm thí nghiệm, hoạt độ các enzym AST và ALT trong máu chuột thay đổi 

không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Như vậy lutein với các mức liều và thời gian sử dụng 

trong nghiên cứu không làm thay đổi hoạt độ các enzym AST và ALT, lutein không gây ra 

hủy hoại tế bào gan trên chuột nghiên cứu. 

So sánh các lô với nhau trong cùng một thời điểm, cũng như so sánh trong từng lô 

giữa các thời điểm thí nghiệm, nồng độ albumin và cholesterol toàn phần trong máu chuột 

thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Như vậy lutein với các mức liều và thời gian 

sử dụng trong nghiên cứu không làm thay đổi nồng độ albumin và cholesterol toàn phần trong 

máu chuột nghiên cứu. 

 

X
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Bảng 3.46. Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của thuốc thử đến nồng độ albumin và 

cholesterol toàn phần  

Chỉ số 
Thời 

điểm 

Kết quả ( ± SD, n=8)  

pgiữa các lô Lô chứng (1)  Lô trị 1(2)  Lô trị 2 (3)  

Albumin 

huyết tương 

(g/l) 

 D0 (a) 28,18 ± 2,69 28,20 ± 1,33 28,50 ± 1,61 p1-2 > 0,05 

p1-3 > 0,05 

p2-3 > 0,05 

D45 (b) 28,42 ± 1,65 28,52 ± 1,25 28,22 ± 1,93 

 D90(c) 28,31 ± 2,06 28,60 ± 1,85 28,30 ± 1,89 

p trước sau pa-b > 0,05; pa- c> 0,05; pb-c > 0,05 - 

Cholesterol 

toàn phần  

( mmol/l) 

 D0 (a) 1,06 ± 0,43 0,98 ± 0,27 1,09 ± 0,31 p1-2 > 0,05 

p1-3 > 0,05 

p2-3 > 0,05 

 D45 (b) 0,99 ± 0,46 0,96 ± 0,27 1,01 ± 0,34 

 D90(c) 1,10 ± 0,32 1,02 ± 0,32 0,97 ± 0,42 

p trước sau pa-b > 0,05; pa- c> 0,05; pb-c > 0,05 - 

Bảng 3.47. Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của lutein đến nồng độ creatinin  

Thời điểm Creatinin (μmol/l; ± SD, n= 8)  

pgiữa các lô Lô chứng (1)  Lô trị 1(2)  Lô trị 2 (3)  

D0 (a) 46,40 ± 4,58 46,50 ± 5,93 44,80 ± 4,34 p1-2 > 0,05 

p1-3 > 0,05 

p2-3 > 0,05 

D45 (b) 44,20 ± 2,44 43,20 ± 4,64 45,60 ± 3,60 

D90(c) 48,50 ± 5,26 45,70 ± 5,34 44,70 ± 3,72 

p trước-sau pa-b > 0,05; pa- c > 0,05; pb-c  > 0,05 - 

So sánh các lô với nhau trong cùng một thời điểm, cũng như so sánh trong từng lô 

giữa các thời điểm thí nghiệm, nồng độ creatinin trong máu chuột thay đổi không có ý nghĩa 

thống kê (p > 0,05). Như vậy, lutein với các mức liều và thời gian sử dụng trong nghiên cứu 

không làm thay đổi nồng độ creatinin trong máu chuột nghiên cứu. 

3.3.2.3. Kết quả mô bệnh học gan, thận chuột nghiên cứu 

- Đại thể  

Kết quả đại thể của chuột thí nghiệm được thể hiện ở hình 3.54. 

X

X
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Hình 3. 54. Hình ảnh đại thể gan, lách, thận chuột thí nghiệm 

Kết quả cho thấy, màu sắc, hình thái của gan, lách và thận ở hai lô dùng lutein không 

khác so với chứng khi quan sát đại thể bằng mắt thường dưới kính lúp có độ phóng đại 25 

lần. Hình ảnh đại thể các tạng gan, lách, thận của chuột ở các lô trị 1, lô trị 2, là các lô 

cho uống lutein, có màu nâu đỏ thẫm đồng đều, bề mặt nhẵn, không có u cục hoặc xuất 

huyết, có đàn hồi khi ấn xuống, không khác biệt so với hình ảnh gan, lách, thận của 

chuột ở lô chứng. 

- Vi thể 

Kết quả mô bệnh học gan, lách, thận của chuột sau 90 ngày uống thuốc được thể 

hiện ở hình 3.55. 

Kết quả nghiên cứu về mô bệnh học gan, lách, thận chuột cho thấy lutein dùng đường 

uống với liều 1,68 mg/kg/ngày, và liều 8,40 mg/kg/ngày liên tục trong 90 ngày, không gây 

tổn thương trên gan, thận, lách của chuột, không thấy có sự khác biệt về cấu trúc vi thể 

gan, lách, thận giữa lô trị 1 và lô trị 2 với lô chứng. 

Các kết quả thực nghiệm cho thấy, dùng lutein liều 1,68 mg/kg/ngày và liều 8,40 

mg/kg/ngày, trong 90 ngày liên tục, chuột đều khỏe mạnh, tăng trọng tốt, các chỉ số huyết 

học (hồng cầu, huyết sắc tố, hematocrit, thể tích trung bình hồng cầu, bạch cầu, tiểu 

cầu), các chỉ tiêu sinh hóa máu đánh giá chức năng gan, thận (hoạt độ các enzym AST, 

ALT, albumin huyết tương, cholesterol toàn phần, creatinin) không thay đổi, không gây 

tổn thương mô bệnh học gan, lách, thận. Vì lí do đó, lutein được coi là an toàn khi sử 

dụng bằng đường uống. 

 

   

Hình ảnh  gan, thận, lách  

lô chứng 

Hình ảnh  gan, thận, lách lô 

trị 1 

Hình ảnh  gan, thận, lách lô 

trị 2 



  117 

 

Hình thái vi thể gan Hình thái vi thể lách Hình thái vi thể thận 

 

Chuột 4 lô chứng (HE x 

400): các bè gan và tiểu 

thùy gan bình thường, 

không có thoái hóa, xâm 

nhập viêm, tĩnh mạch trung 

tâm không giãn, không 

xung huyết. 

Chuột 8 lô chứng (HE x 

400):  Các nang lympho 

với tâm mầm rộng và trung 

tâm có động mạch bút 

lông. Cấu trúc lách bình 

thường. 

 

Chuột 6 lô chứng (HE x 

400): Các mao mạch trong 

tiểu cầu và khe thận bình 

thường. Các tế bào biểu 

mô ống thận bình thường. 

Chuột 16 lô trị 1 (HE x 400): 

các bè gan và tiểu thùy gan, tế 

bào gan bình thường. Hình 

ảnh vi thể không khác biệt so 

với lô chứng. 

Chuột 14 lô trị 1 (HE x 400): 

Cấu trúc lách bình thường. 

Hình ảnh vi thể không khác 

biệt so với lô chứng. 

Chuột 12 lô trị 1 (HE x 400): 

các cấu trúc nhu mô thận bình 

thường. Hình ảnh vi thể không 

khác biệt so với lô chứng. 

 

Chuột 22 lô trị 2 (HE x 400): 

các bè gan và tiểu thùy gan, tế 

bào gan bình thường. Hình 

ảnh vi thể không khác biệt so 

với lô chứng. 

Chuột 27 lô tr 2 (HE x 400): 

Cấu trúc lách bình thường. 

Hình ảnh vi thể không khác 

biệt so với lô chứng. 

 

Chuột 24 lô trị 2 (HE x 400): 

các cấu trúc nhu mô thận bình 

thường. Hình ảnh vi thể không 

khác biệt so với lô chứng. 

Hình 3. 55. Hình ảnh vi thể gan, lách, thận chuột nghiên cứu 
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Nghiên cứu bán trường diễn được thực hiện trong thời gian 3 tháng là do theo hướng 

dẫn của Tổ chức Y tế thế giới và quy định của Bộ y tế Việt Nam, thời gian nghiên cứu 

bán trường diễn trên động vật thường gấp 4 lần thời gian dự kiến dùng trên người. Tuy 

nhiên, nếu nghiên cứu trên động vật trong thời gian quá dài, đặc biệt khi cho động vật 

dùng thuốc cưỡng bức (qua kim cong đầu tù), một số yếu tố nhiễu có thể ảnh hưởng đến 

kết quả nghiên cứu. Vì lí do đó, trong trường hợp thời gian dự định sử dụng trên người 

là dùng hàng ngày trên 30 ngày thì thời gian nghiên cứu bán trường diễn trên động vật 

là 3 tháng.  

3.4. BÀO CHẾ NHŨ TƯƠNG NANO LUTEIN 

3.4.1. Lựa chọn thông số để thiết kế thí nghiệm 

3.4.1.1. Lựa chọn chất hoạt động bề mặt ưa dầu 

Chất hoạt động bề mặt có khả năng định hướng trên bề mặt phân cách giữa hai 

pha rắn-lỏng tạo thành một lớp đơn, đa phân tử hoặc các ion bao xung quanh các tiểu 

phân lutein, đồng thời làm giảm sức căng bề mặt, cải thiện tính thấm của các tiểu phân 

lutein với môi trường phân tán. 

Kết quả xác định kích thước tiểu phân trung bình của nhũ tương nano lutein khi 

sử dụng các chất hoạt động bề mặt ưa dầu khác nhau được trình bày trong bảng 3.48. 

Bảng 3.48. Kết quả xác định ảnh hưởng của chất hoạt động bề mặt ưa dầu 

đến kích thước tiểu phân trung bình của nhũ tương 

Chất hoạt động bề mặt Span 60 Span 80 Span 40 Leucithin 

KTTP, nm 56  89 114 157 

(Điều kiện: lutein 5 % trong dầu nành; dầu nành 1 %; tween 80 18 %; pectin 0,06 % 

và nước cất 100 ml). 

Kết quả cho thấy có sự khác biệt về KTTP giữa các mẫu sử dụng chất hoạt động 

bề mặt ưa dầu khác nhau. Nhũ tương nano lutein sử dụng chất hoạt động bề mặt span 

60 có KTTP nhỏ nhất. Vì vậy, span 60 được chọn trong các nghiên cứu tiếp theo. 

3.4.1.2. Lựa chọn chất hoạt động bề mặt ưa nước 

 Kết quả xác định kích thước tiểu phân trung bình của nhũ tương nano lutein khi 

sử dụng các chất hoạt động bề mặt ưa nước khác nhau được trình bày trong bảng 49. 
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Bảng 3.49. Kết quả xác định ảnh hưởng của chất hoạt động bề mặt ưa 

nước đến kích thước tiểu phân trung bình của nhũ tương 

Chất hoạt động bề mặt Tween 80 

18% 

Tween 60  

18% 

Poloxame 

18% 

Cremophor RH40 

18% 

KTTP, nm 56  72 112 134 

 (Điều kiện: lutein 5 % trong dầu nành; dầu đậu nành 1 %; Span 60 4 %; 

pectin 0,06 % và nước cất 100 ml). 

Kết quả cho thấy có sự khác biệt về KTTPTB giữa các mẫu sử dụng chất hoạt 

động bề mặt khác nhau. Nhũ tương nano lutein sử dụng chất hoạt động bề mặt tween 80 

có KTTP nhỏ nhất. Vì vậy, tween 80 được chọn trong các nghiên cứu tiếp theo. 

3.4.1.3. Chọn nồng độ lutein/dầu nành 

Kết quả khảo sát khả năng hòa tan của lutein trong dầu nành được trình bày trong 

bảng 3.50. 

 Bảng 3. 50. Trạng thái của pha dầu khi thay đổi nồng độ lutein  

Nồng độ lutein trong dầu nành 

(%, w/w) 

Trạng thái cảm quan  

1 Lutein tan hoàn toàn 

2 Lutein tan hoàn toàn 

3 Lutein tan hoàn toàn 

4 Lutein tan hoàn toàn 

5 Lutein tan hoàn toàn 

6 Lutein tan 1 phần 

Thực nghiệm cho thấy, sau một thời gian bảo quản ở nhiệt độ phòng thì các mẫu 

có nồng độ lutein từ 6 % trở lên, lutein dần tách ra ở dạng các hạt chất rắn nhỏ màu cam 

lơ lửng trong hệ, sau đó lắng xuống đáy. Điều này là do lutein không tan hết trong dầu 

nành. Do đó, tỷ lệ lutein trong dầu nành để thiết kế thí nghiệm là 5 % w/w. 

3.4.1.4. Chọn tỷ lệ O/W và hàm lượng tween 80 

Kết quả khảo sát ảnh hưởng của tỷ lệ O/W và hàm lượng tween 80 đến trạng thái 

hệ nhũ tương được trình bày ở bảng 3.51.  
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Bảng 3. 51. Trạng thái của hệ nhũ tương lutein khi thay đổi tỷ lệ tween 80 

Tỷ lệ O/W, 

(%, w/w) 

Hàm lượng tween 80, 

(%, w/w) 

 

Trạng thái cảm quan  

0,5 12 Mờ đục 

0,5 14 Trong suốt 

0,5 16 Trong suốt 

0,5 18 Trong suốt 

1,0 12 Mờ đục 

1,0 14 Trong suốt 

1,0 16 Trong suốt 

1,0 18 Trong suốt 

1,5 12 Mờ đục 

1,5 14 Mờ đục 

1,5 16 Hơi đục 

1,5 18 Hơi đục 

(Điều kiện: pha nước (W), pectin 0,06 %; pha dầu (O), 5 % lutein; span 60 4%) 

Kết quả cho thấy, với cùng một tỷ lệ O/W như nhau khi nồng độ tween 80 càng 

cao thì hệ vi nhũ tương càng trong do các hạt vi nhũ tương lutein/dầu nành sẽ được bao 

bọc bởi tween 80 càng nhiều, hệ càng được bảo vệ chống lại sự keo tụ, do đó hệ càng 

ổn định. Khi nồng độ tween 80 thấp (dưới 14 % w/w), càng tăng tỷ lệ O/W thì hệ càng 

đục, hệ vi nhũ tương lutein tạo thành không bền vững, các hạt nhũ tương dễ dàng bị keo 

tụ. Điều này được giải thích là do tween 80 là chất HĐBM ưa nước mạnh (có HLB = 

15), hàm lượng tween 80 ảnh hưởng mạnh đến độ đục của hệ nhũ tương tạo thành [154], 

có nghĩa là nồng độ tween 80 dưới 14 % không đủ để bảo vệ các hạt vi nhũ tương khỏi 

sự keo tụ. Khi tỷ lệ tween 80 tăng lên thì hệ vi nhũ tương tạo thành rất bền, được phân 

tán và ổn định tốt trong môi trường nước. Tỷ lệ O/W ≥ 1,5, hệ mờ đục ở các hàm lượng 

tween 80.  

Ngoài ra, nếu tween 80 được sử dụng với hàm lượng quá cao, có thể tạo ra các 

micel, đóng vai trò như chất kết dính giữa tiểu phân và thúc đẩy hình thành kết tụ trong 
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nhũ tương [155]. Tween 80 là phân tử có phần đuôi kỵ nước dài chứa các liên kết chưa 

bão hòa hấp phụ lên bề mặt tiểu phân lutein và phần đầu lớn tạo ra hàng rào năng lượng 

không gian ngăn cản hiện tượng kết tụ.  

Tween 80 với hàm lượng tối đa 18 % w/w cũng phù hợp với các công bố trước 

đây. Vì vậy, lựa chọn tỷ lệ O/W 1 % (w/w) và hàm lượng tween 80 từ 14 – 18 % để bào 

chế nhũ tương lutein. 

Nhược điểm của tween 80 là tạo ra lớp hấp phụ mỏng trên bề mặt tiểu phân và 

tạo ra sự ổn định không gian giữa các tiểu phân kém hiệu quả hơn so với các polyme 

khối lượng phân tử lớn [156]. Vì vậy, tween 80 sẽ được nghiên cứu phối hợp với một 

polyme ưa nước. 

3.4.1.5. Chọn hàm lượng span 60 

Kết quả khảo sát ảnh hưởng của hàm lượng span 60 đến trạng thái hệ nhũ tương 

được trình bày ở bảng 3.52.  

Bảng 3. 52. Trạng thái của hệ nhũ tương lutein khi thay đổi hàm lượng span 60 

Mẫu  Hàm lượng span 60, % w/w Trạng thái cảm quan 

1 1 Hơi đục 

2 2 Trong mờ 

3 3 Trong suốt 

4 4 Trong suốt 

5 5 Mờ đục 

(Điều kiện: pha nước (W), pectin 0,06 %; pha dầu (O), 5 % lutein; tween 80 18 %) 

Kết quả thực nghiệm cho thấy trong khoảng khảo sát thì hàm lượng span 60 có 

ảnh hưởng đến độ đục của nhũ tương lutein. Hàm lượng span 60 quá cao ( 5 % w/w) 

hoặc quá thấp ( 1 % w/w) đều ảnh hưởng đến sự bền vững của trạng thái vi nhũ tương. 

Nguyên nhân là do span 60 là chất nhũ hóa ưa dầu hơn (có HLB = 4,7), khi cho vào hệ 

nó sẽ hấp phụ tốt hơn trên các giọt dầu tạo thành lớp hấp phụ thứ nhất (lớp hấp phụ này 

có tác dụng làm giảm bớt sự cách biệt về độ phân cực giữa pha dầu và pha nước); sau 

đó các phân tử tween 80 (HLB = 15) sẽ hấp phụ tiếp tục tạo thành lớp hấp phụ thứ hai 
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ưa nước hơn, làm cho các giọt dầu phân tán và ổn định tốt hơn trong môi trường nước 

nên hệ sẽ trong suốt. Các tỷ lệ span/ tween tạo ra các hệ thống nhũ hóa có các giá trị 

HLB khác nhau. Span 60 tạo ra nhũ tương O/ W ổn định và hài hòa khi kết hợp với 

tween 80. Việc kết hợp sử dụng đồng thời span 60 (có HLB thấp hơn) bên cạnh tween 

80 (có HLB cao hơn) là cần thiết vì khi đó sẽ tạo ra 2 lớp nhũ hóa hấp phụ tốt hơn trên 

bề mặt các vi hạt dầu, giúp làm giảm sự khác biệt về độ phân cực giữa pha dầu và pha 

nước hiệu quả hơn, do đó giúp bảo vệ hệ vi nhũ tương tốt hơn. Nếu hàm lượng span 60 

quá thấp sẽ không đủ để tạo lớp nhũ hóa thứ nhất, ảnh hưởng đến khả năng nhũ hóa của 

tween 80 nên hệ kém ổn định, các giọt dầu dễ keo tụ và làm hệ bị đục. Ngược lại, hàm 

lượng span 60 lớn quá thì lượng span 60 dư thừa sẽ hấp phụ cạnh tranh với tween 80, 

làm cho hệ kém ưa nước và trở nên đục hơn. Vì vậy, lựa chọn hàm lượng span 60 từ 2 

– 4 % để bào chế nhũ tương lutein. 

3.4.1.6. Lựa chọn polyme ưa nước 

Nhũ tương nano được tạo thành kém ổn định về mặt nhiệt động học. Hệ tiểu phân 

nano sẽ giảm năng lượng bề mặt bằng cách kết tụ hoặc hòa tan và kết tinh trở lại của 

tiểu phân nhỏ hơn thành tiểu phân lớn hơn (kết tụ Ostwald) [157], [155]. Mặc dù nhũ 

tương này đã sử dụng chất hoạt động bề mặt nhưng do tween 80 là phân tử nhỏ, tạo ra 

lớp hấp phụ mỏng trên bề mặt tiểu phân và tạo ra sự ổn định không gian giữa các tiểu 

phân kém hiệu quả hơn so với các polyme khối lượng phân tử lớn [156]. Vì vậy, kết hợp 

tween 80 với polyme ưa nước là cần thiết. Sự có mặt của các polyme này trong nhũ 

tương nano có thể làm giảm năng lượng bề mặt tiểu phân bằng cách hấp phụ trên bề mặt 

tạo thành lớp áo ưa nước ngăn chặn quá trình kết tụ hoặc tạo sự cồng kềnh về mặt không 

gian và tích điện cho bề mặt tiểu phân [158]. Trong khuôn khổ các hướng nghiên cứu 

của Phòng Thí nghiệm trọng điểm Công nghệ lọc, hóa dầu, pectin là một polyme ưa 

nước được chọn để tiến hành khảo sát.  

Pectin là một heteropolysacarit tự nhiên được sử dụng trong dược phẩm và thực 

phẩm như một chất tạo gel và chất ổn định nhờ khả năng làm tăng độ nhớt của nhũ tương 

và giảm sức căng bề mặt giữa dầu và nước hoặc để tạo kết cấu nhũ tương [159]. Pectin 

cũng tham gia vào sự hình thành các hạt nano như một phương tiện vận chuyển thuốc. 

Kết quả khảo sát ảnh hưởng của hàm lượng pectin đến trạng thái hệ nhũ tương 

được trình bày ở bảng 3.53.  
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Bảng 3. 53. Trạng thái của hệ nhũ tương lutein khi thay đổi hàm lượng pectin 

Mẫu  Hàm lượng pectin, % w/w Trạng thái cảm quan 

1 0,02 Trong suốt 

2 0,04 Trong suốt 

3 0,06 Trong suốt 

4 0,07 Pectin không tan hoàn toàn 

5 0,08 Pectin không tan hoàn toàn 

(Điều kiện: pha dầu (O), 5 % lutein; tween 80 18 %; span 60 4 %) 

Kết quả cho thấy, pectin có nồng độ trên 0,06 % không tan hết trong nước. Vì 

vậy, lựa chọn hàm lượng pectin từ 0,02 – 0,064 % để bào chế nhũ tương lutein. 

Quá trình bào chế dạng nhũ tương nano sẽ tạo ra diện tích bề mặt lớn làm thay 

đổi năng lượng tự do Gibbs. Nhũ tương nano được tạo thành kém ổn định về mặt nhiệt 

động học và có xu hướng giảm tổng năng lượng bằng cách kết tụ trở lại. Về mặt động 

lực học, quá trình kết tụ phụ thuộc vào năng lượng hoạt hóa và năng lượng này bị ảnh 

hưởng bởi sự có mặt của polyme ổn định [160]. Các polyme có tác dụng làm giảm kết 

tụ tiểu phân do tạo sự cồng kềnh về không gian và tích điện bề mặt tiểu phân [158]. Do 

đó, bên cạnh vai trò của chất hoạt động bề mặt, các polyme có vai trò quan trọng đối với 

nhũ tương nano. Việc sử dụng kết hợp chất hoạt động bề mặt với polyme làm tăng tính 

ổn định của nhũ tương nano [157]. 

Mặc dù khá nhiều công trình nghiên cứu về dạng bào chế nhũ tương nano đã 

được công bố, việc đánh giá và so sánh khả năng của các polyme đến tính ổn định của 

nhũ tương nano còn rất ít. Polyme ưa nước cùng với chất hoạt động bề mặt tạo ra hàng 

rào năng lượng, giúp ngăn chặn quá trình kết tụ Ostwald. Đồng thời, sự có mặt của các 

polyme còn làm tăng độ nhớt, tăng năng lượng biến dạng để phá vỡ tiểu phân [155].  

3.4.2. Thiết kế thí nghiệm 

Công thức nhũ tương nano lutein được thiết kế theo bảng 3.54. 
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Bảng 3. 54. Công thức nhũ tương nano 

Stt Thành phần Hàm lượng 

1 Lutein 5 % 

2 Dầu đậu nành 1 % 

3 Tween 80 Thay đổi 

4 Span 60 Thay đổi 

5 Pectin Thay đổi 

6 Nước cất 2 lần 100 ml 

Chú thích: 

- Hàm lượng lutein được tính theo khối lượng pha dầu (% w/w) 

- Hàm lượng dầu nành, tween 80, span 60, pectin được tính theo khối lượng của 

toàn hệ sau khi nước được thêm vào (% w/w). 

Biến đầu vào trong thiết kế thí nghiệm tối ưu hoá nhũ tương chứa lutein như ở 

bảng 3.55. 

Bảng 3. 55. Biến đầu vào 

Biến độc lập Kí hiệu Mức thấp Mức cao 

Tween 80, % X1 14 18 

Span 60, % X2 2 4 

Pectin, % X3 0,02 0,06 

 

Hàm mục tiêu: 

- Kích thước nhũ tương nano trung bình (Y1): Y1 ≤ 100 nm. 

- Độ ổn định của nhũ tương (Y2): Y2 –> max (ngày). 

Ma trận thí nghiệm được thiết kế bằng phần mềm Modde gồm 17 thí nghiệm. Các 

công thức nhũ tương nano chứa lutein được bào chế và đánh giá một số chỉ tiêu chất 

lượng của nhũ tương nano, kết quả được trình bày ở bảng 3.56. 
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Bảng 3. 56. Ma trận thí nghiệm và biến phụ thuộc 

Thí nghiệm X1 X2 X3 Y1 Y2 

TN1 14 2 0,02 109 24 

TN2 18 2 0,02 75 23 

TN3 14 4 0,02 89 37 

TN4 18 4 0,02 56 38 

TN5 14 2 0,06 111 33 

TN6 18 2 0,06 75 33 

TN7 14 4 0,06 89 44 

TN8 18 4 0,06 55 44 

TN9 14 3 0,04 99 34 

TN10 18 3 0,04 65 33 

TN11 16 2 0,04 93 27 

TN12 16 4 0,04 72 41 

TN13 16 3 0,02 82 31 

TN14 16 3 0,06 82 39 

TN15 16 3 0,04 82 33 

TN16 16 3 0,04 82 33 

TN17 16 3 0,04 83 33 

3.4.3. Phân tích quy luật tác động 

Dữ liệu thực nghiệm của 17 công thức nhũ tương nano chứa lutein được xử lý bằng 

phần mềm Modde nhằm phân tích chiều hướng ảnh hưởng của biến đầu vào đối với hàm 

mục tiêu và sau đó được tối ưu hóa thực nghiệm.  

Mức độ ảnh hưởng và độ tin cậy của các yếu tố được trình bày ở bảng 3.57. 
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Bảng 3. 57. Mức độ ảnh hưởng và độ tin cậy của các yếu tố tối ưu 

Yếu tố Y1 (KTTP) Y2 (DOD)  

E p E p 

X1 0,1041 4,2226e-013 0,1769 0,6681 

X2 0,1041 1,5679e-011 0,1769 1,6298e-08 

X3 0,1041 0,472216 0,1769 4,1999e-07 

X1X1 0,1589 0,785469 0,2702 0,924728 

X2X2 0,1589 0,361794 0,2702 0,560259 

X3X3 0,1589 0,785462 0,27012 0,0819046 

X1X2 0,0920 0,0382016 0,1564 0,350425 

X1X3 0,0920 0,0382013 0,1564 1 

X2X3 0,0920 0,0382013 0,1564 0,0199063 

E: Mức độ ảnh hưởng  

p: Độ tin cậy 

Phân tích giá trị E cho thấy kích thước tiểu phân và độ ổn định bị ảnh hưởng bởi 

hàm lượng tween 80, span 60 và pectin, tuy nhiên với mức độ khác nhau. Trong đó, 

tween 80 ảnh hưởng mạnh nhất đến kích thước tiểu phân nhũ tương nano lutein nhưng 

ít ảnh hưởng tới độ ổn định của nhũ tương. Hàm lượng span 60 và pectin ảnh hưởng 

mạnh tới độ ổn định của nhũ tương. Pectin không có ảnh hưởng nhiều tới sự hình thành 

kích thước tiểu phân nhũ tương nano lutein.  

Từ kết quả bảng 4 xác định được các biến của phương trình hồi quy trong mô hình 

thực nghiệm, đó là các yếu tố có độ tin cậy p < 0,05 [149], [161]. Như vậy, hàm mục 

tiêu Y1 sẽ phụ thuộc vào các yếu tố: X1, X2, X1X2, X1X3 và X2X3. Hàm mục tiêu Y2 phụ 

thuộc vào các yếu tố: X2, X3 và X2X3. Phương trình hồi quy có dạng:  

Y1 = 82,2328 – 13,519 X1 – 8,06399 X2 + 0,234379 X1X2 – 0,23438 X1X3 – 0,23438 

X2X3. 

Y2 = 33,4708 + 5,06543 X2 + 3,1659 X3 – 0,469286 X2X3. 
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Sự ảnh hưởng đồng thời của hai trong ba yếu tố tối ưu cũng được biểu diễn bằng 

hình 3. 56.  

 

  

  

Hình 3. 56. Biểu diễn đường đồng mức của các yếu tố. 

Phân tích ANOVA cho kết quả hệ số hồi quy (R2) của hàm Y1, Y2 lần lượt là 0,999 

và 0,994. Theo Castillo (2007), giá trị R2 > 0,75 thể hiện mô hình được xây dựng tương 

thích với thực nghiệm [161]. Điều này nghĩa là các biến đầu vào có mối tương quan chặt 

chẽ với các hàm mục tiêu, mô hình thực nghiệm có tính chính xác, độ tin cậy cao và có 

sự tồn tại của điểm tối ưu. 
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3.4.4. Lựa chọn công thức bào chế nhũ tương nano tối ưu 

Phần mềm Modde cho biết công thức tạo nhũ tương nano chứa lutein như sau: 

lutein trong dầu, 5 %; dầu đậu nành, 1 %; tween 80, 18 %; span 60, 4 %; pectin, 0,06 %; 

nước cất 2 lần, 100 ml. 

Kết quả đầu ra của công thức tối ưu được dự đoán như trong bảng 3.58. 

Bảng 3. 58. Kết quả đầu ra công thức tối ưu 

Hàm mục tiêu Y1, nm Y2, ngày 

Kết quả 54,83 44,78 

Kết quả bào chế nhũ tương nano lutein 3 lần, mỗi lần 500 ml được trình bày trong 

bảng 3.59. 

Bảng 3. 59. Đánh giá công thức tối ưu 

Hàm mục tiêu Lần 1 Lần 2 Lần 3 

Y1, nm 56,12 ± 1,50 55,68 ± 0,91 56,2 ± 1,09 

Y2, ngày 42,52 ± 2,51 44,14 ± 1,63 43,50 ± 2,11 

Kết quả tương đồng với kết quả đã được dự đoán, chứng tỏ bộ dữ liệu tối ưu hóa 

có độ tin cậy cao. 

Kết quả thực nghiệm phân tích qua phần mềm Modde cho thấy, kích thước tiểu 

phân và độ ổn định của nhũ tương nano lutein bị ảnh hưởng bởi hàm lượng tween 80, 

span 60 và pectin nhưng với mức độ khác nhau. Trong đó, tween 80 ảnh hưởng mạnh 

nhất đến kích thước tiểu phân nhũ tương nano lutein nhưng ít ảnh hưởng tới độ ổn định 

của nhũ tương. Pectin không có ảnh hưởng nhiều tới sự hình thành kích thước tiểu phân 

nano nhưng ảnh hưởng lớn tới độ ổn định của nhũ tương nano lutein. Độ ổn định của 

nhũ tương nano bị ảnh hưởng lớn bởi lượng span 60 và pectin. Khi tăng lượng span 60 

và pectin, độ ổn định của nhũ tương nano lutein tăng. Kết quả này phù hợp với công bố 

của Bertrand Muhoza [162].  

Vậy, nhũ tương nano lutein đã được bào chế với công thức tối ưu là: lutein (5 % 

trong pha dầu), dầu đậu nành (1 %), tween 80 (18 %), span 60 (4 %), pectin (0,06 %) và 

nước cất 2 lần (100 ml). 
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So với sản phẩm vi nhũ tương lutein mà tác giả Hoàng Thị Huệ An và cộng sự 

[139] đã bào chế, nhũ tương nano lutein đề tài luận án có kích thước nhỏ hơn rất nhiều, 

kích thước tiểu phân trung bình đạt tiêu chuẩn dược phẩm (<100 nm) [135], độ ổn định 

lâu hơn. Sau 24 tháng ở điều kiện bảo quản, quan sát ngoại quan cho thấy hệ nhũ tương 

không tách lớp, kích thước tiểu phân trung bình đo được là 97 nm. Điều này được giải 

thích là do dù cùng sử dụng chất hoạt động bề mặt là tween 80, đây là phân tử có phần 

đuôi kỵ nước dài chứa các liên kết chưa bão hòa, tạo ra lớp hấp phụ mỏng trên bề mặt 

tiểu phân nhưng nhược điểm của tween 80 là tạo ra sự ổn định không gian giữa các tiểu 

phân kém hiệu quả hơn so với các polyme có khối lượng phân tử lớn hơn. Đề tài luận 

án đã phối hợp tween 80 với pectin là một polyme ưa nước. Sử dụng kết hợp tween 80 

với pectin đã làm tăng độ ổn định của nhũ tương nano. Sự có mặt của các pectin còn 

làm tăng độ nhớt, tăng năng lượng biến dạng để phá vỡ tiểu phân dẫn đến kích thước 

tiểu phân giảm. Ngoài ra, span 60 có chiều dài chuỗi alkyl dài nhất so với các dòng span 

khác (span 20, span 40, span 80) giúp làm tăng sự bám của thuốc trong các niosomes [154]. 

3.4.5. Một số tính chất hóa - lý của hệ vi nhũ tương lutein 

Bảng 3. 60. Một số tính chất hóa - lý của hệ vi nhũ tương lutein 

STT Tính chất Đặc tính 

1 Cảm quan Trong, màu cam đậm 

2 Độ khúc xạ ánh sáng 1,35 ±  0,02 

4 Tỷ trọng, g/ml 1,02  ±  0,01 

5 Độ tan trong nước tan vô hạn trong nước 

6 Hàm lượng lutein, mg/l 

((((mg/l) 

6,6 

 

Hình 3. 57. Các sản phẩm vi nhũ tương lutein 
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Kết quả thực nghiệm chỉ ra rằng từ một hợp chất kém phân cực (kém tan trong 

nước) khi được bào chế dưới dạng vi nhũ tương, lutein trở nên tan rất tốt trong nước. 

Điều này được giải thích là do có sự hình thành các liên kết giữa lutein với các phân tử 

chất nhũ hóa, tạo nên hạt micelle có các phân tử chất HĐBM bao quanh trong đó phần 

phân cực hướng về pha nước. 

3.5. TÁI SỬ DỤNG CÁC NGUỒN THẢI TRONG QUÁ TRÌNH CHIẾT TÁCH 

LUTEIN TỪ HOA CÚC VẠN THỌ 

Nguồn phát thải lỏng trong quá trình nghiên cứu chủ yếu là từ quá trình rửa xà 

phòng và trung hòa, vệ sinh thiết bị. Nước trong các quá trình này sẽ được thu gom và 

đưa tới thiết bị xử lý nước thải sẵn có của Viện hóa học Công nghiệp Việt Nam để lắng, 

lọc và trung hòa tới pH =7 (nếu cần) trước khi thải ra môi trường. Trong quá trình tiền 

xử lý nguyên liệu, lượng nước chứa tác nhân tiền xử lý axit citric được sử dụng cũng 

tương đối lớn nên cần có phương pháp thu hồi và tái sử dụng phù hợp. Đối với các chất 

thải rắn, chủ yếu là bã chiết, tiến hành nghiên cứu xử lý tạo ra sản phẩm phụ sử dụng 

được trong nông nghiệp và không ảnh hưởng tới môi trường. 

3.5.1. Thu hồi và tái sử dụng tác nhân tiền xử lý 

Kết quả nghiên cứu số lần tái sử dụng tác nhân tiền xứ lý được trình bày trong 

bảng 3.61. 

Bảng 3. 61. Kết quả khảo sát số lần tái sử dụng tác nhân tiền xứ lý  

Số lần 
Nồng độ axit citric 

sau tiền xử lý (%) 
Hiện tượng 

1 0,21 
Bột CVT giữ nguyên màu sắc, dung dịch tiền xử lý 

thu hồi có màu vàng cam, độ trong gần như lúc đầu 

2 0,24 
Bột CVT giữ nguyên màu sắc, dung dịch tiền xử lý 

thu hồi có màu vàng cam, độ trong gần như lúc đầu 

3 0,24 
Bột CVT giữ nguyên màu sắc, dung dịch tiền xử lý 

thu hồi có màu vàng cam, đục hơn lúc đầu 

4 0,26 
Bột CVT giữ nguyên màu sắc, dịch thu hồi có màu 

vàng cam, đục hơn thấy rõ, khá nhớt 

5 0,30 
Bột CVT giữ nguyên màu sắc, dịch thu hồi có màu 

vàng cam ám đen, độ nhớt khá cao và tạp nhiều. 

(Điều kiện: nồng độ axit citric 0,6 %; 50 °C) 
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Kết quả cho thấy, sau 4 lần tái sử dụng, tác nhân tiền xử lý lẫn nhiều tạp hữu cơ, 

biến màu nên được bổ sung NaOH để đưa pH về 7 trước khi sử dụng làm nước tưới quá 

trình chế tạo phân bón hoặc rửa khu vực chế tạo phân bón. 

3.5.2. Xử lý bã chiết 

3.5.2.1. Xử lý bã chiết làm phân bón 

Kết quả nghiên cứu xử lý bã chiết làm phân bón được trình bày ở bảng 3.62. 

Bảng 3. 62. Kết quả xử lý bã chiết làm phân bón  

Nguyên liệu 
Mẻ phối trộn 

KK- 01 KK-02 KK-03 

Bã thải bột cúc vạn thọ 3,50 kg 3,50 kg 3,50 kg 

Phân chuồng 1,50 kg 1,50 kg 1,50 kg 

Phân lân 150 g 150 g 150 g 

Chế phẩm Trichoderma 5 g 5 g 5 g 

Chế phẩm xử lý 0 mL 50 mL 50 mL 

Tổng  4,00 kg 3,55 kg 3,60 kg 

KK- 01: Mẻ số 1 (không sử dụng chế phẩm Avo) 

KK-02: Mẻ số 2 (sử dụng chế phẩm avoT1 và chất phụ gia avoAdd) 

KK-03: Mẻ số 3 (sử dụng chế phẩm avoT1 và không có chất phụ gia avoAdd).  

Kết quả cho thấy, quá trình ủ với các chế phẩm sinh học đã tạo ra phân bón hữu 

cơ vi sinh từ bã thải bột CVT. Phân bón hữu cơ này giúp tăng thêm độ màu mỡ, độ tơi 

xốp cho đất bằng cách cung cấp thêm các chất hữu cơ, chất mùn và dinh dường như axit 

humic, axit fulvic, axit amin, các enzym amylaza, pectinaza, proteaza, xelulaza và 

khoáng vô cơ N, P mà cây trồng có thể hấp thu được.  Đây là sản phẩm phụ có thể dùng 

bón trực tiếp cho cây trồng, hoa màu hoặc vùng cây nguyên liệu Cúc vạn thọ. 

3.5.2.3. Xử lý mùi trong quá trình làm phân bón 

Kết quả khảo sát hàm lượng H2S và NH3 phát sinh trong quá trình ủ phân kỵ khí 

được trình bày ở bảng 3.63. 
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Bảng 3. 63. Kết quả khảo sát hàm lượng H2S và NH3 phát sinh trong quá trình ủ 

phân bón 

Chỉ tiêu 

Phương pháp phân 

tích 

Kết quả thử nghiệm 

KK-01 

(2 lần) 

KK-02 

(4 lần) 

KK-03 

(4 lần) 

H2S, mg/m3 
MASA Method 701 

0,28 – 0,23 
0,22 – 0,47 – 

0,19 – 0,09 

0,27 – 0,60 – 

0,28 – 0,17 

NH3, mg/m3 
TCVN 5293:1995 

0,41 – 0,35 
0,36 – 0,62 – 

0,22 – 0,15 

0,39 – 0,68 – 

0,30 – 0,18 

*  Mẫu KK-01 được lấy 2 lần vào ngày đầu và ngày thứ 40 

*  Mẫu KK-02 và KK-03 được lấy 4 lần vào ngày đầu và ngày thứ 10, 20 và 35. 

Kết quả chỉ ra rằng, sử dụng kết hợp avoAdd với chế phẩm avoT1 làm giảm thời 

gian xử lý bã chiết CVT từ 40 ngày xuống còn 35 ngày. Ngay từ ngày bắt đầu xử lý đến 

ngày cuối cùng xử lý, giá trị đo H2S, NH3 của KK-01 đều cao hơn KK-02 và KK-03, 

thêm vào đó, sau 35 ngày giá trị H2S và NH3 của KK-01 giảm khá ít. Giá trị H2S và NH3 

của KK-02 ở cùng thời điểm đều nhỏ hơn KK-03, điều này là do phụ gia avoAdd kết 

hợp với avoT1 (với thành phần chứa ezyme tyrosinaza, xenluaza, amylaza, proteaza, 

lipaza, pectinaza, ... axit lactic, axit citric, muối khoáng) làm tăng khả năng khử mùi và 

phân hủy chất thải hữu cơ. 

Trong 10 ngày đầu các giá trị đo H2S và NH3 của KK-02 và KK-03 đều tăng rất 

cao thể hiện đúng bản chất của quá trình phân hủy, trong thời gian đầu các chất thải và 

khí thải phân hủy nhiều nhất, mặc dù có giá trị đo của H2S và NH3 cao. Trong trường 

hợp không sử dụng chế phẩm, nồng độ H2S và NH3 có thể tăng mạnh hơn. Do vậy cần 

sử dụng bổ sung avoA1 khử mùi xung quanh trong 10 ngày đầu và trong lúc đảo trộn 

rác thải. Sau 10 ngày xử lý, các giá trị đo H2S và NH3 đều giảm nhanh. 

Tỷ lệ giảm phát sinh H2S và NH3 của mẫu KK-02 đều cao hơn so với KK-03, cụ thể 

mức giảm phát thải H2S của mẫu KK-02 là 60 % so với 40 % của mẫu KK-03, mức giảm 

phát thải NH3 của mẫu KK-02 là 60 % so với 55 % của mẫu KK-03. 

Thể tích khối rác xử lý của các mẫu có sử dụng chế phẩm đều giảm nhiều hơn mẫu 

phân hủy tự nhiên (mức giảm 30 % so với 20 % ở mẫu phân hủy tự nhiên). Mặc dù hai 
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mẫu có sử dụng chế phẩm KK-02 và KK-03 được bổ sung nhưng gần như không có 

nước rỉ. Trong quá trình ủ phân, nhiệt độ trong phân tăng lên và đạt 40 – 50 ºC, sự nảy 

mầm của hạt cỏ bị ức chế, các loại mầm bệnh có trong phân chuồng gây bệnh cho người 

và gia súc bị diệt. 

Vậy, bã chiết CVT sử dụng kết hợp với các chế phẩm Avo đã được xử lý thành 

phân bón hữu cơ với lượng mùi, khí độc thấp. không phát sinh nước rỉ. Phân hữu cơ sau 

khi ủ có thể sử dụng tốt cho cây ăn trái, cây công nghiệp, các loại rau màu Sản phẩm 

phụ này đã giúp quá trình chiết tách lutein từ hoa CVT ít phát thải, tạo ra sản phẩm phụ 

có giá trị.  

  



  134 

 

KẾT LUẬN  

Sau một thời gian thực hiện, luận án đã đạt được những kết quả như sau: 

1. Đã xây dựng được qui trình ổn định chiết xuất hoạt chất lutein và zeaxanthin từ hoa 

Cúc vạn thọ trong phòng thí nghiệm với các bước liên tiếp như sau: 

- Sấy chân không cánh hoa CVT: 50 oC, 16 giờ; 

- Bột CVT khô được tiền xử bằng axit citric 0,6 % ở 50 oC, 2 giờ, tỉ lệ tác 

nhân/nguyên liệu 10/1 (v/v). Hiệu suất thu hồi đạt 92,95 %; 

- Chiết lutein, zeaxanthin este từ bột CVT khô bằng etyl axetat, 6 giờ, 60 oC, tỷ lệ 

dung môi 10/1 (v/w), 200 vòng/phút, 2 lần chiết; Hiệu suất chiết đạt 92,95 %; 

- Cao chiết được hòa tan trong etanol/nước (7/3, v/v) và làm giàu; cao chiết/etanol-

nước/n-hexan = 1/10/15, chiết 2 lần, 10 phút/lần, 60 oC. Hiệu suất làm giàu cao 

chiết 96,9 %; 

- Thủy phân cao chiết: KOH(C2H5OH) /cao chiết = 0,18 (w/w), nồng độ KOH 

trong C2H5OH = 0,144 (g/ml), nồng độ cao chiết = 0,8 g/mL, 70 oC, 80 phút. 

Hiệu suất thủy phân đạt 82,94 %; 

- Tinh chế lutein: etanol/nước = 1/1 (v/v); 50 oC, tỷ lệ dung môi/lutein = 100/1 (v/w). 

Hiệu suất tinh chế đạt 76,3 %. Sản phẩm sau quá trình tinh chế có hàm lượng lutein 

tổng đạt 96 %. Đây là một Giải pháp hữu ích đã được công nhận và cấp Bằng độc 

quyền Giải pháp hữu ích số 2730 (2021) ở Việt Nam. 

2. Đã ứng dụng qui trình chiết xuất hoạt chất lutein và zeaxanthin từ hoa Cúc vạn thọ 

trên để bào chế hỗn hợp lutein và zeaxanthin ở qui mô lớn với hiệu suất các quá 

trình chiết lutein este, làm giàu cao chiết, thủy phân cao chiết, tinh chế lutein lần 

lượt là: 88,92 %; 95,4 %; 75 %; 88 %. Kết quả thu được 10 kg sản phẩm có hàm 

lượng lutein tổng 92,9 % với 85,85 % lutein và 7,05 % zeaxanthin (theo kết quả 

kiểm nghiệm độc lập tại Trung tâm kiểm nghiệm – Viện Thực phẩm chức năng). 

Sản phẩm đạt tiêu chuẩn dược điển Mĩ USP 40, tiến tới có thể thương mại hóa lutein 

cho ngành dược phẩm trong nước. 

3. Đã phân lập lutein và zeaxanthin từ hỗn hợp sản phẩm bằng phương pháp sắc ký cột 

silica gel. Từ hỗn hợp sản phẩm chứa 96 % lutein tổng đã phân lập được 260 mg 

chất chuẩn lutein (hàm lượng trên 98 %) và 6 mg chất chuẩn zeaxanthin (hàm lượng 

trên 95 %) đạt chỉ tiêu chất lượng làm chất chuẩn phân tích cho HPLC. Lutein và 

zeaxanthin đạt chất lượng chất chuẩn ở Việt Nam và kết quả này lần đầu tiên đạt 

được ở trong nước. 
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4. Đã kiểm nghiệm chất lượng sản phẩm hỗn hợp lutein chiết tách được. Sản phẩm có 

độ ổn định cao trên 9 tháng trong môi trường chân không, tránh ánh sáng ở - 10 oC. 

Sản phẩm có thể bảo quản ở nhiệt độ thường, tuy nhiên sau 9 tháng chất lượng bị 

giảm nhẹ. Sản phẩm không có độc tính cấp và độc tính bán trường diễn khi sử dụng 

đúng liều và đúng thời gian.  

5. Đã bào chế được 1500 mL nhũ tương nano lutein với công thức tối ưu được xác 

định là: lutein (5 % trong dầu nành), dầu nành (1 %), tween 80 (18 %), span 60 (4 

%), pectin (0,06 %) và nước cất 2 lần (100 ml). Sản phẩm nhũ tương nano lutein có 

kích thước tiểu phân nano đạt xấp xỉ 56 nm, không thay đổi về kích thước và hình 

dạng sau 43-44 ngày.  Nhũ tương nano lutein tan vô hạn trong nước, có độ ổn định 

lớn và lần đầu được bào chế. Sau 24 tháng ở điều kiện bảo quản, hệ nhũ tương không 

tách lớp, kích thước tiểu phân 97 nm. 

6. Đã nghiên cứu tái sử dụng các nguồn phát thải trong quá trình chiết tách, tinh chế 

lutein như nghiên cứu thu hồi, tái sử dụng tác nhân tiền xử lý, dung môi chiết và bã 

chiết được ủ làm phân bón hữu cơ. Đây là một công nghệ khép kín, không chất thải. 
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NHỮNG ĐÓNG GÓP MỚI CỦA LUẬN ÁN 

 

1. Nghiên cứu một cách hệ thống quy trình chiết tách, tinh chế lutein và zeaxanthin từ 

cánh hoa Cúc vạn thọ, từ chế biến sơ bộ nguyên liệu đến bảo quản sản phẩm. Lutein 

tự do thu được sau quá trình thủy phân cao chiết đã được kết tinh lại ở 50 ºC với hệ 

dung môi etanol/nước (tỷ lệ 1/1 v/v) để được lutein có độ tinh khiết cao đạt tiêu 

chuẩn dược điển Mĩ USP 40. Phương pháp cho phép kết tinh lại được lutein có độ 

tinh khiết cao, thời gian kết tinh rất ngắn, lượng dung môi ít, không sử dụng bất kì 

dung môi độc hại nào nên có thể triển khai ở quy mô công nghiệp. 

2. Phân lập lutein và zeaxanthin từ hỗn hợp sản phẩm bằng phương pháp sắc ký cột 

silica gel. Từ hỗn hợp sản phẩm chứa 96 % lutein tổng đã phân lập được 260 mg 

chất chuẩn lutein (hàm lượng trên 98 %) và 6 mg chất chuẩn zeaxanthin (hàm lượng 

trên 95 %) đạt chỉ tiêu chất lượng làm chất chuẩn phân tích cho HPLC. 

3. Bào chế thành công nhũ tương nano chứa lutein với công thức tối ưu được xác định 

là: lutein (0,5 % trong dầu đậu nành), dầu đậu nành (1 %), tween 80 (18 %), span 60 

(4 %), pectin (0,06 %) và nước cất 2 lần (100 ml). Theo đó, kích thước tiểu phân 

nano đạt xấp xỉ 56 nm, không thay đổi về kích thước và hình dạng sau 43-44 ngày. 

Sau 24 tháng, ở điều kiện bảo quản, hệ nhũ tương không tách lớp, kích thước tiểu 

phân là 97 nm. 
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