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Nguyén Thanh Binh - hai ngudi Thay da dinh hudng khoa hoc va tan tinh huéng dan toi
thuc hién luan &n. Thay, Co 1a ngudi di day cho t6i sy nghiém tdc trong khoa hoc, ludn
tin tuong va dong vién, khich 1é toi hoan thanh luan an!

Téi ciing xin bay to 10ng biét on tran trong toi Vién Hoa hoc Cong nghiép Viét
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DANH MUC CAC CHU VIET TAT

Chir viét Tiéng Anh
tat Tiéng Viét

AC Acetone Axeton

ACN Acetonitrile Axetonitril

AST Aspatat transaminase

ANOVA | Analysis of variance Phan tich phuong sai

ALT Alanine transaminase

CVT Marigold Cuc van tho

COSsYy Correlated spectroscopy

DC Duogc chat

DEPT Distortionless enhancement by | Pho xac dinh so luong proton trén
polarization transfer cacbon

DNA Deoxyribonucleic acid Phan tar mang thong tin di truyén

EtOH Ethanol Etanol

FA Formic acid Formic axit

FDA Food and drug administration Cuc quan ly Thuc pham va Dugc

pham

HBV Hepatitis B virus Virus viém gan B

Hex n-Hexan n-Hexan
High performance liquid Sée ki long hicu ning cao

HPLC chromatography
Heteronuclear single- K3 thuat HSQC cua phé cong

HSQC quantum coherence huong tir hat nhan hai chiéu
Heteronuclear multiple- Ky thuat HMBC cua pho cong

HMBC quantum coherence huong tir hat nhan hai chiéu
Liquid chromatography-mass

LC-MS spectrometry Sic ky long khéi pho




LC- Liquid chromatography-tandem

MS/MS mass spectrometry Séc ky 1ong két hop khéi phd

LDso Lethal dose Liéu gay chét trung binh 50%

NMR Nuclear magnetic resonance Cong hudng tir hat nhan

PTEN Gen PTEN

SKD Sinh kha dung

Self-nano emulsifiyng drug Hé van chuyén thudc tu tao nano

SNEDDS | delivery system nhil

TLC Thin layer chromatography Sac ky ban mong

THF Tetrahidrofuran Tetrahidrofuran

TLTK References Tai li€u tham khao

UV-Vis Ultraviolet-Visible Phuong phap hé}? phy ur ngoal
anh sang nhin thay

VIV Volume/volume Ty 1¢ thé tich/thé tich

viw Volume/ weight Ty 16 thé tich/khdi luong

wiv Weight/ volume Ty 1¢ khoi luong/ thé tich

w/w Weight/weight Ty 1¢ khéi lwong/khdi luong

Vi
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MO DAU

Lutein (CaoHss02) va zeaxanthin (CaHseOz) 1a mot trong nhitng chat
mau tu nhién (ma sé: E161b) di duogc Cuc quan ly Thuc pham va Dugc pham (FDA) ¢
Canada, Uc, New Zealand va Bo Y té Viét Nam cong nhan la an toan va cho phép sir
dung trong cong nghiép thuc pham, mi pham, dwoc pham. Pay 1a mét loai sic t6
carotenoit ¢ mau vang - cam thudng co trong nhiéu loai thuc vat, dic biét 1a cé trong

canh hoa Cuc van tho (Tagetes erecta L.) v4i ham lwong kha lon.

Lutein Ia hoat chét cé hoat tinh bao vé mét va da khéi tac hai cua bic xa kha
Kién co ning lugng cao, ngin nglra mot s6 bénh vé mat ¢ nguoi cao tudi (thoai hoa
diém vang, duc thuy tinh thé), giam nguy co mac ching xo vira dong mach va mot sé
bénh ung thu, cai thién kha nang nhan thirc, nang lyc ngbn ngir va tri nhé ¢ ngudoi cao
tudi. Do &nh sang tap trung chu yéu ¢ diém vang nén day 1a noi d& bj tén thuong nhat.
Lutein va zeaxanthin, véi chic niang chéng oxy hoa, da gitip bao vé su toan ven cua
diém vang ¢ mat. Thoai hoa diém vang l1a bénh gay mu loa va khong diéu tri duoc,
nhung c6 thé phong bénh hiéu qua bang mot ché do dinh dudng giau lutein va
zeaxanthin. Co thé con nguoi khéng thé tu tong hop dugc lutein va zeaxanthin, do d6
viéc bo sung cac san pham chta lutein va zeaxanthin 1a can thiét.

Lutein va zeaxanthin ciing ¢ nhiéu trong vi tao; trong nhiéu loai thuc pham nhu
1a dinh ling, qua gac, cai xoan, rau bina, ... nhung hau hét cac san pham lutein va
zeaxanthin trén thé gisi déu duogc chiét xuat tir nguon nguyén liéu canh hoa Cuc van tho
(Tageles erecta L.). Xu huéng thé gisi ciing nhu tai Viét Nam dang tim kiém va st dung
cac hop chat phong ngira va chita tri cac bénh c6 ngudn gdc thién nhién. Lutein va
zeaxanthin chiét tach tir canh hoa Cuc van tho (Tageles erecta L.) 1a san pham hop chat

thién nhién co hoat tinh sinh hoc va dugc ly cao.

Maic du lutein va zeaxanthin c¢6 dugc tinh cao nhung kich thudc phan tir 16n va
kho tan trong nude nén kho hap thu khi dwa hai chat nay vao trong co thé. Mot giai phap
khic phuc nhurgc diém d6 1a giam kich thudc phan tir cac hoat chat dén kich ¢& nano dé

tang kha ning hap thu cling nhu ting hoat tinh sinh hoc cua lutein va zeaxanthin.

Vi¢c nghién curu tach chiét va tinh ché lutein va zeaxanthin ¢ Vi¢t Nam cho muc

dich dugc dung chua dugce quan tim nghién ciru. Ngudn nguyén liéu hoat chét nay chu
1



yéu 1a do nhap khau tir cac nudc khac. Gan day, c6 mot sd cong trinh nghién ciru trién
khai lién quan téi viéce chiét xuét cao chiét giau lutein va zeaxanthin tir hoa CUC van tho
& Viét Nam dé bao ché thie pham chirc nang. Tuy nhién, chua c6 cong trinh ndo lién quan
tG1 viée san xuit ché phém lutein va zeaxanthin dat tiéu chuan duoc dién M tir hoa Clc van

tho. Huéng nghién ciru tao hé phan tin nano cua lutein va zeaxanthin van con moi.

Muc tiéu cua luan &n 1a nghién ctu chiét tach, tinh ché lutein va zeaxanthin tir
cay Cuc van tho mot cach c6 hé théng dé thu dugc san pham dat tiéu chuan dugc dién
M1 va bao ché ra hé phan tan kich thuéc nano cua lutein, zeaxanthin nham dinh huéng
cho cac hudng ung dung trong duoc pham ¢ Viét Nam. Hy vong két qua nghién ciru dat
dugc trong luan &n s& la co s cho nhitng nghién ctru sau hon, rong hon cua nhiing dé

tai lién quan dén ung dung cua lutein va zeaxanthin.

Noi dung nghién ctru cua luan an la: (1) lva chon nguyén liéu va phuong phap so
ché, bao quan nguyén liéu Clc van tho; (2) tinh ché duogc lutein dat tiéu chuan duoc dién
Mi dé nang cao gia tri khoa hoc ciing nhu gia tri thuc tién cua san pham lutein; (3) phan
lap duogc lutein va zeaxanthin c6 d6 tinh khiét cao nham cha déng chat chuan phan tich
trong cac phong thi nghiém, khic phuc tinh trang khan hiém chét chuan lutein,
zeaxanthin tai Viét Nam; (4) danh gia doc tinh cip, doc tinh ban truong dién va do 6n
dinh cua lutein; (5) bao ché dugc lutein “tan” ¢ tinh on dinh cao nham ting sinh kha

dung cua lutein qua duong udng.



CHUONG 1: TONG QUAN

1.1. LUTEIN VA ZEAXANTHIN

Lutein c6 cong thac phan tir CaoHssO2 1a mot loai hoat chat carotenoit, cau
trdc mach cacbon C40 gdém 8 don vi isoprene chta 2 vong 6 canh & mdi dau
phan tir va mach chinh polyen gom nhiéu ndi déi lién hop, tao ra nhiéu déng
phan khac nhau, dong thoi voi 2 nhém hoat dong hidroxyl gan ¢ 2 dau tao
tinh ning oxy hoa cho phan tir (hinh 1.1). Lutein trong tu nhién thudng ton tai & cu
hinh all-trans [1]. Lutein & san pham sau khi thiy phan cao chiét canh hoa Cuic van tho
(Tagetes erecta L.) [2, 3]. Cao chiét sau khi thuy phan chira khoang 80,0 % carotenoit,
trong d6 ¢6 hon 74,0 % lutein va it hon 8,5% zeaxanthin (hinh 1.1), mot dong phan
thuong di cung véi lutein [4, 5]. Bang 1.1 trinh bay cdng thurc phén tu, tén goi, céc tinh

chat vat 1y co ban cua lutein va déng phan zeaxanthin.

Zeaxanthin

Hinh 1.1. CAu tric cia lutein va zeaxanthin

Lutein va zeaxanthin 13 hai dong phan, chi khac nhau & vi tri cia mot lién két doi
va cau hinh tuyét dbi cua mot nhém hydroxyl. Trong qua trinh chiét tach, tinh ché, hai
hop chat nay ludn di cing véi nhau. Lutein va zeaxanthin cé ciing vai tro sinh hoc nén
dang hdn hop nay khdng lam giam hoat tinh cua san pham. Ham luong hoat chat cua
san pham duoc hiéu 13 ham luong tong cua hai hop chat. Trén thuc té, hdn hop nay c6
thé duoc goi tén theo hoat chét chiém ty 18 16n 1 lutein hoic goi 1a lutein va zeaxanthin.
Trong khudn khé cua luan an, thuat ngir lutein duoc st dung thay cho hdn hop lutein va

zeaxanthin.



Bang 1.1. Cong thirc phin tir va tinh chit vat Iy ciia lutein va zeaxanthin

Lutein
CAS Number 127-40-2
Cong thac phan ta CaoHs602
Khéi lwvgng phan tir 568,87 g/mol

Tén goi (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

Phéan lop Xanthophyll

Trang thai ran

Bot hoac tinh thé c6 mau tir da cam dén do

Nhiét d6 nong chay

190 °C

Zeaxanthin

CAS Number

144-68-3

Cong thac phan ta

Cso0Hs5602

Khéi lwgng phan tir

568,87 (g/mol)

Tén goi (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)

Phan 16p Xanthophyll

Trang thai ran

Bot hoac tinh thé c6 mau tir da cam dén do

Nhiét d6 nong chay

215°C

Lutein 1a hop chat kém phan cuc nén khong tan trong nudc nhung tan trong cac dung
moi hitu co. Cy thé, kha ning hoa tan lutein trong mét s6 dung méi hiru co 1an luot Ia:

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].

Phan tir lutein c6 10 ndi doi lién hop nén hap thu manh tia tir ngoai va anh séng
xanh (hap thu cuc dai & 445 nm va 473 nm), do d6 lutein & dang bot c6 mau do cam va

& dang dung dich c6 mau vang cam. So véi zeaxanthin (c6 11 ndi ddi lién hop), c4c cuc

dai hap thu (Amax) cua lutein thip hon khoang 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

Lutein rat nhay véi axit va chat oxy hoa nhung lai bén viing véi kiém. Vai ciu tric
phan tir chaa chudi polyen lién hop va nhém hydroxyl ¢ hai dau phan te, lutein d& bi
oxy hda bai oxy khéng khi, phan tng véi cac tac nhan axit, bi phan hay baoi anh sang,
bi ddng phan hoa tir dang all-trans thanh dang cis duéi tac dung cua nhiét, dan dén sy
giam hoat tinh cua lutein [7, 8, 9]. Vi vay, trong qué trinh tién hanh nghién ctu, lutein
phai duoc han ché tiép xtc vai anh sang, nhiét do cao, ... dé tranh 1am phan huay lutein.
Trong cac md dong - thuc vat lutein ¢6 kha ning lién két véi cac axit béo, lipit,

lipoprotein tao thanh céc cau trdc bén vitng hon so véi dang lutein tu do.

1.1.1. Ngudn goc lutein trong tw nhién

Bang 1.2. Ham lwong lutein trong mét so loai thue vat

STT Mau kho Ham lwgng lutein TLTK
1 Canh hoa Cuc van tho 9 %o [29]
2 Cai bo xoi 640 ug/g [30, 31]
3 Rau thai lai 1100-1200 pg/g [32]
4 Cai xoan 1310 pg/g [33]
5 |Vitao 24 mg/L [34]
6 Gao 900 ug/g [35]
7 Ngd (phan 16i) 39 ug/g [36]
9 Bi ngb 65,6 £ 9,7 nug/100g [37]
Cay lac tién 2346,3 £ 1292,9 ug/g
10 |La 672,9 + 402,7 ugly [38]
Dot non 214 +117,9 ug/g
11 | Hoaly 245,61 £ 5,12 pg/g [39]
12 | MUi mit 37,02a ug/100 g [40]
15 | Coviola 3 mau 896 pg/100g [41]

Ngudn lutein tw nhién cd nhiéu nhat Ia trong hoa Clic van tho (CVT) [2] va nhiéu loai
thuc vat khac trong tu nhién nhu tao, tra, cay cd, hoa qua va rau xanh [10-16]. Lutein trong
cé4c loai rau xanh an 14 duoc coi 1a ngudn quan trong bo sung lutein tir thuc pham [17].

Nhiéu nha nghién ctru da ¢ gang thiét lap co so dit liéu cua carotenoit bao gom
lutein trong cac loai rau, trai cay. Nhirng dir liéu nay gitp ich cho viéc uéc tinh céc ché

5



d6 an udng chtra lutein, cung cap co sé cho cac nghién ctiu dich té hoc vé méi lién hé giira
lwong lutein va nguy co cac bénh man tinh [18-22]. M6t s6 ngudn lutein dugc dua ra trong
bang 1.2. Ham lugng lutein khac nhau tuy thudc vao tung loai, bé phan thu hoach, méi
truong cdy phat trién, diéu kién bao quan va phuong phap xir ly, nghién ctu [23-28].

1.1.2. Hoat tinh cia lutein
1.1.2.1. Hoat tinh ciia lutein déi véi chivc ning ciia mdt

Lutein va zeaxanthin 13 hai carotenoit duy nhét c6 trong véng mac cua mat, con
cac carotenoit khac thi chi co chaa trong huyét twong va trong céc to chuc khac cua co
thé. Lutein va zeaxanthin cé vai trd tao nén mau vang cuaa diém vang véng mac, 1 noi
thu nhan céc tin hiéu anh sang va giup ching ta nhin thay duoc moi vat thé [42]. Mot sb
thir nghiém in vitro, trén mo hinh dong vat, thir nghiém Iam sang hoac cac nghién cau
dich t& hoc d3 duoc tién hanh dé danh gia hiéu qua tiém ning bao vé cua lutein chong
lai t6n thuong than kinh vong mac, thoai hoa diém vang lién quan dén tudi, duc thary
tinh thé v.v... [43-47]. Hoat tinh ndi bat nhat caa lutein 1 kha ning bao vé mat khoi
thoai hoa diém vang lién quan dén tudi tac va tac dong cua tia UV. Hiéu qua cua viéc
bo sung lutein va zeaxanthin da dugc chitng minh 1am sang cho thay lutein va zeaxanthin
dong vai tro 1am bo loc anh sang c6 budc song ngan, ngan ngira va lam giam céc goc tu
do trong té bao biéu mé sic té véng mac va vanh mach, do d6 c6 lgi cho chirc ning thi
giac. Céc nghién ctu chi ra rang bo sung 10 mg lutein va 2 mg zeaxanthin (khdng c6 -
caroten) hang ngay trong thoi gian 5 nam c6 thé giam 10-25% nguy co tién trién bénh
thodi hoa diém vang [48, 49].

1.1.2.2. Hoat tinh chong oxy héa va bt giir géc tw do

M6t sé nghién ctu in vitro [49-52] da xac nhan rang lutein 12 mot chat bét gitr gbc
ty do hiéu qua tir hidro peoxit (H202), anion supeoxit va cac géc tu do khac, chang han
nhu goc tu do hidroxyl, géc tu do lipit, gbc tu do 1,1-diphenyl-2-picrylhidrazyl, cation
va 2,2-azinobis-3 etylbenzothiazoline-6-sulfonic. Lutein cling dugc xac dinh la mét tac
nhan bao vé quan trong cung cip kha ning chéng oxy héa, ngin ngira sy ton thuong
mang té bao, &rc ché hoat dong cua peoxit hda lipit va phan tng Fenton [30]. Kha ning
quét goc ty do caa lutein phu thudc vao nong do lutein [52]. Nong d6 lutein wc ché hiéu
qua 50% (ICso) lan luot c6 gid tri 1a 7,54; 3,54 mg/mL d6i véi cac goc ty do 2,2-
diphenyl-1-picrylhidrazyl; 2,2-azobis-3-etylbenzothiazolin-6-sulphonic. Lutein cé thé
quét gdc peoxinitrit, goc nito dioxit va co thé bao vé DNA, protein va lipoprotein.



1.1.2.3. Hoat tinh chong ung thuw

Thir nghiém in vitro [52] cho thay lutein c6 hoat tinh tc ché té bao ung thu gan
ngudi Hep3B trong giai doan G (0)/G (1) cua chu ky té bao va gay hoai tir té bao hoic
apoptosis. Thtr nghiém trén mé hinh chudt Wistar cho thay lutein ¢ kha ning wc ché
ung thu gan gay ra boi dietyl nitro amin. Lutein chiét tach tir vi tao Chlorella vulgaris
[53] thé hién hoat tinh khang té bao ung thu rudt két HCT116 véi gia tri 1Cso la
40,31+4,43 mg/mL. Thir nghiém trén mé hinh chudt dang diéu tri dimetyl hidrazin da
chang minh lutein c6 kha ning chéng lai ung thu rudt két thong qua diéu tiét cac hoat
dong ting sinh ciia K-ras, protein kinaza B va protein p-catenin trong cac khdi u. Céac
két qua thar nghiém 1am sang goi y rang mot ché do an udng giau lutein cung Voi
carotenoit khac cé thé 1am giam nguy co cta nhiéu loai ung thu nhu ung thu tuyén tién
liét, ung thu budng triing biéu mé, ung thu ndi mac tir cung va ung thu ¢ tir cung hoic
ung thu vu [54-59].
1.1.2.4. Cac hoat tinh khac

Bang 1.3 dén bang 1.6 giGi thiéu tom tat cac chirc niang sinh hoc di dugc chung
minh khac ciia lutein nhu: diéu tri bénh tiéu duong va cac bénh lién quan; chéng viém va
khang sinh; bao vé tim mach.

Bang 1.3. Hiéu qua ciia lutein d6i véi bénh tiéu dwong va cac bénh khac

M6 hinh Chirc nang TLTK
L Ngin chin céc tac dong do bénh tiéu dudng gay
Tiéu duong trén chudt . , . .
) ra nhu: roi loan sinh héa, mo hoc va su thay doi | [60]
Wistar
¢ vOng mac
Streptozotocin gdy tiéu | Ngin chin sy phat trién va tién trién cua duc thiy [60]
duong trén chudt tinh thé
Té bao lympho tir chudt | Ngan chan ap luc oxy hda, uc ché hoat tinh cua [61]
tiéu duong NF-KB gay ra bdi nong do dudng cao.
Bénh nhan khong tang o _
) ., | Cai thién thi lyc, tang do nhay cam tuong phan,
sinh vOng mac ti€u| . [62]
. giam do day ho mat
duodng
. ) Ngan chan su oxy hda cuc by trong vong mac
Streptozotocin  gay ra ,
. bénh nhan dai thao duong.
tieu duong C57BL/6 _ _ A [63]
st Ngan chan suy giam d6 day cua plexiform bén
chud . .
' trong 16p hat nhan va s6 lugng té bao hach.
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Bang 1.4. Hoat tinh khang viém cua lutein

MG hinh Co ché TLTK
Lipopolysacarit (LPS) - kich | L ,
, _ Giam bi€u hién cua cac enzym tong hgp
thich dong té bao dai thuc| . [64]
oxit nito & ca mirc d® mRNA va protein
bao chuot RAW 264,7
LPS - lién quan dén dai thuc | Uc ché su hoat hoa ciia NF-KB va ting hoat (65]
bao tinh oxy hoa ctia gen PTEN
Pong dang cu thé cua| ,
Uc ché polymeaza DNA B va A cua dong
polymeaza DNA dong vat co [66]
) vat co va
vu
Céac té bao biéu mo da day | Uc ché hidro peoxit gdy ra hoat tinh cta [67]
AGS NF-«kB va IL-8
Bang 1.5. Hiéu qua khang virus cia lutein
M6 hinh Co ché TLTK
Ondinh HBV-san xudtcacté | .. , . ., . o
. i o U’ ché su bai tiét cia HBsAg, trc ché hoat
bao cia nguyén bao gan | _ ) ) . ) [68]
dong cia HBV, urc ché sao chép HBV
HepG2 2.2.15
Mot nhém gdm 279 cu dan | Giam nguy co nhiém virus u nha & ngudi [69]
Hawaii qua duong hau moén
Bang 1.6. Tac dung béo vé ciia lutein vé bénh tim mach
M6 hinh Chirc nang TLTK
Nhoém 63257 dan ong va phu | . .
. . Giam nguy co nhoi mau co tim cap [70]
nit Trung Quoc
Dbong mach chu cia lgn | Ngan ngua tich tu cholesterol, giam oxy [71]

Guinea

hoa LDL va cic cytokine viém nhiém




1.1.3. Ung dung ciia lutein

1.1.3.1. Trong dwoc phim

Lutein c6 tac dung chdng oxy héa, hap thu gbc tu do va tia tar ngoai, 1am giam
nguy co xo vita dong mach, gitp duy tri sicc khoe tim mach, ngan ngtra ung thu [72].
Lutein la carotenoit chu yéu ¢ diém vang, gidp cai thién kha ning truyén tin qua khe két
ndi trong vong mac, can thiét cho qua trinh xt Iy hinh anh va sy phat trién cua than kinh
thi giac [73]. Lutein chiém dén 66 — 77 % luong carotenoit hinh thanh nfo b cia ngudi,
c6 chtrc ning quan trong trong viéc phét trién va kich thich kha nang hoc hoi, sy hinh
thanh cam xuc va ghi nhé cua tré em, cai thién tinh trang suy giam chirc nang nhan thirc
& nguoi cao tudi [74]. Lutein da duoc dua vao sita cho bé, thudc bé cho ngudi cao tudi.

Lutein c6 tac dung lam giam nguy co mac bénh tim mach, ngin ngira mot sé dang
ung thu (nhu ung thu vi, ¢6 tir cung, ...) do kha ning chong oxy hoé kha tét. Phu nit ¢6
nong do lutein trong méau ¢ muc cao thi kha nang ung thu va giam 88 % [75].

Lutein la chét &c ché su tac ngh&n mach mau, viém khép, giam dau viém xuong
khép va tan tat ¢ 16 tridu nguoi My [76]. Vién Y hoc Qudc gia Hoa Ky da phat hién ra
nhitng nguoi c6 néng do lutein trong méau cao (khoang 70%) it c6 kha ning bi viém
khép dau gdi va cac mo lién két khac.

Lutein 1am giam cac rdi loan mat nhu thoai hoa diém vang, duc thuy tinh thé,
bénh vong mac, ... O ngudi, lutein tap trung ¢ diém vang caa mat, da, v va mé co tur
cung. Lutein duoc coi 1a mét vi chat dinh dudng can thiét cho thi lyc binh thuong [77,
78] va duoc sir dung chua yéu trong cac san pham cham séc mat nham giam mét moi thi

giac, giam ty Ié mac cac bénh vé mat,
1.1.3.2. Trong thuwc phim

Lutein dugc phép st dung 1am chat mau trong ché bién thuc pham (mé s6 E161b).
Lutein ¢ dang ché pham hoa tan trong nudc dugc sir dung dé nhuom voé ngoai cho gio
cha, cac ban thanh pham tir thit ga, sita chua, banh nuéng, keo, nudc giai khat, nuée ép
trai cay, ngil coc diém tam, cac san pham tir sira, trang, thuc pham cho tré so sinh va tré
méi biét di, chat béo, dau, nudc thit, nudc sét va sip hdn hop [79]. Theo quy dinh cua

EU, Canada, Uc, New Zealand, ... lutein c6 thé dwoc st dung véi mac 0,5 - 2 mg/ngay [80].



1.2.3.3. Trong my pham

Lutein dugc st dung dé chéng nép nhin va bao vé da khoi tac hai cua tia cuc tim.
Lutein va lutein este d& dang tham nhap vao da va cho hiéu qua chéng ning tot [81].
Mot s6 ché pham kem chéng nang cdng thirc thao duoc chira lutein este chiét suat tir

Tagetes erecta L. da duoc san xuat [82].

1.1.3.4. Trong chdn nuoi

Lutein duoc dung dé 1am chét phu gia trong ché bién thirc an nuéi ca canh, thirc

an cho gia suc va gia cam dé tao mau vang cho da ga va long do trang, ...

1.2. CHI CUC VAN THOQ

Tén tiéng Viét: Cuc van tho.
Tén tiéng Anh: Marigold.
Tén khoa hoc: Tagetes spp.
Ho: Cuc (Asteraceae)
Chi CVT (Tagetes L.) c6 khoang 60 loai cay than thao mdt ndm va lau nam trong ho
Cuc [83]. Chung c6 ngudn gde tai khu vuc kéo dai tir tAy nam Hoa Ky qua México va

vé phia nam téi khap Nam M.

Hinh 1.2. Hoa Cuc van tho (Tagetes L.)

Céc loai khac nhau c6 kich thudc cao tir 0,05 - 2,2 m. Chung ¢6 cac 1a 16ng chim
mau xanh lyc v&i hoa ¢6 mau tir trang, vang kim, da cam, vang téi gan nhu do, duong
kinh khoang 0,1 t614 - 6 cm. Téan 14 cia CVT ¢6 mui thom nhu xa va hang, mac du céac
gidng, thr sau nay dugc tao ra 1a khong c6 mui. Cay hoa CVT sinh trudng nhanh, tdt

trong diéu kién anh sang day du. Cay chiu nong t6t. CVT rat dé trong bang cach tach
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bui, gieo hat hay nhan gidng bang chdi; ngon ciy trong bang chdi mam thudng nho,
khong cao va mau ra hoa. Cay CVT khéng kén dat trong, thich hop nhét 1a dat thit nhe,
nhung néu 13 dat cat pha, dat sét pha, dat c6 14n s6i d4, v.v... cdy hoa nay van séng dugc.
Diéu doi hoi 1a dat phai cao rdo, du 4m va khong tng nudc. Dat nhidm phén va nhiém min
ciing khong trong duoc CVT.

Trén thé giéi, CVT chia ra 1am ba loai nguyén va loai lai sau ddy [83]:

Loai Cuc van tho chau Phi (African Marigold) hay CVT chau M7 (American
Marigold). Tén khoa hoc |a Tagetes erecta L., tiéng Anh goi 1a African Marigold. Day
thuong 1 giong van tho cay cao nhat va hoa ciing to nhat. Pang ké nhét hién nay 1 loai
hoa kép, to, nd tron xoe khong chdi goi 1a Anh Nguyét (Moonlight), cdy cao chimg 40
cm va moc day khit nhau. Trd hoa sém nhu 14 cac giéng van tho lai. Cay lam bon canh
hay cit canh cam hoa rat dep.

Cuc van tho Chau Phi cling c6 hoa kép to va cay cao khoang 50-70 cm, hat dem
gieo thuong cho nhiéu hoa mau sic khac nhau, 14n 16n tir cam dén vang, vang kim, vang
chanh, vang bo. Tén goi chung 1a Gold-n Vanilla, thuong dugc trong trong chau canh
hay bon hoa dé trang tri. Cac loai khac cta gidng nay dang ké ra 1a Tudi Vang (Golden
Age), ciy cao hon 75 cm va Doublon, cay cao dén 1,50 m va hoa rét to, c6 dudng kinh
12,5 cm.

Loai Cuc van the Phap [84]. Tén khoa hoc l1a Tagetes patula L., tiéng Anh goi
la French Marigold. Loai nay thuong hap dan hon lodi clc & chau Phi, hoa ciing nho
hon. Hoa c6 du mau, du kiéu, dan ching Au Mi thuong trong gidng hoa don, mot
16p canh hoa dai, c6 cbi. Giéng Oai Vé (Majestic) cao khoang 30 cm, hoa vang
don, canh soc nau hay soc mau g do, coi vang. Loai Janie cao chirng 20 cm hoa c6 ba
mau duoc ua thich 1a vang, do ltra va vang kim, nhung ciing con c6 mau gb do, mau
cam dam, mau quyt tiéu do son, hay 1an 16n nhiéu mau. Loai lun Naughty Marietta, chi
cao 25 cm, hoa don, canh bén trong diém vét nau. Loai Mit Cop (Tiger eyes), cao 30-
35 cm la mdt Van tho la vi 1€ canh don do huyét & vién bia ngoai hoa, con bén trong nd
nhu 1a Cldc vang cam. Loai Nir Hoang (Queen series) hoa n¢ tua hoa tra mi, hai duong,
cay lun 25-30 cm, v.v. Cung nhu moi loai CVT Phap khac, ¢ nhirng ving c6 khi hau
néng, cay c6 thé cao hon 60 cm nhu giéng Ky Hoa Soc Do (Striped Marvel) than cao

75 cm, hoa mau soc do.
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Loai CUc van tho 1& nho. Tén khoa hoc 1a Tagetes tenuifolia. Hoa don canh, cé
¢di va nho 1-2 cm. Loai hay trong & Au Mi 1 StafireMix, 14 thom mui chanh budi, nhit
1a khi tro1 nong nuc.

Loai lai. Loai lai Antigua Yellow 1a loai CVT vang tuoi, hoa kép to cO duong
kinh 7-8cm, ¢ nudc ta dugc trong & lang hoa Go vap. Cay moc khit va cao 30-50 cm.
Loai lai Inca Hybrid hoa kép c6 duong kinh 10-13 cm, cay cao 50-70 cm chiu nhiét do
dén 39-40 °C. Gibéng tam nhiém lai triploid, thudc nhom F1 1a gidng phdi hop cay lin
cua Van tho Phap va hoa kép to cua Van tho Chau Phi, chiu duogc lanh va ndng.

Hién nay, c6 hai loai CVT dugc trong pho bién ¢ nudc ta 1a CVT Phap, hay CVT
lun (Tagetes patula L.) va CVT chau Phi (ciing c6 tén thuong goi la CVT cao; tén khoa
hoc 1a Tagetes erecta L.). CVT Phéap thudng goi 1a CVT c6 cuéng hoa mau vang sam,
gidng hoa Nhat, canh hoa vira ¢6 mau vang thim lai vira c6 mau vang nhat. CVT chau
Phi, hoa vang nghé va vang hoang yén (Tagetes erecta L.). Bén canh viéc choi hoa va
trang tri, cdy CVT con duge st dung nhu mot dugc pham chita bénh. L4 va hoa duoc
dung trong diéu tri cac bénh vé duong tiéu hoa, kich thich tudn hoan méu.

CVT la loai thyc vat rat thich hop véi cac viing ¢6 khi hau nhiét doi va hién dang
duoc tréng nhiéu & Peru, An Do, Mexico, Trung Quéc, Thai Lan, ... dé cung cép nguyén
liu cho cong nghiép tach chiét, tinh ché lutein [83]. CVT ciing sinh trudng rat tot va co
thé dugc trong quanh nam & nhiéu dia phwong ciia nudc ta.

Canh hoa CVT chau Phi (Tagetes erecta L.) 1a nguon nguyén liéu lutein ty nhién
1y tudng cho viéc thu nhan lutein este do chira ham lugng carotenoit kha cao (khoang
1,6 % trong lugng kho) va gan nhu tinh khiét (trén 95 % carotenoit Ia lutein este, con
lai 1a dang ddong phan zeaxanthin este [85]. Ngoai thanh phan chinh 13 lutein este,
zeaxanthin este, hoa CVT con chira mot lugng nho hon antheraxanthin, flavoxanthin,
cryptoxanthin, B-caroten va khoang 11 loai carotenoit khac [86]. Do vay, can phai loai

bo céc tap chat trong canh hoa CVT dé thu duoc lutein.

1.3. MOT SO PHUONG PHAP CHIET TACH VA TINH CHE LUTEIN

Thanh phan chinh trong cao chiét CVT (oleoresin) la lutein este. Lutein este la
mot dan xuat cuaa lutein, c6 mot hodc nhiéu chudi axit béo lién két vai lutein thong qua
cac nhém hidroxyl ¢ hai dau cua lutein. Céc este béo trong CVT chu yéu la lutein
dipalmitat. Ngoai ra, con co lutein dimyristat, lutein palmitat stearat, lutein myristat

palmitat, lutein distearat va mot luong nho lutein myristat stearat. Cao chiét CVT chira
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hon 80 % la carotenoit tong so, trong d6 lutein chiém 70 -78 %, zeaxanthin (2-9 %) va
mét s6 carotenoit khac. Cac cong bd khoa hoc ciing cho thiy, cao chiét chira sép (14 %)
va axit béo (1 %) [85] nén can phai loai cac tap chat ndy trong qua trinh chiét tach va
tinh ché lutein.

Hinh 1. 3. Céu tao phén tir ciia lutein este [85].

Lutein dudi dang este bén, khi vao co thé con ngudi chi bi thity phan mot phan
thanh dang tu do réi méi dugc hap thy vao huyét thanh. Vi vay, dé tao ra nhiing ché
pham lutein b sung cho con nguoi, sau khi thu dugc oleoresin can thiy phan lutein este
dé thu duoc lutein tu do [87]. Nhu vay, nguyén tic chung diéu ché lutein ty do tir hoa
CVT (Tagetes erecta L.) 1a: so' ché, bao quan nguyén liéu hoa CVT — tién xi Iy nguyén
liéu hoa CVT — chiét xuat cao chiét giau lutein este bang (hé) dung madi thich hop —
thiiy phan cao chiér d@é chuyén lutein este thanh lutein tw do — két tinh, tinh ché — xir

ly bao qudn — tinh thé lutein ¢ dé tinh khiét cao.
1.3.1. Tién xir Iy nguyén liéu hoa Cic van tho

Tién xa ly CVT nham muyc dich ting hiéu qua chiét lutein este, giam thoi gian va
s6 lan chiét. Cac tac nhan duogc sir dung trong qua trinh xt Iy thuong 1a dung dich kiém
lo&ng hozc dung dich axit lodng. Ca hai loai tac nhin nay déu co tac dung bé gy mach
dai cua xenlulo va lignin c6 trong bot hoa CVT. Piéu nay dan téi qua trinh chiét lutein
este sau d6 dugc dién ra dé dang hon.

Sujith va cong su [88] nghién ciru tién xir ly hoa CVT tuoi véi dung dich NaOH 0,5%
(0,125 M, pH 8,5) trong 48 gio tai nhiét d6 phong. Ty Ié canh hoa/dung dich ngam 1/1.

Bolanos va cong sy [89] dung enzym thuong mai nong d6 0,05 (0,01 %, wiv) va
endo-1,4-p-D-glucanaza dé tién xir Iy CVT. Enzym duoc tron véi canh hoa kho ty 1é
1:12 (w/v) va gitr nhiét do khoang 28 °C. B0t hoa sau khi dugc xtr ly véi enzym dugc
chiét bang n-hexan véi ty & 1/6 (w/v) & nhiét d6 35 °C trong 15 phut. Két qua cho thiy
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chi mat 4 phut chiét, 96 % xanthophyll dugc thu hdi, trong khi néu khong xir Iy enzym
phai mat 10 phut va ham lwong cao chiét cao nhit chi 29,3 (+0,1) g.

Halagur va cong sy [90] tién xir Iy canh hoa CVT tuoi bing NaOH (0,5 %, pH
8,5), axit citric (1 %, pH = 4) va visco enzym (0,2 %, pH = 4,5). Ty 1€ hoa/dung dich
tién xur ly 1a 1/1, wiw. Két qua viéc tién xu Iy mau cho thay, 6 am cta mau giam tir 19
% dbi véi cac mau khong xir ly, xudng 6,25; 5,04 va 3,83 % twong tng d6i v4i cac mau
xtr ly bang NaOH, axit citric va enzym, dan toi thoi gian sdy mau ciing giam tir 25h
xudng con 10h ddi véi cac mau tién xir ly. Hiéu qua chiét mau va khéi lugng cao chiét
tang dang ke.

Phuong phap xir Iy nguyén liéu bang enzym cho hiéu qua kha cao nhung phwong
phap xir Iy phuc tap, vé phuong dién kinh té, chi phi tén kém. Cac phuong phép tién xu
ly don gian hon (nhu G tuoi, xt ly bang kiém, axit), mic du cho hiéu suat san pham thap
hon, nhung xét vé khia canh thuc tién, c6 thé ap dung hiéu qua hon. Do vay, ba loai tac

nhan tién xir Iy 12 NaOH, H2S04 va axit citric dugc khao sat, danh gia trong luan an nay.
1.3.2. Cac phwong phap chiét tach lutein este
1.3.2.1. Chiét bang dung méi thong thuwong

Levy [91] ngdm bot hoa CVT kho trong dung méi hexan (8/ 1, L/kg) & nhiét do

phong. Téach lay dich chiét, c6 dudi dung moi dé thu cao chiét chira lutein este. Thém
isopropanol vao cao chiét & nhiét do phong dé loai bo cac tap chat khdng thudc nhém
xanthophyll. San pham sau dé duoc ¢d quay chan khong dé loai bo isopropanol. Két qua
thu dugc cao chiét chira 69% lutein este trong d6 ty 1é dong phan trans-lutein/cis-lutein
la 90/10.

Boonnoun va cong su [92] chiét bot canh hoa CVT véi quy trinh nhu sau: 100 g
bot hoa CVT kho dugc chiét vai 500 mL n-hexan trong binh 1 L, trong 4 gio & 40 °C.
Sau khi chiét, hdn hop duoc dé yén 20 phat cho két taa lang xubng. Keo tia duoc loai
bo, thanh phan carotenoit trong dich n-hexan dugc ¢d quay chan khdng & 40 °C. Cao
chiét duoc 1am kho triét dé bang siy chan khéng tai 30°C trong 8 gid, bao quan cao chiét
¢ -20 °C.

Nhém nghién ctru ctia Vechpanich & Shotipruk [93] chiét 10 mé bot hoa CVT,
mdi mé 100 g nguyén lidu. Vi mdi meé, str dung 500 mL n-hexan chiét & 40 °C trong 4

gid. Dich chiét dugc bay hoi dung méi bang c6 quay chan khong & 40 °C, 15 phdt. Cao
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chiét tiép tuc dugc lam kho 2 gio trong ti hut chan khong (30 °C). Két qua mdi 100 g
bot hoa CVT thu duge 10 g cao chiét khé.

Wang va cac cong su [94] chiét 24 kg bot hoa CVT 4 1an véi n-hexan theo ty 16
1:4 (w/v). Gom dich chiét, thu hdi dung méi bang cd quay chan khong & 40 °C. Két qua
dugc 772 g cao chiét, chiém 3,2 % nguyén liéu.

Sang ché US 8425948 B2 [95] dua ra mot phwong phap chiét lutein este két hop
vé6i thiry phan cao chiét. Bot hoa CVT (100 g) duge dong nhit trong hén hop 1000 mL
tetrahidrofuran (THF) va 250 mL etanol chira KOH 10 % & nhiét d6 phong. B6 pH bang
12 duoc duy tri trong sut qué trinh chiét. Sau khoang 2 gio, lutein este bi thay phan
hoan toan, hdn hop phan tng dugc loc 13y cin rin, sau d6 hoan tan trong 1000 mL THF.
Dich hoa tan dugc loc bo cin va thu dich loc, dung mdi caa dich loc duoc loai bo bang
cd quay chan khong & 40 °C. Cao chiét kho duoc hoa vao 700 mL nuéc va con thuc
pham (ty Ié 1/1, v/v) trong vong 10 pht. Ly tdm va ria can ran 2 lan dén khi pH bang
7. Chat ran duoc tiép tuc rira bang 100 mL etanol, ly tdm, 1am khé bing phuong phap
say chan khong tai nhiét d6 phong. Két qua thu duoc 2 g tinh thé lutein mau vang, véi
ham luong lutein khoang 70 %.

Hojnik va cac dong su [96] chiét bot CVT kho (< 0,315 mm, d6 am 5,15 % w/w)
trong binh 3 ¢6 voi dung méi n-hexan; nhiét do 40 °C; ty 1é dung méi/nguyén liéu 5
L/kg; ty I¢ dung dich KOH/nguyén lidu 3,75 L/kg va nong ¢6 KOH trong etanol 1 5 %
(w/v). Két qua, 80 % tong lutein trong nguyén liéu ban dau duoc chiét chi trong thoi
gian 4 phut.

Ruen-ngam va cac dong sy [97] da chiét lutein este trong vi tao Chlorella
sorokiniana MB-1 (ham lugng lutein tong khoang 5,21 mg/g). Theo d6, THF cho hiéu
suit thu hoi lutein 87,0 % (20 phut) va 99,5 % (40 phut) tai 850 mbar & 25 °C. Dung
moi etanol cho hiéu suat thu hoi 86,2 % lutein este & 450 mbar, 35 °C trong 40 pht.
Lutein sau khi chiét dugc on dinh trong dau olive hoic dau huéng dwong véi chu ky ban
huy 53,1 va 63,8 ngay.

Sang ché US 8425984 B2 cua Sethuraman [98] chiét tAch zeaxanthin tir qua cau
ky tir nhu sau: 455,5 g qua cau Ky tuor dugc cho vao trong nudc (1000 mL), ngdm qua
dém tai nhiét d6 phong. Dich chiét tach bang phuong phap gan loc. Sau d6 ddng nhat
véi hon hop dung méi chira 2000 mL THF va 250 mL etanol KOH 10 %. Dung dich
duoc duy tri ¢ pH 12. Sau 2 gid, zeaxanthin este bi thiy phan hoan toan. Chat ran duoc
rira v&i THF 500 mL. Dung méi duoc bay hoi duéi ap suat giam & 40 °C. Cian sau do
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duoc hoa vao 100 mL hdn hgp nudc/etanol (ty 1é 1/1, v/v) trong 10 pht. Tiép theo la
ly tim dé loai bo phan dung mai, thu lay chat ran. Rara chat ran 2 lan cho dén khi pH
bang 7. Rira lan cudi bang 30 mL etanol, thu duoc tinh thé zeaxanthin (0,48 g, 75 %).

1.3.2.2. Chiét siéu t6i han

Cac nghién ctu tng dung phuong phap chiét ky thuat cao ciing duoc ch trong
trong nghién ctru chiét tach lutein. Bién hinh I st dung phuong phép chiét siéu ti han
chiét lutein este co do tinh khiét cao.

Sujith va cac dong su [88] chi ra rang chiét siéu tgi han lutein este tir bot hoa
CVT cho hiéu qua tét hon rat nhiéu so véi cach chiét bang dung méi thong thuong. Thay
phan lutein este cho thay ham lwong carotenoit dat 88 % va lutein dat 90,7 %. Qua trinh
thay phan lutein este st dung xuc tac lipaza ¢ 50 °C; pH = 7; nong d6 enzym xuc tac
0,33. Enzym mat hoat tinh khoang 25 % sau 8 lan sir dung tai 50 °C trong khoang 12 ngay.

Lutein este duoc chiét tach tir vi tao Chlorella vulgaris [97] nhu sau: 10 gam hdn
hop dung méi va tao (35/65, w/w) duoc cho vao xylanh 50 mL cua hé théng chiét siéu
t6i han. Toc d6 dong dung méi 3 mL/phat. Ap suét téi vu 40 MPa va duy tri nhiét 46 &
40 °C. Dung mdi la su két hop giira CO2 siéu toi han va etanol. Hiéu suat thu hdi lutein
cao nhat 52,9 + 0,02 % va do chon loc 43,1 + 0,02 %.

Lutein este dugc chiét tir Chlorella pyrenoidose [99] bang phuong phap chiét
CO:> t6i han két hop véi siéu am & 27 °C; &p suat 21 MPa; dung mdi CO2 1,5 mL/g
etanol, nang lwong siéu &m 1000 W. Két qua thu duoc ham lwong lutein este cao nhat Ia
124,01 mg/100 g nguyén liéu.

Trong céac cong b trén, chiét lutein este bang phwong phap siéu téi han cho hiéu
qua chiét cao hon chiét bang dung méi thong thudng, nhiét do chiét thap, 1am giam kha
ning phan huy cua lutein este. Tuy nhién, chiét siéu t6i han khé ap dung cho quy md
I6n hon, ngoai phong thi nghiém. Vi i do do, phuong phéap st dung dung mdi thong
thuong duoc lya chon dé chiét lutein este tir hoa CVT.

n-Hexan va THF 1a hai dung mdi duoc céc tac gia sir dung nhiéu nhat dé chiét
lutein este, tuy nhién THF doc va hiéu qua chiét bang n-hexan chua cao. Nham tim kiém
dung mdi it doc hai va cho hiéu qua chiét cao dé chiét tach lutein este, cac dung moi
khac nhu metanol, etanol, axeton, n-hexan, etyl axetat duwoc khao sat trong luan an nay.
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1.3.3. Cac phwong phap 1am giau cao chiét chira lutein este

Muc dich cua qua trinh 1am giau cao chiét Ia loai bo cc tap chat nhu chat béo, dau,

mubi, epoxit, sap, ... dé thu duoc cao chiét giau lutein este.
1.3.3.1. Lam giau bang nuwéc

Nhom nghién ctru caa Suijth [88] 1am giau cao chiét bang nudc nhu sau: 18,36 kg
cao chiét ham luong carotenoit 40,02 g/kg cao chiét dugc déng nhit véi 92 L nuéc &
nhiét do 45 °C trong 15 phat. HAn hop dugc dé lang va loc bang loc hut chan khéng.
Cao chiét khdng tan duoc chuyén vao binh chua, lap lai qua trinh rira véi 92 L nuéce &
cung diéu kién nhiét d6 dé loai bo thanh phan tap tan trong nudc. Cin loc véi d6 am
khoang 8 % duoc thém vao 36 L etanol. Hn hop dugc khudy trong khoang 10 - 15 phuit,
sau d6 dé lang. Gan loc thu lay dich etanol. Qué trinh trén lp lai 3 lan, thu duoc 5,24
kg oleoresin véi ham luong carotenoit tong 124,39 g/kg (12,44 % carotenoit), cu thé
chua 79,83% trans-lutein, 4,02% trans-zeaxanthin, 0,23% p-carotene, 0,56%

cryptoxanthin, 15,36% cis-isome va epoxit, phan tich bang HPLC.
1.3.3.2. Lam giau bang etanol

Kuman va cac cong su [100] 1am giau cao chiét véi dung méi la etanol. Cac tap
chat tan trong etanol duoc loai bo dé 1am giau cao chiét chira lutein este. Theo do, 2,0
kg cao chiét ham luong carotenoit 51,28 g/kg & bude trén dugce ddng nhat véi 2L etanol
& nhiét @6 phong trong 10 phat. H3n hop dugc dé ling va tch 16p. Gan loc, thu lay phan
cao chiét khdng tan. Lap lai qua trinh thém 2 1an véi 2L etanol mdi lan. Két qua thu
duogc 0,672 kg cao chiét véi ham lugng carotenoit 142,8 g/kg tong (14,28 % carotenoit),
cu thé chtra 73,22 % trans-lutein, 4,90 % trans -zeaxanthin, 1,62 % [-carotene, 0,79 %

cryptoxanthin va 19,38 % cis-isome va epoxit, phan tich bang HPLC).

Etanol va nudc 1a nhitng dung méi duoc cac tac gia sir dung dé 1am giau cao chiét.
Tuy nhién, etanol va nudc déu la cac dung moi phan cuc, trong khi d6, cao chiét chu
yéu chua lutein este 1a hop chit it phan cuc va cac phan tap chat khac nhu: chit béo,
dau, mudi, epoxit, sép, ... nén néu chi dung mot dung moi dé 1am giau cao chiét thi hiéu
qua lam giau khdng cao bang s dung hé nhiéu dung méi va thyc hién phuong phap

chiét long-long.
1.3.4. Cac phwong phap thiy phan lutein este

Qua trinh thity phan lutein este tir cao chiét hoa CVT c6 thé thuc hién bang phuwong

phap hda hoc hoic sinh hoc. Phuwong phap hoa hoc sir dung tic nhan kiém manh (thuong
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la KOH) trong ancol hiru co (thuong 1 iso propanol hoic etanol) dé cit dut lién két este
gitra c&¢c nhom —OH trong phan tur lutein véi cac axit béo. Phuong phap hoa hoc thuong
phai tién hanh & nhiét d6 cao nén co thé gay ra su phan hay lutein tu do. Do d6, mot s6
tac gia nghién ctu sir dung phuong phap sinh hoc, trong d6 sir dung enzym lipaza dé
thay phan lutein este ¢ nhiét dd phong nham han ché sy phan huay hoat chat. Tuy nhién,
phuong phap nay hién nay it dugc &p dung rong rdi do tinh ung dung khéng cao [90].
Sau ddy 1a mot s6 cong bé thiry phan lutein este tiéu biéu:

Wang va cac cong su [94] nghién ctru thiry phan cao chiét bang KOH véi cac budc
nhu sau: 772 g cao chiét duoc hoa tan trong isopropanol (1:1.5, w/v) them KOH 15 %
(5:3, vIv), khudy ¢ 70 °C trong 6 gio trong mdi truong N2. San pham thuy phan duogc
phan tan trong nude (1:3, v/v) va chiét long - long véi etyl axetat 3 1an. Gom dich chiét
etyl axetat duoc 1am khan véi NazSO4 khan sau d6 ¢6 quay chan khong. Cao chiét (263,4
g) tai hoa tan trong n-hexan (1:4, w/v) trong binh tam giac, khuay ¢ 40 °C trong thoi
gian 1 gio, sau d6 toan bd binh duoc dit trong thiét bi da (1 giod), cudi cung dit hé trong
ta lanh tai 4 °C trong 20 phut dé loai bo axit béo va chlorophyll. Qua trinh duoc lp lai
3 1an. San pham cudi cung duoc cd quay chan khong & 40 °C, qua dém thu dugc 170,2
g lutein kho.

Swaminathan va cong su [95] tién hanh thuy phan cao chiét bang cach cho 1 g cao
chiét hoa CVT hoa tan trong 2 mL etanol tai 75 °C. Thém tir tir vao hdn hop mot luong
dung dich KOH 45 %. Hon hop duoc khuay trong 1 phat. Sau mdi gio lai khudy mot
lan. Sau phan (ng, hdn hop phan tng dugc ha nhiét &6 xudng 65 °C. pH duoc diéu chinh
vé 7,0 bang axit HCI. Thém vao hdn hop phan ¢ng 50 mL etyl axetat, siéu &m 30 + 5
°C, trong 15 phat. H3n hop dé ling va tach hai pha. Thu lay pha trén Ia pha etyl axetat
c6 mau vang, giau lutein ty do. Pha duéi 1a xa phong, nudc va mudi. Thu hoi toan bo
lutein bang cach chiét mot 1an nita véi 50 mL etyl axetat két hop voi siéu &m. San pham
dugc dua di phan tich HPLC. Két qua cho thay: Thoi gian thuy phan téi vu 1a 4 gio, ty lé
dung dich KOH/cao chiét oleoresin la 0,5/1(mL/g), ndng do KOH t6i wu 1a 40 % (W/v).

Bolanos va cong su [89] ding 200 g cao chiét hoa CVT thuy phan trong dung dich
KOH (ndng dd 45 %) duy tri & nhiét d6 tir 65 dén 70 °C cho dén khi trén 98 % lutein este
dugc chuyén hoa thanh lutein ty do. Qué trinh thay phan tién hanh trong 35 phit.

Joseph va cong sy [102] da cai tién quy trinh thity phan lutein oleoresin bang dung
dich KOH trong nuéc véi sy ¢6 mit ciia hon hop ruou béo (ancol lauryl) va axit béo
(axit caprylic capric) dé bao vé lutein khoi bi oxy hdéa ¢ nhiét d6 cao nhu sau: 10 kg
oleoresin dugc dun néng va khudy & 45 °C trong 5-10 phuat cho ddng nhat. Thém tur tir
1,95 kg KOH 95 % trong 3 kg nudc va 0,86 kg axit caprylic capric, 4,3 kg ancol lauryl,
khuay déu va gia nhiét & 80 °C trong 3 gio. Hiéu suat phan @ng dat 80,15 %. Phuong
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phap nay tuy khéng ding dung mdi EtOH va san pham carotenoit thu duoc c6 do tinh
khiét cao (91,75 % carotenoit tong s6) nhung phai dung hdn hop axit caprylic capric,
ancol lauryl va nudc véi luong khé 16n, khé c6 kha ning thu hoi, yéu cau thiét bi phic
tap (ly tam tdc do cao).

Nhu véy, da s6 phuong phéap thay phan déu st dung KOH trong ancol. Tuy nhién,
khong co su twong dong vé diéu kién thiy phan lutein este. Nguyén nhan 1a do céc tac
gia da sir dung cac dung méi khac nhau (n-hexan, ete dau mo, etyl axetat, ...) dé chiét
lutein tu do tir hdn hop thuy phan ciing nhu dung cic phuong phap va k¥ thuat khac
nhau (TLC, UV-Vis, HPLC) d¢ danh gia hiéu suat qué trinh thuy phan. Vi vay, viéc
danh gia lai anh huong cua diéu kién thay phan dén hiéu suat chuyén hoa lutein este
thanh lutein tu do, tir 46 chon lua phuong phap thich hop cho viéc thay phan lutein este
la can thiét.

1.3.5. Phwong phap tinh ché lutein

Lutein ty do thu duoc sau qua trinh thay phan cao chiét hoa CVT c6 d6 tinh khiét
thuong dat dudi 80 % [89, 94, 95, 103], do vay can phai két tinh lai dé thu duoc lutein
c6 do tinh khiét cao.

1.3.5.1. Tinh ché bang hé dung méi nwécletanol

R. Kumar va c&c cong su [104] tinh ché lutein bang cach hoa tan 1,135 gam lutein
89 % trong 760 ml etanol & nhiét d6 méi treong. Theo do, thu dugc 0,5291 g lutein co
d6 tinh khiét 98 % (hiéu suat 51,3 %) va 0,2817 g lutein c6 do tinh khiét 92 % (hiéu suat
25,7 %), tong hiéu suat thu hoi dat 77 %.

Swaminathan [95] tinh ché lutein bang cach cho lutein thé thu dwoc tir qua trinh
thuy phan hoa tan vao nudc, ty 18 lutein tho (g)/nude (mL) 14 1/8, & 75 °C, d6 pH bing
7,0. Loc loai bo dung mai, thu lay két tia mau cam. Tiép tuc ria két taa mot lan nixa
bang etanol, ty 18 lutein thd (g)/etanol (mL) Ia 1/3, & 50 °C trong 10 phat. Két qua thu
duoc lutein c6 @6 tinh khiét 90,83 % véi hiéu suét thu hdi dat 76,76 %.

Bolanos va cong su [89] dwa ra phuong phap tach, tinh ché lutein sau qué trinh
thuy phan cao chiét cua canh hoa CVT nhu sau: 200 g cin duoc dong nhat trong hdn
hop nudc cat (700 mL)/etanol (300 mL), tai nhiét do phong trong 30 phit. Hn hop sau
d6 dugc loc, loai bo dung méi, thu lay két tia mau cam. Rira két tua bang nudc cat cho
dén khi nuéc rira hét mau va pH trung tinh. Tiép tuc rira két taa mot 1an nira bang 200
mL etanol va n-hexan lanh (0 °C-5 °C). Két qua thu dugc tinh thé lutein c6 do tinh khiét
trén 70 %.
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1.3.5.2. Két tinh lai bang diclometan/hexan

Nhom nghién ciu cua Frederick Khachik [105] két tinh lai lutein trong hé dung
moi diclometan/n-hexan (1/1, v/v) bing cach hoa tan lutein 70 % trong 550 ml
diclometan chira 1 % trietylamin. Thém tir tir n-hexan vao hé cho dén khi hé tré nén mo
duc, giit & nhiét do tir -20 °C dén -10 °C trong 3 gid thu duoc lutein tinh thé. Tinh thé
duoc loc va rira vai 200 ml n-hexan (0 °C). Sau d6 say chan khong ¢ 50 °C trong 3 ngay.
Két qua duoc lutein c6 do tinh khiét 97 %.

1.3.5.3. Tinh ché bang THF/Nuéc

Frederick Khachik va cac cong su [106] tién hanh hoa tan 2 g lutein 70 % trong 20
ml tetrahidrofuran (THF) va 30 ml nudc cat dé tinh ché lutein. Hon hop duoc khudy ¢
nhiét ¢6 phong 10 pht. Dung mi duoc loai bo bang phuong phap ly tam. Két taa lutein
duoc lay ra khoi dung dich, tiép tuc rira két taa bang 20 ml etanol, ly tam, sau do6 say
khd trong chan khéng tai nhiét d6 phong thu dugc 1,2 g lutein dat d6 tinh khiét 97 %.

1.3.5.4. Két tinh lai bang hexan/axeton (80/20)

Halagur va cong su [90] tién hanh cho 25,01 g cao chiét thd hoa tan trong 100 mL
hé dung mdi n-hexan/axeton (80/20, v/v) tai nhiét do phong 30 phat. Két tua cua tinh
thé lutein duoc loc, rira véi metanol. Tinh thé mau vang cam dugc say chan khéng tai

nhiét 46 phong 72 gio.
1.3.6. Két tinh lai zeaxanthin

Swaminathan [98] cho zeaxanthin (0,48 g, 75 %) hoa tan trong THF (5 mL) va
nuéc (10 mL) dé két tinh lai. Hon hop dugc khudy o nhiét do phong trong 10 phut. Chat
ran duoc tach ra bang ly tam. Loai bo dung dich, tinh thé zeaxanthin duoc ria bang 5
mL etanol. Ly tdm va lam khé & diéu kién chan khéng trong khoang 8 gid & nhiét do

phong. Két qua thu duoc 0,35 g zeaxanthin.

Nhu vay, sau khi tinh ché, do tinh khiét cua lutein déu dugc ting 1én dang ké. Dung
moéi duoc st dung tinh ché lutein thuong 1a hé hai dung méi, diéu nay cé thé duoc giai
thich 1a do mot s6 dung méi doc 1ap ¢d kha ning hoa tan tt lutein nhung khong thé két
tinh lai lutein bang phuong phap ha nhiét do hoic bay hoi dung méi. Trong cac hé dung
moi di cong b, hé dung méi etanol/nurdc co tinh an toan cao nhat nhung thoi gian tinh

ché kéo dai. V&i muc dich thu duoc lutein c6 do tinh khiét cao, thoi gian tinh ché ngan,
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lwgng dung mai it, khdng sir dung bét ki dung méi doc hai nao, cac nghién ctru xac dinh

dung méi va diéu kién tinh ché s& duogc tién hanh khao sét trong luan &n nay.

1.4. PHUONG PHAP PHAN TiCH LUTEIN VA ZEAXANTHIN

Phén tich lutein va zeaxanthin dugc thue hién bang nhiéu phuwong phap khac nhau
v6i nhimg diéu kién khac nhau tiry thudc vao ngudn gde thu nhan lutein tir ngudn thuc
vat khac nhau, chit luong lutein ciing anh huéng dén viéc lya chon phuong phép.
Phuong phap phan tich chil yéu dugc sir dung 1a HPLC, UV-Vis, LC-MS véi cac diéu
kién cu thé (bang 1.7). Khong thé sir dung phuong phap GC dé phan tich ham luong

lutein do lutein 1a hop chat kém bén véi nhiét.

Theo duoc dién Mi thi ¢6 hai phuong phap chinh dé phan tich ham luong lutein
va zeaxanthin la UV - Vis va LC [110].

Bang 1. 7. Cac phwong phap phan tich lutein, zeaxanthin

Phuwong phap Picu kién TLTK

1 UV-Vis Mau duge hoa tan trong n-hexan. [29]
Amax: 474 nm.

2 UV-Vis Mau duoc hoa tan trong dung moi chira [96]

axetonitril/metanol/n-hexan/diclometan
(85/10/2,5/2,5, vIv).

Amax: 446 nm.

3 UV-Vis Mau duoc hoa tan trong n-hexan. [88]
Amax: 446 nm.

4 HPLC Cot: C18, Amax: 447 nm. [29]
Dung moi: n-hexan/etyl axetat (65/35, v/v).

5 HPLC Cot: C-30 YMC 30 Water (250 x 4,6 mm, 5 pum) [32]

Pha dong: metanol/axetonitril (20/80, v/v)
Amax: 450 nm va 660 nm

6 HPLC Cot: YMC RP-30 (4,6%x250 mm) [97]
Dung méi: THF/metanol (1/9, viv)
Amax: 446 nm.
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Phwong phap

Dieu kién

TLTK

HPLC

Cot: ZORBAX SB CN (75 mmx4,6 mm, 3,5 um)
Dung méi A: 3,153 g/l HCOONHj, trong H20
Dung mai B: metanol

Amax. 446 nm.

[103]

HPLC

Cot: Lichrocart C-18 (30 cm),

Dung mdi A: axetonitril/metanol (9/1, v/v)
Dung moi B: etyl axetat.

Amax: 450 nm

[103]

HPLC

Cot: Ultrasphere C18 (250 x 4,6 mm i.d., 5 um,
Beckman, Fullerton, CA).

Dung moi: etanol/diclometan/axetonitril/nudc
(67,5/22,5/9,5/0,5, vIv).

Amax: 450 nm.

[107]

10

HPLC

Cot HPLC: C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm)

Dung moi: axetonitril/metanol/nudc/etyl axetat
(70/9,6/0,4/20, v/Iv).

Amax: 446 nm.

[108]

11

HPLC

Cot YMC C30 (150 x 2,1 mm, 3 pm).
Dung moi: MTBE/etanol (2/8, v/v)
Amax: 445 nm.

[109]

12

LC-MS

Cot: Lichrocart C-18 (30 cm)

Dung moi A: axetonitril/metanol (9/1, v/v)
Dung moi B: etyl axetat

Amax: 450 nm

Piéu kién MS: Pién thé 1,6 KV, nhiét d6 budng ion
hda 400 °C. Nhiét d6 bay hoi dung moéi 250 °C.
Quét pho trong khoang tir m/z 200 dén 800.

[98]
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Bang 1. 8. Phwong phap phan tich lutein, zeaxanthin theo dwgc dién Mi USP 40

TT | Phwong phap Piéu kién
phan tich
1 | UV-Vis Amax: 446 nm

X4c dinh lutein | Dung moi: n-hexan/axeton/toluen/etanol (10/7/7/6, viv)
tong Dung dich gbc: 0,3 mg/ml trong dung moi
n-hexan/axeton/toluen/etanol (10/7/7/6, viv)

Dung dich mau pha ndng d6 3,0 pg/ml tir dung dich gbc véi
etanol

2 | LC Cot: 4,6 mm x 25 cm, 5 um

Amax: 446 nm
Dung moi pha dong: n-hexan/etylaxetat (3/1, v/v)

1.5. MOT SO BIEN PHAP CAI THIEN SINH KHA DUNG CUA LUTEIN DUNG
PUONG UONG

Nhiéu céng trinh nghién ctiru vé dugc dong hoc cua lutein cho thiy: do tan thap,
chuyén hda manh va thai trir nhanh 1 cac Iy do chinh dan dén sinh kha dung (SKD) cua
lutein thap. Do d6, cac bién phép cai thién SKD cua lutein chu yéu tap trung la Iam ting
d6 tan, giam chuyén héa hoic sir dung chat Gc ché qua trinh chuyén héa cua lutein va
giam thai trir, kéo dai thoi gian luu thong trong dudng tiéu hoa cua lutein. Bé dat duoc
muc tiéu ndy, cac cdng trinh nghién cau di dé cap dén cac bién phap lam thay dbi dic
tinh vat ly cua dugc chat (DC) nhu giam kich thuéc phan tir (KTTP) xudng kich ¢&
nanomet (bao ché hé nano tinh thé) va tao dang bao ché trung gian chta lutein nhu hé
phan tan ran, hé micell, vi nhil twong, nhii twong nano, hé ty nhii héa hoic dang lién
hop.

1.5.1. Bao ché h¢ nano tinh thé

Nano tinh thé dugc chat 14 tinh thé véi kich thude dudi 1 pm, mang dic tinh cua
tiéu phan nano va tinh thé [111], [112]. Tiéu phan nano tinh thé cd thé cai thién do tan
va tang sinh kha dung (SKD) caa DC. Mot s6 phuong phap bao ché nano tinh thé duoc
trinh bay ¢ bang 1.9 [113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120].
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Bang 1. 9. Mt s6 phwong phap bao ché nano tinh thé

TT Phwong phap Nguyén tic Uu nhwoc
diém
Str dung luc phan chia la luc va cham, nén | Pon gian, 4p dung dugc cho ca DC c6 d¢ tan thép hoac
ép, mai mon va lyc ma sat do twong tac | khong tan. Tuy nhién, chi phi thiét bi dét tién, dé nhiém vi
gilta tiéu phan véi thanh budng nghién, | sinh vat, tap tir thiét bi mai mon va han ché vé kich thudc
Nghién giita cic bi v6i nhau va gitta tiéu phan voi | budng nghién.
(ca nghién kho va tiéu phan.
nghién uét)
Su giam KTTP trong qua trinh nghién kho | Thoi gian nghién kéo dai, ning luong dau vao cao giy nong
do ma sat, su co mon, va cham va duat gay thiét bi va anh huong dén d6 6n dinh ctia DC nhay cam v&i
) Nghién Kho cua tuong tac tiéu phan voi tiéu nhiét, cac vién bi ¢ thé bi mai mon do va cham véi thanh

phan hodc tiéu phan vai thiét bi.

budng nghién tao ra tap.

Nghién wét

Nghién wét 1 qua trinh giam KTTP
trong d6 tiéu phan ran dugc phan tan vao

moi truong 1dng.

Puoc st dung nhiéu hon nghién khé dé tranh tic dong cua
nhiét va rat ngan thoi gian nghién, ddng thoi truc tiép tao

ra dang bao ché.
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Pong nhit

hoa ap suét cao

Tiéu phan DC dugc phan chia bang cach
nén qua mot khe hep dudi ap luc cao trong
cac thiét bj dong nhat hoa. Luc phan chia

ti€éu phan chu yéu la lyc nén ép va va dap.

Phuong phép nay tao ra it tiéu phan kich thudc micro, it
nhiém tap, khic phuc nhuoc diém cua hai phuong phap
nghién va két ta, ning suét cao, 4p dung duoc véi DC nhay
cam v6i nhiét, c6 thé thu duogc nhii twong nano it c6 sy khac
nhau giita nhitng 16 mé, d& dang tai san xuat. Tuy nhién,
doi hoi s6 vong dong nhét hoéa cao va DC nén ¢ dang siéu

min.
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1.5.2. Bao ché hé phan tan rin

Hé phan tan rin 1a hé phan tan cua DC (hoic & trang thai phan tir hoa tan trong
dang v6 dinh hinh hoic ban tinh thé) trong mot chat mang tro c6 kha ning ting do tan
va téc do hoa tan cua DC it tan.

Co ché 1am ting tbc d6 hoa tan do giam kich thudc tiéu phan (KTTP) dén mirc
d6 rat min c6 thé dén mtc d6 phan tir, ting tinh thAm w6t nho sy c6 mat chat mang wa
nuéc va chat hoat dong bé mat. Ngoai ra, do cau tric xop, dién tich bé mat dac hiéu ting
cling nhu thay d6i trang thai két tinh cua DC sang trang thai vo dinh hinh dan dén téc

do hoa tan tang [121].
1.5.3. Bao ché micell

Micell 1a mét tap hop cua cac phan tir chat hoat dong bé mat phan tan trong mot
dich huyén phi véi kich thudc tiéu phan tir 10 dén 100 nm. Pic tinh chic ning cua
micell dya vao chat hoat dong bé mat hai dau, ving "dau wa nudc" tiép xdc véi dung
mdi xung quanh, bao vé cac vung "dudi ky nudc” ¢ bén trong hat micell [111].

Do ¢6 cu tric hai dau, micell 1a hé dua thudc trién vong véi cac DC it tan va SKD
thap. Pau ky nudc bén trong dong vai tro nhu mot kho chira d6i vai DC it tan. Hé micell
taing SKD duong udng cua DC do bao vé DC khoi méi trudng khic nghiét trong hé
thdng da day, rudt, giai phong DC mot cach kiém soét & vi tri dich, kéo dai thoi gian luu
trong rudt [122].

1.5.4. Bao ché vi nhii twong/ nhii twong nano

Vi nhil twong 1a cac hdn hop dang hudng quang hoc, thanh phan gém dau, nudc
va c4c chat hoat dong bé mat. Cac DC Ky nudc ¢d thé dugc hoa tan trong pha dau caa
vi nhil tuong D/N [123].

Hé nhil tuong nano c6 vu diém on dinh nhiét dong hoc tt hon nhil tuong va nhii
tuong quy udc, trong sudt, dé bao ché va co dic tinh riéng vi sir dung dung mai hoa tan
ca DC wa nudc va ky nudce. Hon nira, vi kich thudc giot nho, phan tir DC trong nhil
tuong nano cé thé di qua mang té bao, dan dén ting nong do trong huyét trong va tang
SKD [124].

Vi nhil trong c6 phuong phép bao ché don gian duoc thé hién trong so d6 hinh 1.4.
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Phéi hop cac chat thudc pha Phéi hop cac chat thuoc pha
nudce véi nhau, phdi hop cac chat dau véi nhau, phéi hop cac chat
hoat dong bé mit tan trong nudc hoat dong bé mat tan trong dau
Chét hoat dong bé mit R
+ Khuay v

Vi nhil tuong

Hinh 1.4. So' d6 bao ché vi nhii twong

Trinh ty phéi hop cac chat trong vi nhii twong gan nhu khong anh huong téi su
hinh thanh hé nhung d6i khi lai anh hudng dén thoi gian hinh thanh.

Vi nhii twong gébm ¢6 cac thanh phan sau:

Pha ddu: gom nhitng chat long khdng phan cuc nhu dau lac, dau nanh, dau hudng
duong, isopropyl myristat, triglixerit mach cacbon trung binh, axit oleic, ...va cac chat
hoa tan hay dong tan vao chiing nhu metanol, terpen, tinh dau, ...

Pha nwéc: gdom nhitng chat long phan cuc nhu nudc, etanol, propylen glycol va
nhitng chat d& hoa tan hay dong tan vao ching.

Chadt hoat dgng bé mat: 12 nhitng chat c6 kha nang lam giam strc cing bé mat phan
chia pha, qua d6 gitp hinh thanh vi nhii twong. M6t s6 chit HDBM hay dung nhu natri
lauryl sulfat, polyoxietylen oleyl ete, cremophor EL?... Trong cong thirc vi nhii tuong,
ty I¢ chat HDBM cao hon trong nhil twong thong thuong.

Mot chat HPBM dién hinh 12 nhitng hop chat hai dau, tic 1a trong phan tir c6
chira dau wa nuée va dau wa dau.

- PAu va nudc cua chit HDBM thudng dugc cu tao boi cac nhom chic phan

cuc nhu nhém hidroxyl —OH, carboxyl -COO", sulfat SO,2-, sunfit SO42-, ... nén c6
momen ludng cuc cao.
- Pau ua dau thuong 1a gc hydrocachbon khdng phan cuc hoic it phan cuc (c6

momen ludng cuc thap).
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Chi nhitng chit HDBM ma trong phan ttr ¢6 hai thanh phan nay khéng can bing
méi 6 thé 1am giam ning luong tu do bé mit pha, tir d6 1am giam strc cing bé mat phan
cach hai pha. Khi cho chit HPBM vao hon hop pha nuéc va pha dau, cac phan tir chat
HDBM s& tur sap xép trén bé mit hai pha tao thanh cu trac ty lién két c6 dang micell

hinh cau, micell hinh éng, micell dang ban mong, hoac micelll déo. ..
1.5.5. Uu diém va nhwoc diém ciia cac hé phan tan

Theo hudng nghién ciru cai thién d6 tan cua lutein va zeaxanthin, cac bién phap co
thé &p dung 1a bao ché dudi dang hé nano tinh thé, hé tu nhii hoa, vi nhii trong, hé micell
hodc hé phan tan ran, ... [125, 126]. Hé nano tinh thé c6 uu diém la dé dang ung dung
vao thyc tién, ty 1é DC cao, pht hop véi ca DC it tan trong nuéc va dau, dé dang tng
dung vao cac dang thudc ran dung duong udng. Nhuoc diém cua hé nano tinh thé 1a chi
thich hop véi DC ¢6 d6 6n dinh cao, khdng thich hop dé bao ché cac DC doc va DC ¢d
chi dinh diéu tri hep; hé nano tinh thé ciing chua kiém soat dugc qua trinh giai phong
DC, phuong thtic bao ché phuc tap, ... Vi nhil tuong kha ning hoa tan cao va cai thién
tinh tham do su c6 mit cta cac chat hoat dong bé mat, nhung lai kém 6n dinh. Tuong
tu, hé micell chat hoat dong bé mit va hé tu nhii héa ciing c6 kha ning cai thién do tan
va tinh tham do ty 1& chat hoat dong bé mit sir dung kha cao. Bén canh cac nhugc diém
cta vi nhil twong, hé micell chat hoat dong bé mat va tu nhii hoa con c6 thé gay kich
g duong tiéu hoa khi ding duong uéng do ty Ié chat hoat dong bé mat cao. Hé phan
tan ran dé bao ché, tiéu phan DC duoc phan tan trong hé chat mang co o xop cao do
d6 giai phong DC nhanh. Hé phan tan ran co thé cai thién do tan va téc d6 hoa tan dang
ké hon so voi phuong phap thay d6i dang két tinh ciia DC, d¢ong thoi hé phan tan ran
con 1am cham sy tai két tinh hoac két tu cia phan tir DC hoic cum phan tir do tuong tac
phan tir va can tro khong gian trong hé chat mang [127]. K§ thuat tao hé phan tan ran
c6 thé tao ra tiéu phan kich thuéc min ma khéng can ning lugng dau vao qua cao [128].
Nhuoc diém cua hé phan tan ran lién quan dén do 6n dinh nhiét dong hoc. DC & dang
v6 dinh hinh dugc tao ra trong hé phan tan rin thuong khong on dinh vé mat vat ly va
cd thé chuyén sang dang két tinh trong qua trinh bao quan. Hé phan tan ran phai st dung
chat mang vai ty 1é twong d6i 16n méi ¢6 thé cai thién duoc do tan va do hoa tan cua
DC. Hon nita, Su ¢ mit cua chit mang c6 thé anh hudéng dén d6 6n dinh caa hé phan
tan rian do da sé cac chat mang déu hit am manh [129]. Uu, nhuoc diém cua ting hé
phan tan duoc trinh bay tém tit ¢ bang 1.10.
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Bang 1. 10. Uu, nhwoc diém ciia cac hé phén tin

Dang bao ché Uu diém Nhuge diém

- Poi hoi DC ¢6 tinh 6n dinh cao.

- Cai thién duoc tdc d6 hoa tan | - Khéng thich hop voi DC doc va
Hé nano tinh thé | so voi DC ban déu. DC c¢6 chi dinh diéu tri hep.

- Thich hop cho dang bao ché | - Nang luong yéu cau cao.

ding duong udng [130, 131]. | - Chua c6 sy kiém soat qua trinh

giai phong DC.
Nhil twrong nano - Ki thuat bao ché don gian. - Xu hudng tach pha.
- Kha ning hap thu DC cao. - Chua c6 sy kiém soat qua trinh

- Thich hop cho dang bao ché | giai phéng DC.

dung dudng udng.

- Gia thanh thap.
- G161 han trong viéc lya chon|
Micell polyme - C6 thé kiém soat giai phong | polyme thich hop.
DC. - Chua c6 phuong phép bao ché

thich hop dé nang cap quy mé.

H¢ phan tan ran Tao kich thudc phan tir min voi | - B9 on dinh nhiét dong hoc kém.

nang lugng dau vao thap. - Lwong chit mang 16n.

Cin ctr VAo Viéc phan tich wu, nhugce diém cua cac bién phap di trinh bay & trén,
hudng bao ché hé nhii twong nano dugc lya chon nghién ciru trong luan an nay.

P. Niamprem va cac cong su [129] di bao ché hé van chuyén thudc tu tao nano
nhii (SNEDDS). SNEDDS duoc cau tao boi hdn hop lexol va emulmetik 900, labrsol va
tween 80 dugc xem nhu dau, chat hoat dong bé mat va doéng chat hoat dong bé mat.
SNEDDS bao ché duoc c6 kich thudc 250 nm, do tan va tinh twong tich sinh hoc qua
duong ubng cua lutein ting 1én dang ké. Tuy nhién, SNEDDS cho thoi gian nha thudc
nhanh hon 2 14n.

Frede va cong su [132] str dung lecithin, tween 20, tochopherol, biozate va
lactoglobulin dé tao nhii mang lutein. Pha dau gém 2,5 mM lutein, 0,1 mM o-tocopherol
1am chat chdng oxy hoa dé trc ché qua trinh oxy hoa lutein va 0,01 g /ml lecithin trong
EtOH/MCT - dau (50/50, v/v). Pha nuéc gom 0,05 g/ml S-lactoglobulin, biozate hoic
tween 20 trong nude. Nhii trong (20 % dau trong nude (O/W, vIv) duogc didu ché trong

ong sim mau bang cach tron va khudy 1 ml pha dau va 4 ml pha nuéc trong 10 pht véi
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téc do khudy 500 vong/phut. Nhil twong duoc ddng nhét bang cach str dung may dong
nhat siéu am trong 5 phit. Kich thuéc tiéu phan nhil twong chira lutein dat cac gia tr tir
0,26 dn 0,61 pum, nhii lutein da cai thién tinh twong thich sinh hoc cua lutein. Hon nita,
su két hop cua lecithin, tween 80 va a-tochopherol ngan chin sy phan hiy cia lutein.

Liu va cong su [133] tao nhil nano chira lutein. Lutein dugc hoa tan trong dietylen
glycol monoetyl ete (Transcutol). Lutein trong transcutol (0,2 g trong 19 g) dugc tron
v6i dau ngd (1,8 g) va span 20 (3,0 g) & 80 °C trong bé khé. Pluronic F68 (2,0 g) va
cyclodextrin (2,0 g) duoc phan tan trong 72 g nude. Cudi cung, huyén phu lutein trong
nuéc duoc didu ché bang cach siéu &m hdn hop cua lutein (0,2 %), dau ngd (0,8 %),
transcutol (19%) va nudc (80 %) trong 1,5 phat véi thiét bi siéu 4m dau do. Kich thudc
tiéu phan nhii nano chtra lutein dat 91 — 97 nm, do 6n dinh KTTP dat 3 — 4 tuan, do tan
ctia nhil nano chira lutein ting 9,2 1an so v&i huyén phu lutein.

Murillo va cong su [134] tao hé huyén pht nano lutein dau trong nudc bang cach
str dung cong thirc chtra 8,4 % d-a-tocopheryl polyetylen glycol succinat, 11,2 % dau
(60:40 hdn hop caprylic va axit capric), 70,4 % nudc, 10 % bot lutein (5 % lutein). Két
qua, tao ra cac huyén phi nano c6 KTTP dat 254,2 nm va ndng do lutein cao hon 2 lan
so voi lutein dang bot.

Nhu vay, cac nghién ctiru bao ché nhii twong nano lutein da duoc nghién ctru, do
tan ctia nhil twong nano lutein duoc cai thién dang ké so véi lutein dang bot. Tuy nhién,
chura c6 nhiéu nghién ctru giam duoc kich thudce cua lutein xudng dudi 100 nm dé dat
yéu cdu cta nhil twrong nano trong dugc pham [135]. Po 6n dinh cua nhil twong nano

cling chua duogc dé cap dén.

1.6. TINH HINH NGHIEN CUU O VIET NAM

Viéc sir dung CVT dé hd tro chita bénh tir 1au dd dwoc luu truyén trong dan gian
nhung cac nghién ctru chuyén sau vé thanh phan va hoat tinh ctia cac chat trong CVT
con tuong dbi han ché.

Tran Thi Huyén Nga va cong su [136] di nghién ciru tach chiét lutein este tir mau
canh hoa CVT thu duoc ham lugng lutein este cao nhat 1a 714 mg/100g bang dung moi
n-hexan va cao chiét CVT dugc phdi véi cao 14 gic, cao mudp dang dé tao thuc pham

churc nang.
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Lé Huy Hoang va cong su [137] d& nghién ctru, san Xuat vién nén thuc pham chic
ning chira lutein diéu ché tir canh hoa cdc van tho c6 tac dung ting cudng thi luc cho
bo doi hoat dong trong diéu kién thiéu anh sang. Céc tac gia da bao ché duogc 2.000 vién
nén thuc pham chire ning dudng mét, thanh phan chinh 12 hdn hop carotenoit tir thién
nhién, gém lutein tir canh hoa cuc van tho va 5 -caroten tir rau ca qua két hop véi mot
s6 dudng chét co loi khac nhu protein, gluxit, ... San pham dat tiéu chuan thuc pham
chirc nang do Bo Y té quy dinh.

Nhom nghién ctru cia PGS.TS Hoang Thi Hué An [138, 139, 140, 141] da nghién
ctru chiét tach lutein tir CVT. Trudc tién, nguyén liéu hoa CVT (Tagetes erecta L.) duoc
tién xtr 1y bang enzym viscozyme nham “néi 16ng cdu trac” dan dén ting cuong hiéu
qua chiét. Tiép theo, CVT duoc chiét bang dung mdi n-hexan. Dich chiét thu dugc 1am
khan bang Na2SO; r6i duoc ¢ dudi dung méi dé thu cao chiét. Cao chiét duoc thuy
phan bang hdn hop rugu kiém nham giai phong lutein va zeaxanthin ty do. San pham
sau khi thuy phan dugc tach xa phong, trung hoa hdn hop thu duoc va két tinh lutein va
zeaxanthin bang nudc nong. Tinh thé tao thanh dugc loc, sy chan khong ¢ 50 °C. San
pham thu duogc duoc cap dong ¢ -20 °C dé bao quan va dugce st dung 1am chat mau thyc
phém. Lutein dat do tinh khiét 92 % duoc st dung cho viéc lam mau thuc phém.

Mac du da duoc nghién ctru kha cong phu nhung nghién ctru nay con boc 16 mot
s6 van dé nhu sau: Chua nghién ctru mot cach hé thong tir khau ché bién so bo nguyén
licu dén khau bao quan san pham; Chua khao sét cac loai dung méi chiét khac ngoai
dung mdi khoéng phan cuc n-hexan nén hiéu qua chiét khéng cao, thoi gian chiét 1au
(lutein thu nhan tir hoa CVT tuoi ¢ do tinh khiét hon 90 %, tong sé carotenoit hon 96
%, hiéu suat thu hdi lutein hon 52,83 %; con san pham thu nhan tir bot hoa CVT kho
chiét bang Soxhlet c6 tdng sé carotenoit hon 82%, hiéu suat thu hoi lutein hon 75 %):
Chua nghién ciru 1am giau cao chiét truge khi tién hanh thay phan; Chua nghién ciu
phuong phap tinh ché lutein dat tiéu chuan dugc dién My (bang 1.11). Muc tiéu nghién
ctru ca tac gia 1a tach duoc lutein, tng dung san pham lam chat mau thuc pham, khéng

huéng t6i muyc tiéu tng dung 1am dugc pham.

31



Bang 1.11. Tiéu chuin cia dwogc dién Mi dbi véi nguyén liéu lutein [110]

TT Tén chi tiéu Pon vi Mikc chit lwong cin dat

1 | Hinh thac - Tinh thé, mau vang nhat dén

vang cam dam

2 | Tong ham Iluong lutein va % Kl > 80
zeaxanthin

3 | Ham luong lutein % kI > 74

4 | Ham lugng zeaxanthin % ki <8,4

PGS. TS. Hoang Thi Hué An cing nhém nghién ciru cling da phat trién san pham
lutein thanh céc vi nang [140] tan trong nudc bang phuwong phap siy phun sir dung vat
liu boc mantodextrin va 1000ml vi nhii tuong lutein [139] 6n dinh béi hé chit nhii hoa
tween 80-Span 80 nhu sau: lutein (0,4%, w/w), dau nanh (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), nudc
cat 2 1an (67,94 %, w/w). San pham vi nhii twong lutein ¢ ham luong lutein 14 0,38+0,01
(%), du legng dung méi hitu co va kim loai nang dudi mic cho phép. San pham bén vé
mat dong hoc, carotenoid tong s6 suy giam <7,8% sau 30 ngay bao quan trong bong toi
& - 20 °C. San pham dugc Gng dung lam chat mau thyc pham. Tuy nhién, san pham
khéng thich hop dé tao mau cho cac dang thuc pham long giau nuée, bao quan & nhiét
d6 phong vai thoi han sir dung dai (nudc giai khat, nudc ting luc, ...) ma chi c6 thé tng
dung ddi vai mot s6 san pham dang sét yéu cau bao quan lanh, thai gian bao quan ngan
(sita chua, tau hu tuoi) va thich hop hon dé tao mau cho thuc pham dang rin (banh quy,
keo gum, chaca, ...).

Céc cong trinh nghién ctru trong nudc vé chiét tach, tinh ché lutein con kha han
ché, hudng nghién ciru tao hé phan tan nano cua lutein van con méi. Vi vay, két qua
nghién ctru dat duoc trong luan &n co thé 1a co s¢ cho nhitng nghién ciru sau hon, rong

hon ctia nhitng dé tai lién quan @ng dung caa lutein cho dugc pham.

1.7.MOQT SO KET LUAN RUT RA TU TONG QUAN TAI LIEU

Qua trinh tong quan tai liéu chi ra rang c¢6 kha nhiéu phuong phap khac nhau dé
chiét xuat, tinh ché lutein va céc tac gia trong nudc da nghién ctru kha cong phu, dat
dugc nhitng két qua kha quan nhung méi ding ¢ phong thi nghiém véi muc dich sir

32



dung san pham 1am hop chit tao mau thuc pham. Bé thyc hién dugc muc tiéu tinh ché
duoc hoat chat lutein tir hoa CVT, ¢ng dung trong duoc pham, con can phai giai quyét
nhitng van dé khoa hoc nhu sau:

> Can phai nghién ctiru mot cach hé thdng tir khau ché bién so bo nguyén liéu CVT
dén khau bao quan san pham lutein;

> Can phai nghién ctu tinh ché dugc lutein dat tidu chuan dugc dién Mi dé nang
cao gié tri khoa hoc ciing nhur gié tri thyuc tién cua san pham lutein;

> Can phai nghién ciru phan lap duoc lutein va zeaxanthin c6 dé tinh khiét cao
nham chu dong chat chuan phan tich trong cac phong thi nghiém, khic phuc tinh
trang khan hiém chat chuan lutein, zeaxanthin tai Viét Nam;

> Can phai bao ché dugc lutein “tan” nham ting sinh kha dung cua lutein qua dudng
udng.

Chinh vi thé, d¢ tai luan an sé tién hanh thyc hién cac noi dung nhu sau:

- Nghién ctu mét cach hé théng cac phuong phap so ché va bao quan di véi cac
ngudn nguyén liéu khac nhau dé dam bao chét luong nguyén ligu;

- Nghién cau xu ly nguyén lidu trude khi chiét ¢é nang cao hiéu qua quéa trinh
chiét;

- Nghién cau mot cach hé thong cac loai dung mdi chiét khac ngoai dung moi
khéng phan cuc n-hexan; nghién ciru 1am giau cao chiét bot hoa CVT trude khi
tién hanh thiry phan cao chiét;

- Nghién ciru két tinh, tinh ché dé duoc tinh thé lutein bang cac dung méi than
thién méi truong véi cach tién hanh don gian;

- Nghién ctru tim ra phuong phap bao quan lutein tinh thé phi hop, nham tranh
qua trinh oxy hda lam bién dbi, phan hay lutein;

- Nghién ctu phan lap duoc lutein va zeaxanthin dé st dung lam chat chuan phan
tich;

- Nghién ciru kiém nghiém chat luong lutein theo dugc dién Mi; danh gia doc tinh
cap, doc tinh ban truong dién va d6 6n dinh cua lutein;

- Bao ché nhii tuong nano lutein.
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CHUONG 2: THUC NGHIEM

2.1. NGUYEN LIEU, HOA CHAT, DUNG CU VA THIET BI
2.1.1. Nguyén liéu, héa chat

Clc van tho Tagetes erecta L. dugc trdng tai Nam Binh. Hoa duoc thu hai vao
thang 12 nam trude dén thang 5 cua nim ké tiép, bao quan trong cac diéu kién thich hop.
CVT tuoi dugc tach cudng, dai hoa va nhuy, thu lay phan canh hoa mau vang cam. Mau
hoa dugc giam dinh thuc vat béi Tién st Nguyén Quéc Binh, Vién Han 1am Khoa hoc
va Coéng nghé Viét Nam.

Cac loai hoa chat sir dung trong nghién ctu c6 nguon gbc tir Mi, Chau Au va
Trung Qudc. Ngoai ra, nghién ciru con sir dung céac loai hda chat cong nghiép c6 ngudn
gdc tir Trung Quéc va Viét Nam. Danh muc nguyén vat liéu, hoa chit duoc trinh bay &
bang 2.1.

Bing 2.1. Danh muc nguyén vit liéu, héa chat sir dung trong luén an

Nguyén vat liéu, hoa A , ,
STT , Thoéng so ky thuat Xuat xw
chat
1 | HoaCVT tuoi Hoa tuwoi mau vang cam, Nam Dinh
khdng dap nat Viét Nam

2 | Axit citric Do tinh khiét 99 % Sigma Aldrich
3 | Axit citric Dang khan Trung Quoc
4 | KOH Tinh khiét BioExtra
5 | KOH Ham luong KOH > 90 % Han Quéc
6 | NaOH Do tinh khiét > 98 % BioExtra
7 | Etanol Do tinh khiét > 99,7 % Merk
8 | Etanol thyc pham Ham luong etanol > 96 % Viét Nam
9 | Axetonitril Do tinh khict > 99 % Merk
10 Metanol b6 tinh khlét >99,7% Merk
11 | Etyl axetat Do tinh khiét > 99 % Merk
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Nguyén vat li¢u, hoa

STT it Thoéng sb ky thuat Xuit xi
12 | n-Hexan Do tinh khiét > 99,5 % Merk
13 | Axeton Do tinh khiét > 99,5 % Merk
14 | chat chuin lutein Tinh khiét phan tich > 98 % Sigma Aldrich
15 | Chéat chuin zeaxanthin | Tinh khiét phan tich > 95 % Sigma Aldrich
16 | Bg séc ky ban mong Phu 1 16p silica gel 60 Sigma Aldrich
17 | Dung méi HPLC Tinh khiét HPLC Merk
18 | silica gel Mesh 230- 400 (40 — 63 pm) Merk

Bo phu ting va cot sic | Pat tiéu chuan ky thuat cia|  Agilent— Mi

19 | ky HPLC thay thé nha san xuat
20 | Nuge cat Tinh khiét PTNTP CNLHD
21 | Nuéc sach bat d¢ sach theo TCVN Viét Nam
22 | Tween 80 Tinh khiét Trung Quoc
23 | Span 60 Tinh khiét Trung Quoc
24 | cac héa chit khac Tinh khiét Puc, Trung Qudc

2.1.2. Dung cu va thiét bi

Danh muc dung cy, thiét b sir dung trong luan an dwoc trinh bay ¢ bang 2.2.

Bang 2.2. Danh muc dung cu, thiét bi sir dung trong luin 4n

STT Dung cu, thiét bi Thong so ki thuat chinh Xuat xir
) Vat liéu thay tinh
1 | Cotchiet ) buc
buong kinh cot tir 15 mm dén 50 mm.
2 | Nhiét ké Khoang do dén 200 °C Trung Quéc
3 | Bom chéan khong P chan khong dén 10 mmHg bic
. Ta sdy chan khdng | Dung tich Iong 55 L, nhiét do lam .y
: trc
Vacucell viéc +5 dén 200 °C
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STT Dung cu, thiét bi Thong s6 ki thuat chinh Xuit xi
Thé tich: 53 L
Nhiét ¢o max: 300 °C
. __ | Bo diéu khién vai thiét b cai dat hen
Tu say quat gio
S gio tr 00 — 99 gio buc
BINDER ‘ ,
biéu chinh toc @6 quat tai nhiét, chuc
nang cai dat thoi gian cho va tri hoén
thoi gian gia nhiét.
s | Mav nghia a lic SHBO SB 100, di¢n ap 220V, cong T oué
ay nghien nguyén liéu , rung Quoc
Y JHyEn e suat 670W. :
Model: Agilent 1200
. Thiét bi sic ky long | Cot C18- pha dao o
B 1
HPLC Nhiét do lam viéc dén 50 °C
Detectorr: DAD
8 | May do UV-Vis Agilent | Budc séng 200 -800 nm Mi
Model: ACQUITY UPLC H-
) Class/Xevo TQ MS
9 | Thiétbi do LC — MS/MS Mi
Cot pha dao ACQUITY UPLC C18
BEH 130A, 1,7 um, 2,1x100 mm
10 | My siéu &m Elmasonic S buc
11 | May ddng hoa D-160/10 Trung Quéc
May khuiy ti, c6 gia| ,
12 ) Gia nhiét tir 0-400 °C Trung Quoc
nhiét
13 | May c0 quay chan khong | Hang Buchi buc
y Hé thiét bi c6 khudy qui | Dung tich 500 L, 50 L PTNTD
mo pilot Vat liéu SUS 304 CNLHD
¥ Viét Nam,
15 | Céc thiét bi khac - .
Trung Quéc
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2.2. PHUONG PHAP THU'C NGHIEM
2.2.1. So' ché - bio quan nguyén liéu

So d6 md ta qua trinh so ché - bao quan nguyén liéu dugc dua ra trén hinh 2.1.

1000 g Canh hoa tuoi

Say & cac diéu kién:

* Bong ram: 33 °C, 6 dén 72 gio

* Tii sdy: 35 °C dén 60 °C, 12 dén 48 gio

* Chdn khong: ap suat 400 mmHg, 35 °C dén 60 °C, 12 dén 20 gio

Canh hoa CVT kho

Nghién

Bt hoa CVT kho

Xac dinh ham luong lutein téng s6 trong bot hoa CVT kho

Hinh 2.1. So d6 lwa chon phwong phap so ché canh hoa CVT twoi.

CVT tuoi dugc tach cudng, dai hoa va nhuy thu lay canh hoa mau vang cam. Hoa
tuoi dugc siy dén vira khd gion. Ché do siy thich hop (nhiét do, thoi gian) duoc xac
dinh bang phuong phap quy hoach thuc nghiém ting phan, cu thé:

Khoi lugng CVT tuoi & mdi thi nghiém 1a 1000 g.

Phoi mau trong bong ram: Nhiét do trung binh trong thoi gian phoi 1a 33 °C.

Sdy bang tii sdy: Tién hanh khao st anh huong caa nhiét do sy (tir 35 °C dén 60
°C) va thoi gian sdy (12 gio dén 48 gio).

Sdy ¢ diéu kién chan khong: Ap suat chan khong trong qué trinh siy duogc ¢b dinh
& 400 mmHg. Tién hanh khao sat anh huong caa nhiét do say (tir 35 °C dén 60 °C) va
thoi gian sy (12 gio dén 20 gio).

CVT tuoi sau khi sy duoc nghién thanh bot min (kich thuéc 0,2 — 0,5 mm), giir
trong bao bi kin, trdnh anh sang, bao quan ¢ -10 °C

Xac dinh ham luong lutein tong caa tirng mau bot CVT khé thu dugc sau khi say
(theo muc 2.2.2), tir d6 xac dinh dugc ché d6 say CVT tuoi.
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2.2.2. X4c dinh ham lwong lutein tong trong bdt hoa Ciic van tho [29, 142]

Can chinh xac G (g) mau phan tich (khoang 1g) cho vao binh tam giac, thém 20
ml etyl axetat, van nat kin. Ngdm mau & nhiét do phong, tranh anh sang, thoi gian
khoang 24 gio, sau d6 loc lay dich. Lap lai qué trinh trén thém 5 Ian vai phan ba cho
dén khi dich chiét nhan duoc khdng cd mau. Gop céc dich chiét lai dem di xac dinh ham
lwong lutein tong bang phuong phap UV-Vis (muc 2.5.1).

2.2.3. Tién xir Iy nguyén li¢u hoa CUc van tho

Céc budc nghién ciru duoc tdm tit theo so dd hinh 2.2.

100 g Bot CVT kho

Dung dich tién xir ly

Ngam trong dung dich tién xir Iy
30 °C dén 70 °C, 1 gio dén 4 gio
« NaOH (0,1 M dén 0,6 M)
H,SO, (0,2 % dén 1 %)

* axit citric (0,2 % dén 1 %)

Loc, rua

Say

/ Nude rira

Bot CVT sau khi tién xur 1y

Ngam chiét 2 ldn bang dung méi etyl axetat, ty 1& bot CVT/dung moéi
= 1/10 (g/ml), 60 °C, 6 gio, 200 vong/phat dé xac dinh tac nhan va
diéu kién tien xu 1y toi uu

Hinh 2.2. So' d6 nghién ciru anh hwéng cia tién xir Iy bot CVT khd

Bot CVT khé thu duoc sau khi siy CVT tuoi ¢ diéu kién chan khéng lan luot
duoc tién xir Iy véi NaOH, axit sunfuric va axit citric. Ché d¢ tién xir ly (nhiét do, thoi
gian, nong do tac nhan) dugc xac dinh bang phwong phap quy hoach thyc nghiém ting
phan, cu thé: Tién hanh khao séat anh huong cua nhiét do (tir 30 °C dén 70 °C), va thoi
gian (1 gio dén 4 gid) ddi véi ca 3 tac nhan, tac nhan lan luot khao sat, nong d6 NaOH
(0,1 M dn 0,6 M), H2S04 (0,2 % dén 1 %), axit citric (0,2 % dén 1 %).
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Bot CVT (mue cvr) sau khi tién xir Iy duwoc ngam chiét 2 1an bang dung méi etyl
axetat v6i ty 16 bot CVT/dung méi = 1/10 (g/mL), tai 60 °C, toc do khudy 200 vong/phut
trong 6 gio.

Xac dinh khéi luong cao chiét (Meao chiét), ham lugng lutein tong trong cao chiét
bang phuong phap UV-Vis (muc 2.5.1), tinh toan hiéu suat chiét dé lwa chon dugc tac

nhan va cac diéu kién tién xu 1y t6t nhat. Hiéu suat chiét dwoc xac dinh nhu sau:

Mcao chise X ham luong lutein tdng trong cao chiét

Hiéu suat chiét lutein este = x 100, %

Mpose cvT X ham lwgng lutein tdng trong bt CVT

m
- - Lu cao Cfllet’\’ - X 100, 0/0
Mpse cyr X ham lwgng lutein tong trong bot CVT

Meao chiét; Kéi lugng cao chiét thu duoc, g
MLy cao chiét; Khdi Iuwgng lutein tong trong cao chiét, mg
Moot cvT: Khdi lwong CVT kho duoc chiét, gam

2.2.4. Chiét tach cao chiét giau lutein tir nguyén liéu canh hoa Ciic van tho

So db tién hanh thi nghiém duoc trinh bay & hinh 2.3.

Dung méi:
n-hexan, etyl axetat,

etanol, axeton, metanol,
diclometan

Bot ‘(‘VT kho sau khi
tien xu ly, 100 g

Chiét véi timg loai dung moi
e |
30 °C dén 60 °C; 2 gity dén 24 gidy
ty I¢ dung méi/nguyén liéu (tir 8/1 dén 18/1, mL/g)
toc do khudy (100 dén 300 vong/phit)
s6 1an chiét (1 dén 3 lan)

Hon hop chiét

Loc

Dich chiét ;
Ba chiét

Co6 quay

Dung méi
thu hoi

Cao chiét = Phan tich UV-Vis

Hinh 2.3. So d6 nghién ciru khio st Ira chon dung méi va cac diéu kién chiét
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100 g bot CVT khd sau khi tién xt 1y dugc chiét bang cac dung mai chiét khac
nhau dé thu cao chiét chira lutein este. Cac yéu t6 anh huéng téi hiéu qua chiét lutein
este duoc xac dinh bang phuong phap quy hoach thuc nghiém tung phan, cu thé: Tién
hanh khao sat anh huéng cua dung méi chiét (n-hexan, etyl axetat, etanol, axeton,
metanol), nhiét do chiét (tir 30 °C dén 60 °C), thoi gian chiét (2 gio dén 24 gio), ty 1é
dung méi (ml)/nguyén liéu (g) (tir 8/1 dén 18/1), s6 lan chiét (1 d&én 3 lan), tbc do khudy
(100 dén 300 vong/phut).

Xac dinh khéi lwong cao chiét, ham lwong lutein tong trong cao chiét bang
phuong phap UV-Vis (muc 2.5.1), tinh toan hiéu suat chiét nham lya chon dugc dung

mdi va diéu kién chiét lutein este tir bot CVT khd t6i wu nhét.
2.2.5. Lam giau cao chiét

So db tién hanh thi nghiém lam giau cao chiét duogc trinh bay ¢ hinh 2.4.

Etanol/nuoc

(9/1, 8/2,7/3, 6/4, 1/1, 4/6,
3/7,viv). 70 °C, 20 phat

Cao chiét phan tan trong
etanol/nudce

Chiét long-long

dung méi/dung dich cao chiét (7,5/1 dén 17,5/1, mL/g)
30 °C dén 60 °C

5 phat dén 20 phat

chiét 1 dén 2 lan

l Hon h(;p chiét ‘

Pha mude \

Pha dung méi

‘l Co quay

Dung mo1
thu hoi

Cao chiét giau

Phan tich UV-Vis
lutein este s~

Hinh 2.4. So 6 nghién ctru qué trinh 1am giau cao chiét

20 gam cao chiét dugc hoa tan vao dung mdi etanol 99,7 %, dun néng & 30-70
°C, cho tan hoan toan, thém ting phan nuéc cat vao dung dich. Sau khi thém nuéc cat,
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duy tri nhiét d6 70 °C trong 20 phut, tiép tuc khudy cho tan déu cao chiét. Giam nhiét
d6 cua hé tir tir vé& 60 °C duoc hé cao chiét phan tan trong dung méi etanol/nudc.

Thém dung méi it phan cuc (n-hexan/ etyl axetat) vao hé phan tan cao chiét trong
etanol/nuée. Tiép tuc khuay rodi dirng khudy, toan bo dung dich duoc rét [én phéu, cho
phén 16p trong 20 phat. Do ty trong va d6 phan cuc khac nhau xa nén qua trinh phan l6p
kha nhanh. Thu ldy 16p dich chiét phia trén chira lutein este. Pha nuéc phia dudi dugc
rét ra c6c khac. Lp dudi 1ap lai quy trinh chiét cho dén khi dung dich chiét hét mau.
Dich chiét dugc gom lai, cd quay chan khong. Cao chiét sau khi 1am giau duoc can va
do UV-Vis dé danh gia hiéu qua.

Cac yéu t6 anh huong t6i hiéu qua 1am giau cao chiét duoc xac dinh bang phuong
phap quy hoach thuc nghiém ting phan, cu thé: Tién hanh khao sét: ty 1& EtOH/H20
hoa tan cao chiét, ty Ié dung méi/dung dich cao chiét (7,5/1 dén 15/1, mL/g), nhiét do
chiét long long (tir 30 °C dén 60 °C), thoi gian chiét (5 phat dén 20 phut), s6 lan chiét (1
dén 2 1an), anh huong caa dung méi chiét (n-hexan, etyl axetat).

Hiéu suat qua trinh 1am giau duoc tinh bang cong thuc:

Mgqu X ham luwong lutein ténggqy

Hiéu suat 1am giau cao chiét = x 100, %

Meruse X ham lwong lutein tongruec

Muwsc: KN luong cao chiét trudc khi lam giau

Msau: Khéi lugng cao chiét sau khi 1am giau

ham luong lutein tonguwse: Ham luong lutein tong trong cao chiét trude khi lam giau.

ham luong lutein tongsa: Ham lwong lutein tong trong cao chiét sau khi 1am giau.
2.2.6. Thity phan cao chiét va tinh ché tinh thé lutein

So d6 tién hanh thi nghiém duoc trinh bay ¢ hinh 2.5.

Thi nghiém thuc hién nhu sau: Can chinh xac mdt luong cao chiét cho vao binh
cau ¢6 nham 50 mL. Thém vao ¢6 V mL dung dich KOH trong etanol 96°. Lap sinh han
hdi Iwu, dun néng va khudy déu hdn hop & 40 - 80 °C trong 20 - 120 pht (trong diéu
kién tranh anh sang).

Sau khi phan ung két thiic, thém nudc cat vao hdn hop dén thé tich gap doi, lac
déu. Loc, rira tinh thé lutein tao thanh bing nudc/etanol ty 1 4/6.

Hiéu suat thuy phan dugc tinh theo cong thuc:

Hiéu sudt thiy phan (%) = Siutein*100/Siutein este

Trong do:
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Siutein: 12 dién tich peak lutein tu do (dang trans va dang cis) trén sic ky do cua
mau sau khi thay phan (nhan biét peak lutein nhd mau lutein dbi ching; phan biét cac
peak trans- va cis-lutein dwa vao sy khac biét vé phd hap thu UV-Vis cua ching).

Siutein este: 12 tong dién tich tat ca cac peak thu duoc trén sic ky dod khi phan tich
mau oleoresin (tuc lutein este) c6 cling ndng d6 khdng thiy phan nhung ciing duoc chiét
va phén tich trong diéu kién gidng hét mau dem thuy phan.

Cao chiet giau
lutein este

Hoa tan

¥
Ngam trong dung
dich EtOH/KOH

| Can
! . 7
Loc, rira / khong tan
Dich long 1
hC:6 (l]:;]ay Dung moi
. chan khong A
| Tinh thé T
lutein tho
Nudrc cat Hoa tan ¢ 50°C
Dich long 2
- 40°C
Hon hop chira
tinh the
Loc, rira, 40°C Nude
] rua
Say chan khong 50°C, 8 h

Tinh thé lutein tinh
khiét (> 90%)

Hinh 2.5. So 6 nghién ciru thiiy phan cao chiét thé va tinh ché tinh thé lutein tir

cao chiét tho

Lutein duoc tinh ché bang phwong phéap két tinh lai theo quy trinh sau: lutein tho
duoc hoa tan trong etanol sau d6 bd sung H20 (ty 18 thé tich 1/1), ¢ nhiét d6 50 °C. Ha
nhiét d6 xuéng 40 °C dé tinh thé két tinh lai nhanh hon. Loc ndng thu l4y tinh thé va rira
nhiéu lan bang nudc néng. Tinh thé duoc say bang ta sdy chan khéng & nhiét ¢ 50 °C
trong 8h. San pham duoc Kiém tra ham luong lutein bang HPLC. Can va danh gia hiéu

qua tinh ché lutein.
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Hiéu suat tinh ché duoc tinh theo cong thic:

on Lo ar %z __ khéi lwong lutein da tinh ché x do tinh khiét lutein tinh ché
Hiéu suit tinh ché = g x 100%, %

khoi lwong lutein tho x d6 tinh khiét cia lutein tho

Qua trinh tong thé so ché, tién xir ly, chiét tach, tinh ché lutein tir hoa Clc van

tho dugc tom tat theo so d6 sau (hinh 2.6).

Nguyén li¢u hoa ctic

Dung moi chiét van tho tuoi

| So ché, sdy, nghién, bao quan
Bot hoa CVT kho
Tién xu ly
Bot hoa CVT khé sau khi tién xir 1y
Chiét

e - 4 LQC
Tai s dung Dich chiét

v

Ba chiét
di xu ly

Co dac, tach dung moi

Cao chiét

ung moi
thu hoi

Lam giau cao chict

Cao chiet da 1am giau

Hén hop ruou kiém Thity phan lutein este, két tinh lutein

Tinh thé lutein tho sau két tinh

Dung mbi thich hop ——|  Tinh ché

San pham lutein &
zeaxanthin dat tiéu
chuan Duoc dién

Dung méi

Thuong mai hoa 1
thu hoi

san pham

Hinh 2.6. So’ d6 so ché, tién xir 1y, chiét tach, tinh ché lutein
2.2.7. Piéu ché chat chuian lutein va zeaxanthin phan tich HPLC

Tién hanh thi nghiém diéu ché chat chuan lutein va zeaxanthin phan tich HPLC
dugc trinh bay & hinh 2.7.

Cac budc tién hanh nhu sau: 600 mg tinh thé lutein va zeaxanthin sach (tong ham
luong 96 % chra khoang 90 % lutein va 6 % zeaxanthin) dugc hoa tan trong dung maoi
etyl axetat (EtOAC), & 60 °C. Sau d6 c6 quay véi silica gel va chuyén hdn hop Ién cot
sac ky silica gel pha thuong, s dung dung mdi ria giai n-hexan/EtOAc/dietyl ete
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(40/10/20, v/vIv) thu dugc 25 phan doan. Trong d6 cac phan doan tir LZ5 dén LZ11
chtra nhiéu lutein dwgc gop chung. Phan doan LZ14 va LZ15 chira zeaxanthin cao hon
trong nguyén liéu dau gop chung lai. Phan doan LZ5-11 thu duoc tong 380 mg va LZ14-
15 thu duoc tong 60 mg

Phéan doan LZ5-11 tiép tuc duoc sac ky trén cot silica gel pha thuong, dung moi
rua giai n-hexan/EtOAc/ete (40/5/25, viviv), thu dugc phan doan Lu5.2 (290 mg). Dich
duge ¢6 dudi dung mai, thu duge 260 mg chit sach LuC cé ham lwong lutein > 95 %
dat yéu cau chat chuan HPLC.

Phén doan LZ14-15 tiép tuc duoc sic ky trén cot silica gel pha thudng, dung moi
ria giai n-hexan/EtOAc/ete (4/1/1, vIviv), thu dugc phan doan Z14.3 (15 mg). Tiép tuc
duogc sac ky véi dung mdi rira giai ACN/MeOH (9/1, v/v) trén cot sac ky pha dao C18,
sau d6 c6 dudi dung méi thu dugc 6 mg chat sach ZC c¢6 ham lugng zeaxanthin > 95 %
dat yéu cau chat chuan HPLC.

EtOAC: Etylacetat

Ete: Dietylete

ACN: Acetonitril

MeOH: Metanol

LuC: chit chudn lutein thanh phim
ZC: chit chudn zeaxanthin thanh
pham

Dung mbi rura gidi
n-hexan/EtOAC/Ete
(40/10/20)

600 mg tinh thé LZ
(90%Lu + 6% Ze)

.‘
Cot sac ky
silicagel

LZ14 I |

380 mg LZ5-11

Dung méi rua giai

s

60 mg LZ14-15

|

Dung mdi rua giai
n-hexan/EtOAC/Ete

{
C6t sdc ky

n-hexan/EtOAC/Ete
(viv: 40/5/25)

(viv: 4/1/1)

Cot sic ky C6 quay silicagel
) silicagel Dung moi ™ =
4 N Coquay —— ] thu hoi [SmgZ143 D i i
ung moi ; ung moi rira giai
thu héi - ACN/MeOH

¥

290 mg LuS.2 (viv: 9/1)

Cit sic ky pha
: a0 C18
Dung méi | L
axeton
Dich hoa tan
Co quay
N Coquay
Dung moi X Dung moi_—
thu hdi ; thu hoi \

260 mg LuC
(ham hrong 95%)

6mg ZC
(ham heong 95%)

Hinh 2.7. So' 6 nghién ciru phan lap diéu ché chit chuén lutein va zeaxanthin
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2.2.8. Xac dinh diéu kién bao quén va d 6n dinh caa lutein
2.2.8.1. Xdc dinh diéu kién bdo qudn lutein

Lutein sau khi tinh ché duoc bao kin, dit trong méi truong chan khdng va bao
quan bang cac phuong phap khac nhau nhu: bao quan dudi &nh sang tu nhién; tranh anh
sang & nhiét do moi trudng; tranh anh sang ¢ -10 "C. Dinh lugng lutein theo thoi gian
dé xac dinh diéu kién bao quan tét nhat.
2.2.8.2. Xdc dinh dp on dinh ciia lutein

Lutein sau khi tinh ché dugc bao kin, dit trong méi treong chan khdng, tranh énh
sang va bao quan & cac nhiét do khac nhau nhu: -10 °C, 0 °C, nhiét 0 moi truong 25-30

"C. Trich mAu theo thoi gian dé dinh lugng lutein bang phuong phap HPLC.
2.2.9. Thu hdi va tai sir dung cic ngudn thai trong qua trinh chiét tich lutein

2.2.9.1. Thu hoi va tdi sir dung tdc nhén tién xiv |y

Bot hoa ctc van tho

L

Tién xur 1y véi axit citric 0,6 %:

2 gio; 50 °C

ﬂ

—Loc chuyén dich loc sang bon chira

B0 sung axit ‘

Tai st dung 4 1an

( | l
J

Thu hodi dich axit | ' Say bot hoa

Hinh 2.8. So @6 nghién ctru thu hdi va tii sir dung tac nhan tién xir ly

Dung dich thai ra sau qua trinh tién xt 1y duoc thu hoi; dé lang qua dém (hodc
sau 4-8 gio); hat dich sang thiét bi chua; kiém tra nong do axit citric theo phwong phap
chuan d6 thé tich. Sau d6, duoc bd sung thém axit citric vira du dé tai sir dung trong qué
trinh tién xu ly tiép theo.
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Sau khi tai st dung dich 1an nhiéu tap hitu co, bién mau nén duoc bd sung NaOH
dé dua pH vé 7 truée khi chuyén qua 1am nude tudi qua trinh ché tao phan bén hoic ria

khu vuc ché tao phan boén.
2.2.9.2. Tdi sir dung ba chiét CVT lam phén bén

B4 thai bot CVT (gom xenlulo, hemixenlulo, lignin, protein, chat béo, ...) sau khi
loai bo hoan toan dung mdi bing phuong phap siy dugc tron déu vai céc loai phan
chudng, phan 1an hoic super 1an, NPK, ... véi ty 1&: 7 kg bd bot CVT/3 kg phan
chudng/300 g phan lan.

Hoa ché pham khang nam Trichoderma (ty 1& 1g ché pham/kg nguyén liéu) véi
nuéc tao dung dich lodng va phun déu. Qua trinh phun cé thé két hop trong luc dao tron
nguyén ligu.

Phun nudc déu 1én phan dé tao d6 am khoang 50-55 %. C6 thé dung nudc xa qué
trinh tién xir Iy bot hoa CVT hodc nude ria tinh thé giai doan két tinh dé tuéi. Sau do,
dao tron déu, dung bat nylon mau téi (xanh dam, den) day kin.

Str dung két hop avoT1 véi avoAdd cua Phong Thi nghiém trong diém céng nghé
loc, héa dau lam ting tdc do phan hay chat hiru co va ting hiéu qua khir mui trong qué
trinh xt ly ba thai bot hoa CVT.

Dung dich avoT1 duoc pha ché bang cach hoa tan 100 mL ché pham avoT1 véi
4 L nudéc sinh hoat dat tiéu chuan, han st dung dung dich avoT1 khong qua 2 ngay.
Tuong tu Vi ché pham avoAdd, 100 mL ché pham avoAdd dugc hoa tan trong 4 L nudc
sinh hoat dat tiéu chuan, han str dung dung dich avoAdd khong qué 3 ngay. Hon hop
gom 100 mL avoAdd két hop véi 100 mL avoT1 c6 thé xir Iy duoc 0,5 m®ba thai bot hoa.

Phun dung dich ché pham vao khéi ba thai bot hoa can xur Iy két hop dao tron,
sau d6 dung tdm bat phu kin. Sau mdi 4 ngay, mo tam phu, dao tron déu, bo sung lugng
nuéc can thiét bang cach phun tao am nham tao d6 4m twong duong d6 am tai thoi diém

bat dau xur ly roi day tam phu lai.

2.3. PHUONG PHAP NGHIEN CUU PQC TINH CAP VA PQC TiNH BAN
TRUONG DIEN CUA LUTEIN

2.3.1. Nghién citu ddc tinh cip LDso

Xéc dinh LDsp ctia thudc thir trén chudt nhit tring ching Swiss dudng udng bang

phuong phéap cua Litchfield — Wilcoxon, theo qui dinh caa Bo Y té Viét Nam va huéng
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dan cia To chac Y té thé gigi vé danh gia tinh an toan va hiéu lyc cua thudc
[143,144,145,146,147, 148].

Nghién ctru dugc tién hanh tai Hoc vién Quan Y va Bénh vién Quéan y 103.

Chu6t nhit tring ching Swiss gdm 50 con chia ngu nhién thanh 5 16, mdi 16 10
con. Trudc khi thi nghiém chudt nhin an 12 gid, cho udng nude binh thudng.

Sau 12 gid nhin an, cho chudt ubng thudc véi mire lidu 0,2 mL/10 g thé trong va
v6i cac lidu ting dan. Tim liéu cao nhit khong gy chét chudt, lidu thap nhat gay chét
100 % s chudt va céac liéu trung gian. Chudt duge udng thude cudng birc, thude thir

dugc dua thang vao da day chudt bang kim cong dau tu.

Liéu thyc nghiém duogc xac dinh bang cach ngoai suy liéu mau thir ding cho dong

vat thi nghiém theo quy dinh cua Bo Y té (bang 2.3).

Bang 2.3. Bang ngoai suy liéu twong dwong giira cac loai [145]

Loai ngoai suy
Chudt nhit tring | Chudt céng | Thé | Cho |Nguoi

Loai thuc nghiém

Chudt nhit tring 1 0,55 0,25 | 0,15 | 0,085

Chudt cong 1,82 1 0,45 | 0,27 | 0,15

Thé 4 2,20 1 | 060 | 0,34

Ché 6,67 3,67 1,67 | 1 | 057
Nguoi 11,76 6,47 294 | 1,76 | 1

Theo do, véi liéu bo sung 10 mg lutein va 2 mg zeaxanthin hang ngay dé giam nguy
co tién trién bénh thoai hoa diém vang [48, 49] thi liéu thuc nghiém tdi thiéu trén chuot
nhat tring va chudt cong dugc xac dinh lan luot 12 2,88 mg/ kg thé trong/ ngay va 1,68
mg/kg thé trong/ngay (gia st trong luong trung binh ciia nguoi trudng thanh 1a 50kg).

Theo ddi tinh trang chung (van dong, bai tiét...) va sb lugng chudt chét & mdi 16
trong 72 gio. Sau d6 tiép tuc theo ddi tinh trang chung cta chudt dén hét ngay thir 7 sau
khi ubng thudc thir 1an dau.

Tién hanh phiu tich quan st tinh trang cac tang ngay sau khi c¢6 chudt chét dé xac

dinh nguyén nhan gay ddc.
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2.3.2. Nghién ciru ddc tinh ban truong dién

Nghién ctru doc tinh ban trudng dién dugc thuc hién theo qui dinh cia Bo Y té
Viét Nam, huéng dan cua T6 chuc Y té thé giéi va hudng dan caia OECD (Organisation
for Economic Co-operation and Development) vé danh gi4 tinh an toan va hiéu hrc caa
thudc [143,144,145,146,147, 148].

Nghién ctru duogc tién hanh tai Hoc vién Quan Y va Bénh vién Quan y 103.

Chuot céng tréng duoc chia ngﬁu nhién thanh 3 16, mdi 16 10 con. Cac chudt dugc
cho ubng thude hodc nude cét lién tuc trong 90 ngay, thé tich cho udng 1a 10 mL/kg thé
trong/24 gio.

- L6 chitng sinh Iy: ubng nudc cit.

- L6 trj 1: udng thudc thir lidu 1,68 mg/kg thé trong/ngay

- L6 trj 2: udng thudc thir lidu 8,40 mg/kg thé trong/ngay (liéu gap 5 lan lidu 16 tri 1).

2.3.3. Cac chi tiéu danh gia

- Sinh ly - diroc Iy: theo dbi tinh trang chung, hoat dong, an uéng, can nang cua chudt.

- Huyét hoc: h6ng cau, hemoglobin, hematocrit, thé tich trung binh héng cau, bach
cau, tiéu cau.

- Sinh h6a: ndéng do men gan AST, ALT trong mau, creatinin méau, albumin huyét
tuong, cholesterol toan phan mau.

- Mo bénh hoc: vao ngay thtr 90, giét chudt, quan sat hinh anh dai thé gan, lach,
than. Kiém tra ngau nhién cAu trac vi thé gan, lach, than cua it nhét 30 % sb chudt & mdi
16. Cac xét nghiém vi thé duoc thyuc hién tai BO mon khoa Giai ph?lu bénh — Phép v,
bénh vién Quan y 103.

Thoi diém xét nghiém: 1dy mau xét nghiém cac chi s sinh hoa, huyét hoc, xac
dinh can ndng cua chudt tai 3 thoi diém: xuit phat diém, 45 ngay, sau 90 ngay uéng

thudc. Thoi gian theo ddi: 90 ngay.

2.4. CAC PHUONG PHAP BAO CHE NHU TUONG NANO LUTEIN
2.4.1. Phwong phap bao ché

So db tién hanh thi nghiém duoc trinh bay & hinh 2.9.
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Chat hoat dong beé
mat wa dau

Chét hoat dong bé
mat ura nuoc

» -

Pha dau (O) Pha nudc (W)

Pang héa 9.000 v/ph

Nhi tuong tho

Siéu am o 40 Hz

Pong hoa 10.000 v/ph

Hinh 2.9. So @ nghién ciru bao ché nhii twong nano lutein

Chuan bi pha dau: Hoa tan lutein, chat hoat ¢ong bé mat wa dau trong dau nanh,
dun néng dén 60 °C.

Chuan bi pha nudc: Hoa tan pectin, chat hoat dong bé mit ua nudc tan trong nudéc,
dun nong dén 70 °C.

Phéi hop hai pha, tac dong luc gay phan tan sir dung may dong hoa ¢ téc do khao
st dé tao thanh nhil twong thé dau/nude (D/N).

Bao ché nano bang cach siéu am ¢ tan s 40 Hz trong khoang thoi gian 3-15 phdt.
Pong nhit hoa kich thuéc nhil twong nano bing may dong héa D-160 & 10.000
vong/phut trong 2 phat ¢ 25 °C.

Bao quan trong lo thuy tinh téi mau, nip kin & nhiét &6 phong. Thai gian 1am viéc
va thoi gian nghi dé siéu am dwogc dat 1a 5's va 7 s dé chdng qué nhiét. Tuan hoan nudc

lanh qua bé chira gitip 6n dinh nhiét d6 mau tir 30 — 40 °C.
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2.4.2. Phuong phap danh gia

- Pdnh gid kich thwéc tiéu phan

San pham nhii trong nano duoc danh gia vé hinh dang va kich thudc tiéu phan trung
binh bang kinh hién vi dién tir Philips Tecnai 10 microscope va may NanoPlus HD.

- Pdnh gid dp on dinh

Bao quan khoang 20 ml nhii twong nano trong lo thuy tinh tdi mau, kin ¢ 25 °C.
Danh gia hinh dang va KTTP nhii tuong nano & cac thoi gian xac dinh bang cach quan
sét trén kinh hién vi dién tir. Xac dinh d6 6n dinh (DOD) la khoang thoi gian (ngay) khi

nhil twong nano di c6 sy thay doi vé kich thudc so véi thoi diém ban dau.
2.4.3. Phuong phap qui hoach thue nghiém va t6i wu héa

- Thiét ké thi nghiém: Sur dung phuong phap thiét ké theo mé hinh mat hop tir tai
tam v&i su trg gilp cua phan mém Modde [149] dé khao sét cac yéu td anh huong téi
kich thuéc nhii trong nano trung binh va do 6n dinh cia nhii twong bao gém: ham luong
tween 80, span 60, pectin voi cac muc khac nhau. Cac yéu té nay goi 1a bién doc lap
hay tham s6. Kich thudc nhii tuong nano trung binh va d6 6n dinh ciia nhil twong dugc
goi 1a bién phy thugc hay ham muc tiéu (Y1, Y2). Str dung phan mém thiét ké t6i uu
Modde dé thiét ké thi nghiém, phan mém dwa ra cac thi nghiém can tién hanh.

- T6i wu hoa: Sau khi ¢6 két qua lam thuc nghiém, sir dung phan mém Modde dé
phan tich anh huong cac bién doc lap dén ham muc tiéu bang viéc thiét 1ap phuong trinh
hoi quy bac 2 vé méi twong quan gitra ham muc tiéu va bién doc lap.

Ngoai ra, phan mém con dua ra du doan diéu kién tdi wu dé kich thudc nhil twong
nano trung binh nhé nhat (Y1 = min) va d6 6n dinh cua nhil twong cao nhat (Y2 = max).
Sau khi thu dugc diéu kién téi vu tir phan mém, 1am lai thi nghiém dé tham dinh két qua
ti uu
2.5. CAC PHUONG PHAP PHAN TiCH HAM LUQNG LUTEIN, ZEAXANTHIN
2.5.1. UV-Vis

Cac mau cao chiét dugc dinh lugng lutein bang phwong phap UV-Vis trén thiét
bi cua hang Agilent véi cac thong sb ki thuat va diéu kién van hanh sau:
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- Chuan bj miu: Cao chiét sau khi c6 quay loai bé hoan toan dung mai chiét, G (g)
pha mau trong V (mL) dung méi thich hop, nhu n-hexan hoac etanol. Sau d6 pha
lo&ng D lan.

- Ché d6 do Blank: dung méi pha mau dugc cho vao cuvet, do ché do Blank voi
mau tring la dung méi n-hexan.

- Ché @6 do mau: thay cuvet dung méi bang cuvet chira dung dich pha mau, do ¢
ché do quét budc song cuc dai tir 800 nm xudng 200 nm.

- Mau trude khi do dugc pha lodng 8,10 hozc 20 Ian tly thude do dam va d6 mau cua
chat pha miu sao cho do hip phu quang nam trong khoang 0,3 dén 0,8 13 téi wu.

Ham luong lutein trong mau do duoc tinh theo céng thic:

AxV xD
€xG

Ham lwong lutein (mg/g) =
A: d6 hap thu quang cua mau.
V: thé tich pha mau. mL
D: d¢ pha loang
€: hé s6 hap thu, dung méi n-hexan: 2500
G: khéi lwong miu pha: g
2.5.2. Sic ky léng
2.5.2.1. H¢ HPLC Agilent

Bang 2.4. Piéu kién sic ki phan tich lutein, zeaxanthin theo HPLC

Cot sac ky RP 18 (250 mm x 4,6 mm X 5 pm)
Nhiét do cot 30°C

Pha dong Axetonitrile/MeOH(9/1)
Detector UV-Vis DAD

Budc song (nm) 446

Tbc do dong (mL/phut) 0,5

Thé tich tiém (uL) 10

Nong d6 dung dich thir (mg/mL) Dinh lugng 0,2 hoac 0,1

Thiét bi sic ky long hiéu niang cao (HPLC) cuia hang Agilent 1 hé thiét bi phan
tich c6 san cua Phong Thi nghiém trong diém coéng nghé loc, hda dau. Luan &n st dung
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HPLC dé xé4c dinh cu thé sé lugng tap chat va tinh toan dua trén ty I& phan tram dién
tich va dya trén duong chuan.

CAac mau san pham duogc dinh luong lutein, zeaxanthin bang phwong phap HPLC
Vi cac thong sb ky thuat va diéu kién van hanh dugc trinh bay ¢ bang 2.4.

2.5.2.2. Phwong phdp dinh luwong lutein bang LC-MS/MS

- Thiét bi: hé théng ACQUITY UPLC H-Class/Xevo TQ MS cuia Waters, USA

- Phan mém: MassLynx phién ban 4.1

- Cot pha dao ACQUITY UPLC C18 BEH 130A, 1,7 um, 2,1x100 mm.

- Pha dong gom dung méi A: metanol + 0,1 % axit formic (FA); dung mdi B:
Axetonitrile + 0,1 % FA va dung méi C: nudc + 0,1 % FA.

- Qua trinh rira giai gradient duoc thuc hién nhu sau: 0-1,0 phut, 20 % A, 80 % B;
1-3 phut, 2 % A, 98 % B; 3-5 phdt, 20 % A, 80 % B. Nhiét do cot va mau dugc
dat tuong ung ¢ 35 °C va 28 °C. Thé tich tiém 13 5 pL.

Diéu kién MS duoc t6i wu hoa 1a: EST *

Qua nghién ctru khao sat da dua ra dugc cac diéu kién dé chuan bj mau phan tich
va dinh luong bang sic ky HPLC va LC-MS/MS dé kiém tra ham luong lutein va
zaxanthin nhu trén.

Quaé trinh phan tich HPLC thyc hién tai PTN Trong diém Loc hoa dau va kiém
nghiém theo tiéu chuan dugc dién M tai Trung tdm kiém nghiém, Vién thuc pham chirc
nang.

Cac mau cao chiét trong nghién ctru thiy phan cao chiét giau lutein dugc thyc hién
tai truong Pai hoc Nha Trang — Khanh Hoa bang thiét bji HPLC, c6t PR18 va hé dung
mo6i MeCN/MeOH/CH2Cl2/H20.

Qua trinh phén tich LC-MS/MS thuyc hién tai truong Dai hoc Hang hai Viét Nam.

2.5.3. Cac phwong phap phén tich khac

- Pinh tinh bang sdc ky lép méng: St dung TLC dé xac dinh s c6 mat cua lutein
va zeaxanthin c6 trong nguyén liéu, kiém tra vét trong qué trinh phan lap dé xac dinh
phan doan c6 chira hop chat nghién ciru va gip tim hé dung méi thich hop.

- Phuwrong phdp trong lwong: Phuong phap trong luong duoc sir dung so bo dé xac
dinh hop chat toan phan hay lwong san pham chiét duoc, xac dinh hop chat phan 1ap qua
d6 tinh duoc hiéu suat cua mdi qua trinh. Pay 1a phuong phap don gian, chu yéu duoc
sir dung dé danh gia hiéu suat chiét va phan lap.

Ham luong hop chét chiét dugc xac dinh theo cong thic:
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N
X% = ————— x 1009
%o (1 Ha) 00%

Trong do:
X: ham luong lutein toan phan trong mau
N: Khéi luong lutein toan phan chiét duoc
m: khéi lwong mau dem chiét

Ha: b6 am cua mau

- Sdic ky cét

Sic ky cot dugc dung dé tach, tinh ché lutein va zeaxanthin.

Pha tinh silica gel 60, c& hat 40 - 63 pum cia Merck hoac silica gel pha dao C18.
Pha dong la cac dung moi va hé dung méi thich hgp: n-hexan, etyl axetat, dietyl ete, ...

- Cgng hwéng tir hat nhan NMR

Do pho cong hudng tir hat nhat 1 chiéu (H* NMR va C-NMR., DEPT) va hai
chiéu (COSY, HMBC, HSQC) trong dung mdi CDCls, CD3OD tai Vién Hoéa hoc - Vién
Han Iam Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam.

- Phwong phdp nhgn dang lutein va zeaxanthin trong nguyén ligu

Doi twong nghién ctru 1a chat dd biét cau trac. Di liéu chuan dung dé nhan dang
chit nham cung cép thong tin hd so nhan dang chuin. Viéc nhan dang chit dya vao:

- So sanh phé cua chat phan tich véi phé chat chuan trong cung mot diéu kién.

- So sénh thdng tin pho, dir liéu hda ly, hang sé vat Iy cua chat vai tai lidu khoa hoc
hoic thong tin da cong bd. Tap hop cac dit liu chuan d6 c6 thé khang dinh hop chat 1a
dung ddi teong nghién cuu.

Céc phuong phap duoc st dung dé xay dung bo di liéu c¢d thé gom: Do diém chay,
do phd UV-Vis (trong dung méi), két qua HPLC, do pho cong huong tir hat nhan 1 chiéu
(H! NMR, 13C NMR, DEPT) va hai chiéu (COSY, HMBC, HSQC).

Qua qua trinh téng quan tai liéu va thuc té phan tich mau, khéng phai lac nao ciing
c6 thé phan tich day du hét dugc tat ca cac phuong phap nén can phuong phap xac dinh
nhanh dinh tinh va dinh lugng va phuong phéap phan tich chinh xac, dung lam phuong
phap kiém tra. Phuong phap UV-Vis thuc té khdng phan biét dugc lutein este,
zeaxanthin este va dang lutein, zeaxanthin tu do ma chi cho két qua lutein tong. Vi vay,
phuong phap do phd UV-Vis duoc lra chon dé xac dinh nhanh lutein tong.

Phuong phap HPLC, LC-MS/MS cho két qua chinh x4c hon vé ndng d6 cac chat
(lutein va zeaxanthin ty do) c6 trong mau nghién ctu. Tuy nhién thoi gian phan tich dai
hon va yéu cau vé thiét bj cao hon nén dugc ding véi san pham cudi hodc dé 1am phuong
phap trong tai kiém tra.
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CHUONG 3: KET QUA VA THAO LUAN

3.1. LUA CHON NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP SO CHE, BAO QUAN
3.1.1. Panh gia chit lwgng va lra chon nguyén li¢u

Ham luong lutein tong ciia nguyén licu CVT duoc trinh bay trong bang 3.1.

Bang 3.1. Ham lwong lutein tong ciia cac ngudn nguyén li¢u

Ham lwgng lutein
tong; mg/g CVT kho
CVT-VN1 | Bt CVT Viét Nam thu duoc bang phuwong 12,6
phap say trong ti siy c6 quat gid, thu hai tir
thang 3 dén thang 5
CVT- VN2 | Bot CVT Viét Nam thu duoc bang phuong 12,9
phap sdy trong ta siy chan khong, thu hai tir
thang 3 dén thang 5
CVT- VN3 | Bot CVT Viét Nam thu dugc bang phuong 13,6
phap say trong ta say chan khodng, thu héi
thang 11 dén thang 02

MAu Pic diém

Qua trinh nghién ctiu, khao sat danh gia vé nguyén liéu, chat luong nguyén liéu,
nhan thay:

Viét Nam c¢6 nhiéu ving trong CVT nhu & Ha Noi, Nam Dinh, Thai Binh, Hai
Phong, Hung Yén, Khanh Hoa, ... va nguyén liéu hoa CVT tuoi ciia Viét Nam c6 chat
luong kha tét. Chat luong va san lwong hoa CVT phu thudc vao thoi diém thu hai. CVT—
VN1 (12,6 mg lutein/g CVT khd) va CVT-VN2 (12,9 mg lutein/g CVT khd) dugc thu
hai vao mua heé (tir thang 3 dén thang 5) c6 chat luong khéng cao biang CVT-VN3 (13,6
mg lutein/g CVT khé) duoc thu hai vao mia dong xuan (tir thang 11 dén thang 2) do
cdy CVT c6 thé cho hoa lién tuc tir mia dong cho dén mua hé, hoa nd ruc r& nhat vao
mua xuan va lutein este trong canh hoa CVT bi phan hay mét phan duéi nhiét do cao
cua mua he.

Dé tai luan an bat dau thyc nghiém tir thang 5 nim 2017, CVT-VN1 va CVT-VN2
dugc dung trong cac nghién ctiru tim diéu kién tdi wu cua qué trinh chiét, tach, tinh ché
lutein. CAc nghién ctru danh gia diéu kién téi uu can lugng nguyén liéu 16n hon, st dung
CVT-VNS.
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3.1.2. Phoi miu trong béng ram

D6 4m va ham luong lutein tong caa CVT khd sau khi phoi mau trong béng ram
duoc trinh bay ¢ bang 3.2, hinh 3.1.

Bang 3.2. Két qua khio sat anh hwéng ciia thoi gian phoi miu trong béng ram

dén chit lrgng CVT
Theoi gian, gio' | Mcvr i, § | MevTkne, § | P Am, % | Ham lwgng lutein tong,
mg/g CVT khd
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
MevT woi: Khdi lwgng CVT tuoi, g
MevT kho: Khoi lugng CVT kho thu dugc sau khi say, g
60 -
56.4 = Ham luong lutein tong, mg/g CVT kho
> Do Am, %
40 -
34.5
30 +
20 A 196 16.6 16.4
15.2
14.6
10 A 6 6.6 7.4 8.5 8.6 8.6 8.6
,m m 0 0 B N N
6 12 24 36 48 60 72

Thoi gian, gio
Hinh 3.1. Anh hwéng ciia thoi gian phoi méu trong bong ram dén chat lmong CVT

Két qua cho thay, sau khi sdy 36 gio, d6 4m cua mau dat 16,6 %, (ng véi ham
lwong lutein tong cia CVT sau sdy 1a 8,5 mg/g. PO 4m va ham lugng lutein téng cua
CVT thay doi khong dang ké khi ting thoi gian sy.
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3.1.3. S4y CVT twoi biang cac phwong phap khac

Két qua khao sat anh huong cua nhiét do sdy CVT twoi duoc trinh bay trong bang
3.3, hinh 3.2.

Biang 3.3. Két qua khio sat anh hwéng ciia nhiét d9 sy dén chit lwong CVT

Nhiét | m cvr Phuwong phap say
dd, | i, d T sdy cO quat gi6 biéu kién chan khong
© Mcvt | DO Ham luong Mcvt | DO Ham luong
kho, @ | Am, lutein tng, kho, @ | am, lutein tong,
% mg/g CVT khd % | mg/g CVT kho
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 50 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

(Piéu kién: tii sdy c6 quat gio, 24 gio; diéu kién chan khong, 16 gio)

20 ~

== Ham luong lutein tong, mg/g CVT kho (ti sy)
181 52 Ham lugng lutein tong, mg/g CVT kho (chan khong)
=®=Dj am, % (tu say)
al Do 4m, % (chan khong)
ol 12.5 12.6 12.9 127 13 12.7 12.9
11.6 _
121 10.6
10 85, 4
g | 76 .
° 5 4.9
4.7
4 -
2 1 .
0 . . : . 1R . .
35 40 45 50 55 60

Nhiét do, °C

Hinh 3.2. Anh huong ciia nhiét d say dén chat lwong CVT

Két qua cho thay:
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Ddi véi phuong phap sdy bang ta sdy co quat gio: Sau 24 gio, do am cia CVT
giam dan, ddng thoi ham luong lutein téng ting dan khi ting nhiét d6 sy tir 35 °C Ién
50 °C. Nhiét do say trén 50 °C, d6 am va ham luong lutein tong trong CVT sau siy thay
d6i khong dang ké. Do vay, dé tiét kiém niang luong, nhiét d6 siy CVT tuoi bang ta siy
dugc chon 1a 50 °C.

Déi voi phuong phap sy & diéu kién chan khdng: Sau 16 gio, d6 am cua CVT
giam, ham luong lutein tong tang khi ting nhiét d6 sy tir 35 1én 50 °C. Piéu nay la do,
sau 16 gid, say ¢ 50 °C, d6 am trong nguyén liéu da dat dén trang thai can bang, nuéc
trong mau khong bay hoi thém. CVT sau khi say ¢ 50 °C c¢6 d6 4am 1%, ham luong lutein
tong dat 12,9 mg/g CVT khé.

Do vay, dé tiét kiém nang luong, nhiét d6 siy CVT tuoi bang ta siy c6 quat gio va

& diéu kién chan khong déu dugc chon 1a 50 °C.

Két qua khao sat anh huong cua thoi gian sy CVT tuoi duoc trinh bay trong
bang 3.4, hinh 3.3.

Bing 3.4. Két qua khio sat anh hwong ciia thoi gian siy dén chét lwong CVT

Phuwong phap sfiy

Thei T say c6 quat gio T say ¢ diéu kién chan khong
gian, | Mcevt | meyr | DO Ham luong mevr | Do Ham luong

gior | twoi 0 | e, g | am, lutein tong, ke, g | am, lutein tong,

% mg/g CVT khd % | mg/g CVT kho

12 1 1000 | 150 | 154 10,4 146 | 145 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 11000 | 133 | 50 12,6 - - -

36 | 1000 | 132 | 49 12,6 - - -

48 11000 | 131 | 4,9 12,0 - - -

(Piéu kién: 50 °C)
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= Ham luong lutein tong, mg/g CVT kho (ti sdy)
Ham luong lutein tong, mg/g CVT khé (chan khong)
=0=Pj am, % (ti sdy)
18 D6 am, % (chan khong)
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Thoit gian, gio
Hinh 3.3. Anh hwéng ciaa thai gian siy dén chat lwong CVT
Két qua cho thay:

Déi voi phuong phéap sy bang ti sdy ¢6 quat gio: Sau 24 gid, do am dat dén gia
tri khong doi 5,0 %, ham lugng lutein tong dat gié tri 12,6 mg/g CVT kho.

Dbi voi phuong phéap sdy ¢ diéu kién chan khdng: khéi luong mau giam dan, ham
luong lutein tong tang dan khi tang thoi gian sdy tir 0 dén 16 gio. Khéi lwong mau khong

giam khi kéo dai thoi gian sdy hon 16 gio 13 do lwong nudc trong mau gan nhu khong con.

Nhu vay, siy CVT tuoi trong diéu kién chan khong thu duge CVT kho c6 6 am
rat thap (1 %), that thoat lutein trong mau thap (ham lwong lutein tong trong CVT khd
cao hon so véi 2 phuong phap sdy bang ning luong mat troi va ta say co quat gio), thoi
gian say ngan. Piéu nay duoc giai thich 1a do sy chénh léch ap suat hoi nudce trén bé mat
CVT tuoi va mdi trudng xung quanh. Khi &p suat trén bé mat CVT twoi (P1) 16n hon ap
Suat cia moi truong tac nhan siy (P2), nudc trong CVT s& thoat ra méi trudng xung
quanh. Do d6, ¢ diéu kién chan khong, ap suat P2 giam, nuéc boc hoi & nhiét d6 sy (50

°C) nén toc do siy sé tang 1én va lutein tong trong CVT it bi ton that.
Vay, phuong phép sdy CVT tuoi dugce xac dinh nhu sau:

- Say CVT tuoi ¢ diéu kién chan khdng trong 16 gio & 50 °C dé ham luong lutein
tong trong CVT kho dat gia tri cao nhat 1a 12,9 mg/g CVT kh.
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- Khi ¢ qui mé 16n, lugng hoa CVT st dung nhiéu sé& sir dung phuong phap siy
bang tu sdy c6 quat gio trong 24 gio & 50 °C. Phuong phap nay cho hiéu qua sy cao,
gan bang phuong phép sy trong chan khdng va co thé dap tng dugc luong hoa Ién ma

phuong phap sy trong diéu kién chan khong khéng dap tmng duoc.
3.2. CHIET TACH VA TINH CHE LUTEIN VA ZEAXANTHIN DAT TIEU CHUAN
DUQC PIEN
3.2.1. Tién xir Iy nguyén li¢u bt hoa Ciic van the kho
3.2.1.1. Anh hwéng ciia nong dp tic nhén

Két qua khao sat anh huong ciia ndng do cac tac nhan dén qué trinh tién xir ly bot
CVT kho dugc trinh bay trong bang 3.5.

Bang 3.5. Két qua khio sat znh hwéng ciia nong dé tac nhan téi qua trinh xir Iy bot
CVT khod

T&c nhan tién xir ly

NaOH H2SO4 AXit citric

Né\)ng MLy cao H|éu Né\)ng MLu cao H|éu Né\)ng MLu cao H|éu
do, | cniét, mg suat do, | chiét, Mg sut do, | chiét, mg Suat
M chiét, % | % chiét, % | % chiét, %

01 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

(Piéu kién: 100 g bgt CVT khé, 12,9 mg lutein/g; NaOH 50 °C, axit citric 50 °C,
H2S04 40 °C)

Thue nghiém cho thay:

Véi tac nhan NaOH: ding NaOH c¢6 ndng d6 > 0,6 M, mau bi dong banh, kho

khuay tron, hiéu suit thu hi lutein trong mau giam. Diéu nay duoc giai thich Ia do lignin

59



trong hoa CVT téch ra khoi xenlulo, phan hay tao thanh trang théi déo, long dinh, dong
thoi lutein este trong mau bi thay phan giai phong lutein ty do. Khéi luong lutein trong
cao chiét dat gia trj Ion nhat & mau xir Iy bang NaOH 0,3 M dén 0,5 M.

Vi tac nhan H,SO4: khi ting ndng do axit, hiéu suat chiét lutein este ting dan, tuy
nhién mixc d6 tang nay khong nhiéu trong khoang nong d6 H2S040.4 dén 1 %.

Véi tac nhan axit citric: hiéu suat chiét lutein este tang khi ting ndng do axit citric
tir 0,2 18n 0,6 %. MAau xtr ly véi axit citric 0,6 % chiét duoc 1199 mg lutein tong, tng

véi hiéu suat chiét lutein este dat 92,95 % Ia muc gia trj cao.

Do vay, dé st dung hoa chat hiéu qua, dung dich NaOH 0,3 M, H2S040,4 %, axit
citric 0,6 % duoc chon dé thuc hién cac khao sét tiép theo.

3.2.1.2. Anh hwéng ciia nhigt dé

Két qua khao sat anh huong cia nhiét d6 dén qua trinh tién xir Iy bot CVT khd
bang céc tac nhan khéac nhau dugc trinh bay trong bang 3.6, hinh 3.4.

Bang 3.6. Két qua khao sat anh huéng ciia nhiét d téi qua trinh tién xir 1y bot

CVT kho
Nhigt Téac nhan tién xir ly

do, NaOH H>SO4 AXxit citric
c MLy caochiét, | HiGU SUAt | MLucaocniét, | HiU SUAL | Miucaochiét, | Hiéu suat

mg chiét, % mg chiét, % mg chiét, %
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

(Piéu kién: 100 g bot CVT kho, 12,9 mg lutein /g; 2 gio; NaOH 0,3 M, axit citric 0,6
%, H2S040,4 %)
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Hinh 3.4. Anh huéng ciia nhiét do téi qua trinh tién xir Iy bot CVT kho
Két qua cho thay:

Véi tac nhan NaOH: khéi lwong lutein tong trong cao chiét thu dugc ting khi nhiét
do xtr 1y tang va giam khi nhiét do tang 1én trén 50 °C. Trong qué trinh thyc nghiém,
nhiét d6 trén 60 °C, bot CVT bi dong banh, chuyén mau, khé khudy tron. Pidu nay dugc
giai thich la do lignin trong hoa CVT tach ra khoi xenlulo va phan huy tao thanh trang
thai déo va long dinh. Ngoai ra. khi nhiét do tang, hidu suat chiét lutein este giam la do
NaOH di thuy phan xenlulo, mang té bao gitip ting kha ning chiét tach nhung dong
thoi NaOH ciing thuy phan lutein este trong mau giai phong lutein ty do nén khéi luong

lutein tong thu duoc trong cao chiét giam.

Vi tac nhan H,SO4: hiéu suét chiét lutein este tang khi ting nhiét do tir 30 °C I1én
40 °C.

Véi tac nhan axit citric: khéi lugng lutein tong chiét duoc tang 1én khi ting nhiét
d6 xtr Iy mau tir 30 1én 50 °C. O 50 °C, khdi luong lutein tong chiét dugc 1a 1199 mg,

rng Véi hiéu suat 92,95 %, 1a mirc gia tri khé cao.

Vi ca 3 tac nhan, khi xir ly ¢ nhiét do cao (NaOH, axit citric trén 50 °C, H2SO4
trén 40 °C), khéi luong lutein tong thu dugc trong cao chiét déu giam. Piéu nay duoc
giai thich 1a do lutein este chtra lién két polyen nén dé bi oxi hoa, kém bén nhiét, bi phan
haty ¢ nhiét do cao. Vi vay, nhiét do tién xir Iy bot CVT khd bang NaOH, axit citric dugc
chon 142 50 °C, bang H2SO4 dugc chon 1a 40 °C.
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3.2.1.3. Anh huéng ciia thoi gian

Két qua khao sat anh huong cua thoi gian téi qua trinh tién xu Iy bot CVT bing cac

tac nhan khac nhau dugc trinh bay trong bang 3.7, hinh 3.5.

Bang 3.7. Két qua khao sat anh hwéng cha thoi gian téi qua trinh xir Iy bot CVT

Hinh 3.5. Anh hwéng cia thoi gian téi qua trinh xir Iy bot CVT

Két qua cho thay:

Hiéu suat chiét lutein este ting khi thoi gian tién xu Iy bang NaOH tang tir 1 gid

3

Thoi gian, gio

Téac nhan tién xir ly
Thoi NaOH H,SO.4 Axit Citric
gian, - — 7 - — z : — z
MLy cao chiét, | HI€U suat | Miyycaochiét, | HIEU SUat | Miucaochiét, | HIEU suat
glo mg chiét, % mg chiét, % mg chiét, %
1 1068 82,8 947 73,4 1040 80,6
g 1130 876 1070 829 1199 92,95
3 1190 845 1072 831 1200 93,0
4 1012 78,4 1042 80,8 1079 83,6
(Biéu kién: 100 g bgt CVT kho, 12,9 mg lutein /g; NaOH 0,3 M; 50 °C, H2SO4
0,4 %; 40 °C, axit citric 0,6 %; 50 °C)
95
92.95 93 NaOH
H2S04
N
« Axit citric
5 87.6
S 8 82.8 84.5 gic
3 )
2 50 806 82.9 83.1 20.8
_@. 78.4
s
75
73.4
70

1&n 2 gio. Diéu nay co thé giai thich 1a xt Iy thoi gian cang dai voi NaOH, thanh té bao

va xenlulo bi ph& v& cang nhiéu, tao diéu kién thuan lgi cho qué trinh chiét lutein este

62




nhung ciing lam ting lwgng lutein este bi thuy phan. Khi thoi gian xir Iy mau trén 2 gio
thi khéi lwong cao chiét ting nhung ham luong lutein tong trong cao chiét giam manh
dan dén hiéu suat chiét lutein este giam.

Hiéu suat chiét lutein este ting khi tang thoi gian tién xt ly tir 1 gio 1én 2 gior ddi véi ca
hai tic nhan H2SO;4 va axit citric tang. Sau 2 gid tién xu 1y, khdi Iugng lutein tong trong cao
chiét thu duoc véi tac nhan H2S041a 1070 mg, tng véi hidu suét chiét lutein este 82,9 %; véi
tac axit citric 12 1199 mg, tng véi hiéu suat 92,95 %.

Thoi gian tién xu 1y ting 1én 3 gid, hiéu suit chiét lutein este ting 1én khong déng

ké. Do vay, thoi gian tién xir ly bot CVT kho d6i vai ca 3 tac nhan déu duoc chon 12 2 gio.
3.2.1.4. Lwa chon phwong phdp tién xir Iy

Két qua khao sat anh hudng ciia cac tic nhan tién xtr 1y t6i qua trinh chiét lutein
este tir bot CVT kho duoc trinh bay trong bang 3.8.
Bang 3.8. Két qua khio sat anh hwéng ciia tic nhan tién xir Iy t6i qua trinh chiét
lutein este tir bt CVT

MiL Sé Ian chide | MU ceoenidy Hiéu suat chiét,
mg %
1 590 45,74
2 902 69,92
CVT1 khdng tién xu ly 3 1080 83,72
4 1191 92,33
5 1230 95,35
CVT1 xtr ly véi NaOH 0,3 M 2 1130 87,60
CVTL1 xur ly véi H2S04 0,4 % 2 1070 82,95
CVTL1 xur ly vaéi axit citric 0,6 % 2 1199 92,95

(Piéu kién qua trinh chiét: 100 g bgt CVT khd, 12,9 mg lutein /g; dung méi/nguyén ligu: 10/1,
mL/g; 6 gio; 60 °C; tac dg khudy 200 vong/phut)

Két qua cho thay, bot CVT sau khi duoc tién xir Iy déu cho hiéu qua chiét cao hon
véi s6 1an chiét it hon so voi bot CVT chua xir ly, tt nhat 1a tién xir Iy bang axit citric.
Cu thé, bot CVT duoc tién xir Iy bang axit citric, sau d6 chiét 2 1an cho hiéu qua chiét
lutein este (hiéu suat 92,95 %) twong duong voi bot CVT chua duoc xt 1y chiét 4 1an
(hiéu suat 92,33 %).
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Axit citric ¢6 tinh an toan cao, thuong dugc sir dung trong cong nghiép thue pham,
lwong axit citric du thira trong co thé dé dang trao doi va bai tiét ra ngoai. Vi nhirng 1i
do trén, axit citric 0,6 % dugc chon dé tién xir Iy bot CVT tai 50 °C, thoi gian xir ly 2
gio, ty 1€ nguyén liéu/tac nhan la 1/10 g/mL.

3.2.2. Chiét tach cao chiét giau lutein este tir nguyén liéu hoa CUc van tho
3.2.2.1. Xdc dinh dung maoi chiét
Két qua nghién ctru xac dinh dung méi chiét duoc trinh bay trong bang 3.9, hinh 3.6.

Bang 3.9. Két qua chiét bot CVT véi dung mai chiét khac nhau

Dung méi | Meaochiét, | Ham lwong lutein tong | Miucaochiét, | Hiéu suat chiét,
g trong cao chiét, mg/g mg %
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

(Piéu kién: 100 g bot CVT, 12,9 mg lutein/g; ty Ié dung mdi/nguyén lieu = 10/1,
mL/g; téc dg khudy 200 vong/phut; 6 gio; 60 °C; chiét 2 lan)

mmmm K h6i lwong cao chiét, g

30 = Ham lugng lutein tdng trong cao chiét, mg/g

- 120
98
0276 222 186
20 6 L go
115 12.9 58[11
10 I I L 40
0 0

n-Hexan Etyl axetat Etanol Metanol ~ Axeton

Hinh 3.6. Anh huéng ciia dung méi dén hiéu suit chiét
Két qua chi ra rang, chiét biang etanol va axeton thu duoc khdi luong cao chiét
kha cao lan luot 14 22,2 g va 18,6 g nhung ham luong lutein tong trong cao chiét thap.
Piéu nay duoc giai thich do etanol va axeton la cac dung mdi phan cuc nén kha ning
chiét chon loc lutein este cua cac dung mdi phan cuc nay kém, lugng chét duoc chiét co
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thé hoa tan 16n hon, khéi luong cao chiét 16n nhung lutein este 1a chat it phan cuc nén
ham luong lutein este trong cao chiét thap.

Chiét bot CVT bang n-hexan va etyl axetat cho khéi luong lutein tong trong cao
chiét 1an luot 12 1127 va 1199 mg, &ng véi hiéu suat chiét 87,36 va 92,95 %. Trong do,
kha ning chiét cua etyl axetat tot hon so v6i n-hexan, diéu nay la do n-hexan va etyl
axetat 1a cac dung méi chiét kém phan cuc va su tham nhap cua etyl axetat vao trong
nguyén liéu tét hon n-hexan, &i luc véi lutein este cua etyl axetat manh hon, etyl axetat
va lutein este déu chira lién két — COO — nén kha ning hoa tan lutein este trong etyl
axetat cao hon n-hexan, su chuyén dong tu do cua cac phan tir lutein este theo chiéu
huéng tao can bang ndng d6 chat tan trong dich chiét xay ra nhanh hon. Vi li do do,
dung moéi duoc lya chon dé chiét bot CVT 14 etyl axetat.

3.2.2.2. Nghién ctvu cdc yéu té anh hwéng téi qud trinh chiét
Két qua nghién ctu khao sat ty 1& dung mdi/nguyén liéu trong qué trinh chiét
dugc trinh bay trong bang 3.10, hinh 3.7.
Bang 3.10. Két qua khio sat anh huwéng ciia ty 1¢ dung méi etyl axetat/ nguyén
liéu dén qua trinh chiét bot CVT

Ty 1é dung mdi/ nguyén ligu MLu cao chiét, MQ Hiéu suat chiét, %
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

(Piéu kién: 100 g bét CVT, 12,9 mg lutein/g; dung mdi etyl axetat; toc dé khudy
200 vong/phut; 6 gio; 60 °C; chiét 2 lan)

100 92.95 93.17

~

= 80 /
)

2 60.07
3
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= 40
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Ti 1€ dung mo6i/nguyén li¢u
Hinh 3.7. Anh huéng cia ti 18 dung méoi/nguyén li¢u dén hi¢u suit chiét
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Két qua cho thay, hiéu suat chiét ting khi tang ty 1& dung méi/nguyén liéu tir 8/1
lén 10/1 nhung vdi ty 1& cao hon thi hiéu suat chiét gan nhu khong thay doi. Diéu nay
c6 thé giai thich 1a do vai ty 1é dung mdi/nguyén liéu nho hon 10/1 (v/w), lugng dung
moéi chua du ngap hét nguyén liéu, lutein este chi duoc chiét mot phan, do d6, hiéu suat
chiét kha thap (dudi 75 %). Khi ty 18 nay tir 10/1 tré 1én, nguyén lidu duoc tiép xuc hoan
toan vaoi dung mdi, lutein este tach ra khoi nguyén lidu. Xét vé phwong dién kinh té,
khéng can thiét phai st dung lwong dung mdi quéa nhiéu. Vay, ty I&é dung moi
(ml)/nguyeén liéu (gam) thich hop nhat dugc chon la 10/1.

Két qua khao sat nhiét do chiét dugc trinh bay trong bang 3.11, hinh 3.8.

Bang 3.11. Két qua khio sat znh huwéng clia nhiét 46 dén qua trinh chiét bot CVT

Nhiét @9 chiét, °C ML cao chiét, MQ Hiéu suit chiét, %
30 1064 82,48
40 1098 85,11
50 1156 89,61
60 1199 92,95
70 1105 85,66

(Piéu kién: 100 g bot CVT, 12,9 mg lutein/g; dung mdi etyl axetat; ty Ié dung
méi/nguyén ligu, 10/1 mL/g; téc dé khudy 200 vong/phut; 6 gio; chiét 2 lan)
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Hinh 3.8. Anh huéng ciia nhiét 9 dén qua trinh chiét bt CVT
Két qua chi ra rang, kha nang chiét lutein este trong CVT caa dung mdi etyl axetat
tang khi ting nhiét d6 chiét tir 30 1&8n 60 °C. O 60 °C, hiéu suat chiét lutein este dat 92,95
%, 1a mtc gia tri kha cao. Khi nhiét d6 chiét tang dén 70 °C, hiéu qua chiét giam (85,66

%), diéu nay duoc giai thich 1a do lutein este 12 hop chat kém bén, dé bi oxy h6a va phan
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hay boi nhiét dan téi hiéu suat chiét giam. Vi vay, dé dam bao hiéu qua chiét lutein cao,
nhiét 6 chiét duoc lua chon 1a 60 °C.

Két qua khao sat thoi gian chiét duoc trinh bay trong bang 3.12, hinh 3.9.

Biang 3.12. Két qua khio sat anh hwong ciia thoi gian dén qua trinh chiét bot CVT

Thoi gian chiét, gio MLy cao chiét, MY Hiéu suat chiét, %
2 981 76,05
4 1025 79,46
6 1199 92,95
8 1200 93,02
10 1101 85,34
24 1050 77,91

(Piéu kién: 100 g bot CVT, 12,9 mg lutein/g; dung mdi etyl axetat; ty Ié dung
moi/nguyén liéu, 10/1 mL/g; téc dé khudy 200 vong/phut; 60 °C; chiét 2 lan)

© 9 92.95  93.02
RN 85.34
S 79.46
=1 .
a 80 1 76.05 77.91
B 75 1
T 70
2 10 24

4 . -6 4 8-
Thoi gian chiét, gio
Hinh 3.9. Anh hwéng cia thoi gian dén qua trinh chiét bot CVT

Két qua chi ra rang, hiéu suat chiét tang cung chiéu voi sy tang thoi gian chiét tir
2 gio 1én 8 gio. Thoi gian chiét 1a 2, 4, 6, 8 gio, hiéu suat chiét lan luot dat 14 76,05;
79,46; 92,95, 93,02 %. Tuy nhién, thoi gian kéo dai hon 10 gio thi hiéu qua chiét cé xu
hudng giam, vai 10 gid chiét, hiéu suat chiét con 85,34 %:; vai 24 gid chiét, hiéu suat
chiét chi con 77,91 %. Biéu nay la do khi ngam chiét CVT qué lau & 60 °C, cac lién két
polyen trong lutein este kém bén bi oxy hda bai nhiét dan téi sy giam hiéu suat chiét
lutein este. Ngoai ra, thoi gian chiét kéo dai, cac chat trong nguyén liéu khong thé tan
vao dung mdi thém duoc nita, qua trinh hoa tan lutein este trong dung méi chiét giam
dan va qua trinh bay hoi dung méi ting 1én, hiéu qua chiét giam.

Hiéu suat chiét lutein este ting khong dang ké khi ting thoi gian chiét tir 6 gio 1én
8 gid. Do d6, xét trén phuong dién kinh té, thoi gian chiét lva chon 12 6 gio.
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Két qua nghién ctru khao sat s6 1an chiét bot CVT duoc trinh bay trong bang 3.13,
hinh 3.10.

Bang 3.13. Két qua chiét bot CVT phu thudc vao s 1in chiét

S6 1an chiét MLy cao chiét, MQ Hiéu suat chiét, %
1 1040 80,06
2 1199 92,95
3 1225 94,30

(Pieu kién: 100 g bét CVT, 12,9 mg lutein/g; dung méi etyl axetat; ty I¢ dung
méi/nguyén liéu, 10/1 mL/g; toc dé khudy 200 vong/phut; 60 °C; 6 gio)
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S6 lan chiét
Hinh 3.10. Anh hwéng ciia sé lan chiét dén qua trinh chiét bot CVT

Khi tang s 1an chiét tir 1 1&n 2 1an thi hiéu suét chiét lutein este tang (80,06 %
1&n 92,95 %), nhung chiét 3 1an thi hiéu suit chiét ting khong dang ké (94,3 %). biéu
nay la do sau 2 lan chiét, lutein este con lai trong nguyén liéu rat it, gradient nong do
gitta bé mat phan cach pha ran (nguyén liéu) voi dung mdi nho, dan dén tée do chiét
tang khong dang ké. Do vay, s6 lan chiét duoc chon 12 2 dé tang hiéu qua chiét.

Két qua khao sat toc do khudy duoc trinh bay trong hinh 3.11, bang 3.14.
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Hinh 3.11. Anh hwéng cua tée @9 khuay dén hiéu qua chiét
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Bang 3.14. Anh hwéng caa tée dd khudy dén hiéu qua chiét

Toc dd khudy, vong/phit | muuycao chiét, My Hiéu suat chiét, %
0 1063 82,40
100 1104 85,58
200 1199 92,95
300 1200 93,02

(Piéu kién: 100 g bét CVT, 12,9 mg lutein/g; dung moi etyl axetat; ty I¢ dung
méi/nguyén liéu, 10/1 mL/g; 60 °C; 6 gio; chiét 2 lan)

Két qua cho thay, khi dung may khudy hiéu qua chiét ting, diéu nay duoc giai
thich 1a do khi khuay tron nguyén liéu tiép xtc voi dung méi tét hon, xuat hién hién
tuong khuéch tan dbi luu, tao nén su dich chuyén cua dich chiét kéo theo chét tan vao
dong khuéch tan nén lutein este dugc tach ra nhanh hon. Téc d6 khuay 200 vong/phuit,
hiéu suat chiét dat 92,95 %, la muc gia tri kha cao. Vi vay, khong can thiét phai khuiy
Vi toe d6 300 vong/phdt do & toe dd khudy nay, hiéu suat chiét lutein ting khong dang
ké va trén thuc té can phai kiém soéat tét diéu kién cong nghé.

Véi céac két qua khao sat dat dugc ¢ trén, didu kién tbi uu dé chiét tach cao chiét
lutein tir bot CVT kho la: dung moi etyl axetat; ty 1€ dung méi/nguyén liéu: 10/1, mL/g;
thoi gian chiét: 6 gio; nhiét do chiét: 60 °C; toc do khudy: 200 vong/phat; chiét 2 lan.

3.2.2.3. Ddnh gid dp on dinh ciia qud trinh chiét lutein este tiv bt CVT

Két qua chiét tach lutein este cua hai nguon nguyén liéu CVT-VN2 va CVT-VN3
dugc trinh bay trong bang 3.15.
Két qua chi ra rang, véi diéu kién chiét téi wu, qua trinh chiét hai loai bot CVT cua

Viét Nam déu 6n dinh va hiéu suét chiét lutein este dat & mirc gia tri cao (92,95 %).

Két qua danh gia cac diéu kién tbi wu ctia qua trinh chiét lutein véi lugng Ion bot
CVT duogc trinh bay trong bang 3.16.
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Bang 3.15. Két qua danh gia cac diéu kién téi wu cia qua trinh chiét lutein

este tir bot CVT
Mau CVT-VN2 | CVT-VN3
Ham luong lutein tong trong bot CVT, mg/g CVT 12,90 13,60
Mcao chiét, 12,93 13,31
Ham luong lutein tong trong cao chiét, mg/g cao chiét | 92,76 94,98
MLu cao chiét, MY 1199 1264
Higu suat thu hoi, % 92,95 92,95

(Pieu kién: 100 g bgt CVT; dung méi etyl axetat; ty Ié dung méi/nguyén liéu, 10/1
mL/g; 60 °C; 6 gio; 200 vong/phut; chiét 2 lan; lgp lgi thi nghiém 3 lan)

Bang 3.16. Két qua danh gia cac diéu kién tdi wu ciia qua trinh chiét lutein tir
lwgng I6n bot CVT

Khoi luong bot CVT khd, kg 1 5 15

Khoi lugng cao chiét, kg 0,135 0,675 2,01
Ham luong lutein, mg/g cao chiét 92,8 92,0 90,08
MLu cao chiét, § 12,5 62,1 181,4
Hiéu suat chiét, % 91,91 91,32 88,92

(Piéu kién: bét CVT-VN2, 13,60 mg lutei /g bét CVT; dung mdi etyl axetat; ty I¢
dung mdi/nguyén liéu, 10/1 mL/g; 60 °C; 6 gic; 200 vong/phut; chiét 2 lan)

Két qua cho thay, qua trinh chiét lutein este tir bot CVT c6 tinh 6n dinh cao Véi
cac nguon nguyén lidu khac nhau va luong 16n nguyén liéu.

3.2.3. Lam giau cao chiét bang phwong phap chiét I16ng-16ng

Cao chiét chira lutein este dugc lam giau bang phuong phap chiét long-long véi
mot pha l1a dung dich cao chiét hoa tan trong etanol (pha 1), pha con lai 1a dung moi
chiét chtra n-hexan hoic etyl axetat (pha 2). Nudc duoc bd sung vao pha (1) nhim 1am
ting d6 phan cuc giita hai pha (1) va (2). Diéu nay duoc giai thich 12 do c¢6 sy chuyén
pha cua lutein este tir pha long (1) sang pha long (2) do tinh tan caa lutein este khac
nhau trong hai pha long nay.
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3.2.3.1. Xdc dinh ty ¢ EtOH/H>0 hoa tan cao chiét
Két qua nghién ctru xac dinh ty 16 EtOH/H20 hoa tan cao chiét duoc trinh bay
trong bang 3.17.

Bang 3.17. Két qua khao sat sy anh hwéng cia ty 18 EtOH/H,0 vao kha niing hoa
tan cao chiét tong

Ty Ié¢ EtOH/H.0, viv Hién twgng Nhan xét

9/1 - Cao chiét tan tot Khéng dat
- Dung dich khong phan 16p véi n-hexan
- Dung dich khéng phan 16p etyl axetat

8/2 - Cao chiét tan tot Khong dat

- Dung dich khéng phan 16p véi n-hexan

- Dung dich khong phan 16p etyl axetat
713 - Cao chiét tan tot Pat

- Dung dich phan I6p vai n-hexan

- Dung dich phén 16p vai etyl axetat
6/4 - Cao chiét tan tot Dat

- Dung dich khdng phéan 16p vai n-hexan

- Dung dich phén 16p vai etyl axetat
1/1 - Cao chiét tao huyén pho Khong dat

- Dung dich khdng phéan 16p vai n-hexan

- Dung dich phén 16p vai etyl axetat

4/6 - Cao chiét tao huyen phi Khong dat
- Dung dich phan l6p véi n-hexan
- Dung dich phan 16p véi etyl axetat

3/7 - Cao chiét dong ran Khoéng dat

Dung dich phan I6p vaéi n-hexan

Dung dich phan 16p vai etyl axetat

(Piéu ki¢n: 60 °C, ty I¢ dung méi/cao chiét 15/1 mL/g, 10 pht)
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3.2.3.2. Lam giau lutein este bing n-hexan
Két qua nghién ctiru 1am giau lutein este bang dung méi n-hexan, théng qua khao
sat anh huong cua ty 16 dung mdi n-hexan/dung dich cao chiét dén hiéu suét chiét, duoc
trinh bay trong bang 3.18, hinh 3.12,
Bang 3.18. Két qua khao sat anh hwéng caa ty 1& dung mdi n-hexan/dung dich cao
chiét dén hiéu suit lam giau cao chiét

Ty Ié n- Khéi lweng cao Ham lwong lutein, Hiéu suat lam
hexan/cao chiét sau 1am mg/g cao chiét sau lam | giau cao chiét,
chiét, mL/g giau, g giau %
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
o 100
S 96.9
3
B 816
§ g 10 68.5
& =
5 © 55
o
o 40
7.5 10 125 15 17.5

Ti 1& n-hexan/cao chiét

Hinh 3.12. Anh hwéng ty I¢ dung mdi n-hexan/dung dich cao chiét téi qua
trinh 1am giau cao chiét

Két qua cho thay, hiéu suat chiét long — long ting cung chiéu véi su ting thé tich
dung méi chiét n-hexan, cu thé hon 1a khi ting thé tich n-hexan, ham luong lutein este
trong cao chiét thu duogc ting 1én, din dén tang hiéu suat 1am giau lutein este. O ty Ié n-
hexan/cao chiét 1a 15/1 (mL/g), thu duoc 9,7 g cao chiét giau lutein, véi ham luong
lutein este trong cao chiét sau lam giau 1a 185,4 mg/g, (tng véi hiéu suét 1am giau cao
chiét dat 96,9 %. Piéu nay duoc Iy giai 1a nho su ¢6 mat cua luong 16n n-hexan, sy phan
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bd lutein este trong hai pha cé su thay doi theo chiéu hudng wu tién cho su dich chuyén
tir pha EtOH/H20 sang pha n-hexan. Tuy nhién, khi tiép tuc ting lwong n-hexan Ién trén
ty 16 15/1 (mL/g), hiéu suat chiét long — 16ng tiép tuc ting nhung khong dang ké. Do
vay, xét vé phuong dién kinh té, khong can thiét phai str dung luong dung mai n-hexan
qua nhiéu. Vay, lya chon ty 1& n-hexan/cao chiét 1a 15/1 (mL/g).

Két qua khao sat nhiét do 1am giau lutein bang n-hexan dwoc trinh bay trong bang
3.19, hinh 3.13.

Bang 3.19. Két qua chiét 16ng - 16ng n-hexan & cac nhi¢t d9 khac nhau

Nhiét @9 | Khoi lwgng cao chiét | Ham hwong lutein, mg/g | Hiéu suat 1am
chiét, ‘'C sau lam giau, g cao chiét sau lam giau giau cao chiét, %
30 8,1 182,8 79,8
40 8,2 184,2 81,4
50 8,7 1854 86,9
60 9,7 1854 96,9

(Piéu kién: 20 g cao chiét 92,76 mg lutein/g; 200 mL EtOH/H20 (7/3, viv); n-
hexan/cao chiét (15/1, mL/g), chiét lIéng — léng 2 lan, 10 phit/lan)
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Hinh 3.13. Anh hwéng ciia nhiét d6 téi qua trinh lam giau cao chiét

Két qua chi ra rang khdi lugng cao chiét giau lutein este va hiéu suat lam giau cao
chiét tang dan khi tang nhiét do chiét tir 30 1én 60 °C. Tai 60 "C, thu dugc 9,7 g cao chiét
giau lutein este, voi ham lugng 185,4 mg lutein/g cao chiét, ang véi hiéu suat 1am giau

dat 96,9 %, 1a muc gié tri khéa cao. Vi vay, khong can thiét phai tiép tuc khao st thyuc
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nghiém tai 69 °C (nhiét do sbi cua n-hexan) do & nhiét do do, trén thuc té can phai khéng
ché tét diéu kién cdng nghé va thiét bi dé khong that thoat n-hexan. Vi 1y do d6, nhiét
do dugc chon 1a 60 "C.

Két qua khao sat thoi gian 1am giau lutein bing n-hexan dugc trinh bay trong bang
3.20, hinh 3.14.

Bang 3.20. Két qua chiét léng-l6ng n-hexan & céc thai gian chiét khac nhau

Thoi gian chiét | Khéilwgng cao | Ham lwong lutein, |  Higu suét 1am
(phat) chiétsaulam | mg/g cao chiét sau | giau cao chiét, %
giau, ¢ lam giau
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

(Piéu kién: n-hexan/cao chiét (15/1, mL/g); chiét long — léng 2 lan, 10 phat/lan, 60 “C)
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Hinh 3.14. Anh hwéng cua thoi gian téi qua trinh 1am giau cao chiét

Két qua chi ra rang khoi lugng cao chiét giau lutein este va hiéu suat thu hoi ting
dan khi tang thoi gian chiét tir 5 1én 10 phat/lan chiét. Véi thoi gian chiét mdi lan 10
phut, thu duoc 9,7 g cao chiét giau lutein este, ham lwong 185,4 mg lutein/g cao chiét,
rng vai hiéu suat thu hoi lutein dat 96,9 %, 1a murc gié tri kha cao. Khi thoi gian chiét
dai hon, hiéu qua chiét giam. Diéu nay duoc giai thich 1a do sau 10 phat, sy chuyén
lutein este tir pha EtOH/H,0 sang pha n-hexan gan nhu khong xay ra va lutein este bi
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phan hay khi kéo dai thoi gian chiét & nhiét do cao. Vi cac li do trén, thoi gian chiét
duoc chon 12 10 phat/lan chiét.
Két qua khao sat sé lan chiét dugc trinh bay trong bang 3.21.

Bang 3.21. Két qua chiét léng - 16ng n-hexan phu thudc vao sé 1an chiét

Sé 1an chiét | Khdilwgng cao | Ham lweng lutein, | Higu suat lam giau
chiétsaulam | mg/g cao chiét sau cao chiét, %
giau, ¢ lam giau
1 7.9 183.6 78,2
2 9,7 185,4 96,9

(Piéu kién: 20 g cao chiét 92,76 mg lutein/g; 200 mL EtOH/H.0 (7/3, vIv); n-

hexan/cao chiét (15/1, mL/g); 10 phat/lan; 60 °C)

Két qua chi ra rang khéi lugng cao chiét giau lutein este va hiéu suat lam giau cao
chiét tang khi tang s6 lan chiét tir 1 1&n 2 lan. Sau 2 lan chiét, thu duoc 9,7 g cao chiét
giau lutein este, v4i ham lugng 185,4 mg lutein/g cao chiét, ang véi hiéu suat 1am giau
lutein este dat 96,9 %, 1a muc gié tri kha cao. Do d6, khong can thiét phai tiép tuc khao
sat thuc nghiém chiét 3 1an. Vay, cao chiét duoc 1am giau véi 2 lan chiét long - long.

3.2.3.3. Lam giau lutein este bang dung méi etyl axetat

Tuong ty nhu véi dung méi n-hexan, qua trinh 1am gidu cao chiét véi dung méi
etyl axetat ciing dugc nghién ctru. Két qua, dé 1am giau 20 g cao chiét CVT can 300 ml
etyl axetat, thoi gian chiét 10 phat, nhiét 6 chiét tai 60 °C, sau 5 lan chiét hiéu suat 1am
giau cao chiét dat 88,9 %.

3.2.3.4. Lwa chon dung méi chiét va dinh gid tinh on dinh ciia qud trinh lam
gidu cao chiét

Két qua 1am giau cao chiét chira lutein este cho thay chiét bang n-hexan hiéu qua
hon so v&i chiét bang etyl axetat. Diéu nay cd thé giai thich 1a do kha nang phan 16p
gitta EtOH/H20 v&i n-hexan tét hon so véi etyl axetat va khi nhiét do chiét cao, etyl
axetat bj tan mot phan vao EtOH /nudc. Vi vay, n-hexan duoc sir dung 1am dung moi
chiét long—long trong qué trinh 1am giau cao chiét. Theo do, cao chiét dugc hda tan trong
dung moi EtOH/H20 (7/3, vIv); ty Ié cao chiét/dung mdi EtOH/H20/dung méi n-hexan
= 1/10/15 (g/mL/mL); thoi gian chiét 10 phat/lan; chiét 2 1an; nhiét @6 chiét 60 °C.

Két qua danh gia do 6n dinh ctia qué trinh 1am giau cao chiét duoc trinh by & bang
3.22.
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Bang 3.22. Két qua danh gia dd 6n dinh ciia phwong phap lam giau cao chiét

Cao chiét sau khi lam giau
Khéi lweng cao chiét

ST Khdi lwong, | Ham luwong lutein, | Hiéu suat lam
treéc khi lam giau, kg .
kg mg/g cao chiét giau, %
0,1 0,047 185,0 96,5
0,5 0,236 183,6 96,2
1,8 0,853 181,2 95,4

(Piéu kién: cao chiét truée khi lam giau lutein téng 90,08 mg/g)

Két qua cho thay, khdi lugng cao chiét can lam giau lutein este ting dan nhung
cao chiét thu duoc sau lam gidu déu c6 ham lugng lutein tong I6n, ang véi hiéu suat 1am
gidu cao chiét dat > 95,4 %, la muc gia tri kha cao khi khéi lugng cao chiét 1am giau
cho 1 lan thi nghiém ting tir 20 g 1én 1,8 kg. Vi vay, lam giau cao chiét bang phuong
phap chiét long-long véi dung méi EtOH/H20 va n-hexan c6 d6 on dinh tdt, hiéu suat
thu hoi cao. Két qua dat duoc cao hon két qua cua Kuman [100] va Peter [88], diéu nay c6
thé giai thich la do chiét long-long véi hai pha dung méi EtOH/H20 va n-hexan thu hoi

lutein este t6t hon hon so véi Kuman chi sir dung EtOH va Peter str dung EtOH va H-0.
3.2.4. Thity phén cao chiét giau lutein este

Két qua HPLC qua trinh thay phan cao chiét giau lutein bang KOH trong etanol
duoc thé hién ¢ hinh 3.15, 3.16, 3.17 va 3.18.

Hinh 3.15. Sic ky @6 HPLC ciia cao chiét chwa thily phén (lutein este)
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Hinh 3.16. Sic ky d6 HPLC ciia cao chiét sau khi thity phén
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trans-lutein: Amax = 424; 446; 474 (nm)  cis-lutein: Amax = 328; 418; 442; 468 nm

Hinh 3.18. Sic ky @6 UV-Vis lutein

(Piéu kién: ty 16 KOH/cao chiét 0,18 wiw; néng dé cao chiét 0,8 g/ mL; 70 “C; 80 pht)
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Hinh 3.15 chi ra rang cao chiét tir mau hoa CVT nghién cau 1a hdn hop chira cha
yéu cac este khac nhau cua lutein, lutein tu do khéng phat hién duoc.

Hinh 3.16, 3.17. va 3.18 chi ra rang ¢ thoi gian luu khoang 8,9 phit c6 su xuat
ddng phan trans- lutein va thoi gian luu khoang 10,3 phat ¢d su xuat hién cua déng phan
cis-lutein.

Cac sic ky d6 HPLC cho thdy khong phét hién duoc peak cua zeaxanthin. Két qua
nay phu hop vai nghién ciru cua Hoang Thi Hué An [138, 139], cu thé, cot PR 18 khong
c6 kha ning phan giai cip ddng phan lutein/zeaxanthin. Vi vy, hiéu suét qua trinh thay

ph&n dugc danh gia qua ham lugng lutein ty do thu duogc.

3.2.4.1. Nghién civu ty 1¢ cao chiét/etanol

Két qua nghién ctru x4c dinh ty & cao chiét/tac nhan thay phan duoc trinh bay
trong bang 3.23, hinh 3.19.

Bang 3.23. Két qua khao sat sw anh hwéng cia ty 1é cao chiét/etanol dén hiéu

suat thay phan
Ty I¢ cao chiét KOH/cao chiét Hiéu suét thu nhan trans-
(9/mL) (wiw) 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

0,25 45,16
0,7

0,20 60,12

0,20 62, 71
0.8 0,19 67,30

0,18 77,32
0,9 0,17 35,15

(Piéu kién: 10 g cao chiét; 70 °C; 80 pht)

78



=
£s % 77.32

“ 60.12
£g 50.68
2z 35.15
©n 9N

[
€ 30 | 151 16781741 1582 201
T 10

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Ty 1 cao chiét/etanol, g/mL

Hinh 3.19. Anh hwéng cia ty 1& cao chiét/etanol dén hiéu suit thiy phan

Két qua cho thay, khi ty Ié cao chiét/etanol thap (0,1-0,5 g/mL), Gtng Véi ty I¢
KOH/cao chiét 16n (1,5 — 0,3 1an), hiéu suat chuyén hoa lutein este thanh lutein tu do
(dang trans, cis- hay tong s6) déu rat thap. Biéu nay co thé giai thich 1a do sy phan hay
lutein ty do khi lwong kiém du kha 16n.

Hiéu suat thay phan ting 1én khi tang ty 1é cao chiét/etanol va dat cuc dai o ty 1é
0,8 g/mL (tng véi ty Ié KOH/cao chiét 1a 0,19), nhung sau d6 lai giam manh. Qué trinh
thuc nghiém cho thay khi ty 1 cao chiét quéa 16n (> 0,8 g/mL), hdn hop phan ung rat
dic, khé khudy tron du duge dun néng dén 70 °C. Piéu nay dugc giai thich la do kha
nang tiép xdc ciia cac chat trong hdn hop phan tng giam.

Vi li do trén, ty I& cao chiét/etanol 12 0,8 g/mL duoc lya chon cho cac thi nghiém

tiép theo.
3.2.4.2. Nghién ciru néong dp KOH trong qud trinh thiiy phén cao chiét

Két qua nghién ciru thity phéan cao chiét thong qua khao sat anh hudng cua ty 18

KOH/cao chiét dugc trinh bay trong bang 3.24 va hinh 3.20.

Két qua nghién ctru cho thay hiéu suat phan tng thuy phan lutein este ting manh
khi ty 16 KOH/cao chiét tang tir 0,00 — 0,144 g/mL nhung lai giam dan khi ty 16 KOH/cao
chiét tiép tuc ting 1én. Diéu nay duoc giai thich 12 do sy phan hay lutein trong méi
truong kiém du. Sy suy giam hiéu suat thiry phan lutein este trong méi truong Kiém du
ciing duoc ghi nhan bai Chitta Ranjan Sarkar [135] khi thity phan lutein este bang KOH
trong metanol. Ty 1& KOH/cao chiét ti wu khoang 0,17-0,19 ciing phu hop véi két qua
nghién ctiru cua Swaminathan [87]. Vi Ii do trén, ty 16 KOH/cao chiét 14 0,18 w/w dugc

lya chon cho cac nghién cau tiép theo.
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Bang 3.24. Két qua khao sat anh huwdng cia ty 16 KOH/cao chiét dén hiéu suit
thity phén cao chiét

Lwong KOH Hiéu suat thu nhan
Tinh theo KOH (g)/cao Tuong duong Ckow trans-lutein (%)
chiét (g) (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

(Piéu kién: 10 g cao chiét; cao chiét/etanol, 0,8 g/mL; 70 ‘C; 80 pht)

100
g 77.32
fS_::o\o 80 68.85 67.3 62.71
EE 60 37.83
g 2 40
2 0
28 9| o
2= o

0 0.15 0.17 0.18 0.19 0.2

Ti 16 KOH/cao chiét, w/w

Hinh 3.20. Anh hwéng ciia ty 18 KOH/cao chiét dén hiéu suat thily phan cao
, ’ chiét
Két qua nghién ctu cho thay hiéu suat phan tng thuy phén lutein este tang manh
khi ty 16 KOH/cao chiét tang tir 0,00 — 0,144 g/mL nhung lai giam dan khi ty 16 KOH/cao
chiét tiép tuc tang 1én. Piéu nay duoc giai thich 1a do sy phan hay lutein trong moi
truong kiém du. Sy suy giam hiéu suat thiy phan lutein este trong méi truong Kiém du
cling duoc ghi nhan bai Chitta Ranjan Sarkar [135] khi thity phan lutein este bang KOH
trong metanol. Ty 1é KOH/cao chiét t6i wu khoang 0,17-0,19 ciing phii hop véi két qua
nghién ctiru cua Swaminathan [87]. Vi Ii do trén, ty 16 KOH/cao chiét 1a 0,18 w/w dugc

lya chon cho cac nghién cau tiép theo.
3.2.4.3. Nghién ciwru thoi gian va nhiét dj thiiy phin

Két qua khao sat nhiét d6 thiy phan cao chiét duoc trinh bay trong bang 3.25 va
hinh 3.21.
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Bang 3.25. Két qua thily phén cao chiét & cac nhiét d§ khac nhau

Nhiét do ('C) Hiéu suit thu nhan trans-lutein (%)
40 3,04
50 8,84
60 15,69
70 77,32
78 69,25

(Piéu kién: 10 g cao chiét; cao chiét/etanol, 0,8 g/mL; KOH/cao chiét, 0,18 w/w; 80 pht)

100

© 77.32

E 80 69.25
S 60

Z

2 40

E - 156

& = —o—

- 40 50 60 70 78

Nhiét dg, 'C

Hinh 3.21. Anh hwéng ciia nhiét o téi qua trinh thiy phan cao chiét

40°C
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78°C
Hinh 3.22. Sic ky d6 HPLC ciia cac mau cao chiét sau khi thitly phan & cac nhiét

d¢ khac nhau.

Két qua cho thay nhiét do anh huong I6n dén hiéu suat thiy phan lutein este va
chat luong san pham lutein este hinh thanh. G 40 °C hiéu suét thay phan rat thap
(3,04 %), tai do lugng lutein este chua bi thuy phén Ion, lutein ty do hinh thanh khéng
dang ké (hinh 3.22). Hiéu suét thuy phan ting 1én nhung cham (tir 3,04 % — 15,69 %)
Khi ting nhiét do tir 40 1&n 60 "C. Tiép tuc gia nhiét tir 60 1én 70 "C thi higu suat phan
g tang rat manh nhung sau d6 giam.

Quaé trinh thyc nghiém ciing cho thay ¢ 40 °C cao chiét 1a mot khdi long dac sét,
rat kho khudy tron. Khi ting nhiét d6, cao chiét dan chay long, dé khudy hon. Nhu vay,
hiéu suat thiy phan tang khi tang nhiét do c6 thé giai thich Ia do sy gia ting kha ning
tiép xdc cac tAc chat (cao chiét va KOH) vai nhau, toc do phan tng ting 1én. Tuy nhién,
lutein este va lutein ty do déu la cac chat kém bén vai nhiét nén khi nhiét do ting cao,
kho kiém soat cac phan tng phu, bién doi chat xay ra manh hon lam giam chat luong
san pham.

Vi li do trén, qué trinh thuy phan duoc tién hanh ¢ 70 °C.

Két qua khao sét thoi gian thity phan cao chiét duoc trinh bay trong bang 3.26 va
hinh 3.23, 3.24.
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Bang 3.26. Két qua khao sat anh hwéng cha thoi gian dén hiéu suit thiy phan
lutein este trong cao chiét

Thoi gian (phut) Hiéu suét thu nhin trans-lutein (%)
0 0,00
20 62,80
40 65,75
60 67,34
80 77,32
100 66,21
120 62,82

(Piéu kién: 10 g cao chiét; cao chiét/etanol, 0,8 g/mL; KOH/cao chiét, 0,18 w/w; 70 °C)
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77.32
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Hiéu suat thu nhan trans-

20 40 60 80 100 120
Thoi gian, phut

Hinh 3.23. Anh hudng ciia thoi gian dén hiéu suat thity phén lutein este trong cao chiét

Mau chwa thity phdn
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2
ol MM’
Mau thiy phén 80 phut
2
P MW\WMMMWW:
Mau thiy phan 100 phat
2

1 15 E F EY = 4 45 Y 55 ) ) 0
Minutes

Mau thity phan 120 phit

Hinh 3.24. Sac ky @6 HPLC ciia cac miu cao chiét sau khi thity phan & cac

khoang thoi gian khac nhau
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Két qua cho thay, 20 phit dau tién hiéu suat chuyén héa lutein este thanh lutein tu
do & cac dang dong phan trans, cis va tong s6 déu ting rat manh. Sau 20 phut cac peak
lutein este hau nhu bién mat; nguoc lai xuat hién cac peak trans-lutein va cis-lutein.

Hiéu suat thu nhan lutein ty do dang trans va lutein tong ting 1én khi tang thoi
gian thay phan tir 20 - 80 phut nhung giam di néu kéo dai thoi gian phan ¢ng trén 80
phut. Trong khi d6, hiéu suat hinh thanh dang cis-lutein hau nhu khong thay di khi thoi
gian phan tmg tang tir 20 — 120 phat. Diéu nay c6 thé giai thich 1a do ¢ 70 °C dong phan
cis-lutein twong ddi bén, con ddng phan trans kém bén hon va sau 80 phat thuy phan da
xay ra su chuyén hoa tir ddng phan trans sang dong phan cis hoic cac dang san pham
phan hay khac. Vay, thoi gian thich hop nhat dé thay phan cao chiét tir hoa CVT la 80
phGt. Thoi gian phan tng nay dai hon 50 phat so vai thoi gian dé nghi boi Swaminathan
[95]. Su khac biét nay la do trong nghién cttu cua Swaminathan, phan tng thay phan
duoc tién hanh & nhiét d6 cao hon (tir 70 - 80 °C). Khi ting nhiét do phan tng tix 70 1én
80 °C, hiéu suat thuy phan tang (nhd vay rut ngan thoi gian phan tmg) nhung s& lam ting
ty 16 ddng phan cis, do d6 1am giam hoat tinh sinh hoc ciia san pham lutein thu nhan duoc.

3.2.4.4. Pdnh gid tinh én dinh ciia qué trinh thaiy phan cao chiét
Két qua danh gia tinh 6n dinh cua qua trinh thay phan cao chiét duoc trinh bay

trong bang 3.27.

Bang 3.27. Két qua danh gia cac diéu kién tdi wu ciia qua trinh thily phén cao chiét

Mcao chiét Lutein tw do thu dwoc trung binh
Khéi lwong | Ham lwong, % Hiéu suat thu hoi, %
82,94 (trans-lutein 69,20 %,
100 ¢ 16,89 83 cis-lutein 13,74 %)
75 (trans-lutein 62,50 %, cis-
2 kg 0,32 kg 80 lutein 12,5 %)

(Piéu kién: ty Ié cao chiét/etanol, 0,8 g/mL; ty 16 KOH/cao chiét 1a 0,18 w/w; 70 °C;
80 phut)
Két qua chi ra rang véi cac diéu kién tbi vu, thuy phan 100 g cao chiét, thu duoc
16,8 g san pham vai ham luong lutein 83 %, (g véi hiéu suat thu hoi lutein dat trung
binh 82,94 %, con tién hanh thay phan 2 kg cao chiét, hiéu suat thu hoi lutein dat 75 %,
la muc gia tri kha cao. Vay, qua trinh thuy phan cao chiét co do 6n dinh tdt, hiéu suat
thu hdi cao.
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3.2.5. Tinh ché lutein

Lutein tu do luan &n thu duoc sau qué trinh thay phan cao chiét (goi 12 lutein thd)
c¢6 do tinh khiét chi dat 80 % - 83 %, do d6 can phai tién hanh két tinh lai dé tang do tinh
khiét cua lutein.
3.2.5.1. Lwa chon dung mdi va phwong phdp tinh ché

Két qua lya chon dung mdi thong qua do hoa tan cua lutein thd dugc trinh bay
trong bang 3.28.

Bang 3.28. Két qua khao sat d9 hoa tan ciia lutein trong dung maéi

Dung moi Piéu kién Hién twong Nhan xét
MeOH Nhiét do thuong Tan t6t Pat
Axeton Gia nhiét 50 °C Tan tét Pat
Etanol Gia nhiét 50 °C Tan tét Pat
Etyl axetat Nhiét @6 thuong Tan kha, cham Khong dat
n-hexan Gia nhiét 50 °'C Tan mét phan Khong dat
THF Nhiét do thuong Tan tét va nhanh Pat
MeOH/H.0 Gia nhiét 50 °'C Tan mét phan Pat
Axeton/ H,0 Gia nhiét 50 °C Tan tot Dat
THF/H20 Nhiét do thuong Tan t6t Pat
Etanol/H.0 Gia nhiét 50 °C Tan kha tot Dat

Nhu vay d6 tan cua lutein thé trong cac dung méi ting dan theo ddy sau:

n-hexan < etyl axetat < MeOH/H-0 < etanol/H>0 < axeton/ H20 < etanol < MeOH
< axeton < THF/H20 < THF.
Két qua khao sat cac phuong phap két tinh lai duoc trinh bay trong bang 3.29.

Két qua khao sat cho thay, cac dung mdi tinh khiét don 1¢ thé hién kha nang hoa
tan tot lutein, nhung lai kho khin trong viéc két tinh lai, diéu nay 1a do lutein khéng c6
kha niang tao mam tinh thé khi dung méi bay hoi hoac khi ha nhiét d6 dung dich. Vi vay,

phuong phap ching t6i hudng dén 1a bén canh dung mdi (DM1) hoa tan tét lutein tho,
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can thém dung moi (DM2) khong hoa tan lutein nhung hoa tan vo han hozc hoa tan rat
t6t DM1 vi khi d6 lutein s& két tua trong DM1. Dung mdi th 2 thich hop nhét duoc lya
chon 1a nuéc. V6i phuwong phap két tinh lai ndy, khdng can thiét phai ha nhiét 6 dung
dich vé nhiét do phong.

Bang 3.29. Két qua lwa chon phwong phap két tinh khac nhau

Hé dung mdi | Nhiét do Piéu kién Két qua Nhan xét
MeOH 50°C Bay hoi dung moi Khong két tinh Khoéng dat
MeOH 50°C Ha nhiét 6 vé 0°C Khong két tinh Khéng dat
Axeton 50°C Bay hoi dung moi Khong két tinh Khong dat
Axeton 50°C Ha nhiét 6 vé 0°C Khong két tinh Khéng dat
Etanol 50°C Bay hoi dung moi Khong két tinh Khong dat
Etanol 50°C Ha nhiét d6 vé 0°C Khong két tinh Khéng dat
THF 50°C Ha nhiét do vé 0°C Khong két tinh Khong dat
THF 50°C Bay hoi dung moi Khong két tinh Khong dat
MeOH/H,0 50°C Hé dung moi Xuat hién tinh thé Dat
Axeton/H:0 50°C Hé dung moi Xuét hién tinh thé Pat
THF/H.0 50°C Hé dung moi Xuat hién tinh thé Dat
Etanol/H.0 50°C Hé dung moi Xuét hién tinh thé Pat

(Piéu kién: 50°C)

Két qua thi nghiém cho thay, xét vé kha nang két tinh lai, cac hé dung moi
MeOH/H.0, axeton/H.0, THF/H-0, etanol/H.0 déu dat, cd thé lra chon l1am hé dung
moi cho viéc két tinh lai. Tuy nhién MeOH va THF 13 dung méi doc hai nén dung moi
thich hop la axeton/H20 hoac etanol/H20.

Két qua khao sat ty Ié tirng dung méi trong hé duoc trinh bay trong bang 3.30.

Két qua cho thay, lutein c6 kha nang hoa tan tot va két tinh lai dugc trong hé
dung méi axeton/nudc = 9/1 hodc etanol/nuéc = 1/1. Tuy nhién, hé dung moi
axeton/nudc = 9/1, lugng axeton su dung I6n va axeton ciing dugc cdng nhan la c6 déc
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tinh cap tinh va man tinh thap néu bi uéng hay hit vao. Hit & ndng do cao (khoang 9200
ppm) c6 thé gay kich tng ¢ ¢b hong sau khoang 5 phut. Hit & ndng do 1000 ppm sé& gay
kich tng & mét va cd hong sau 1 gio. Vi li do do, hé etanol/nude = 1/1, v/v duoc sir dung
dé két tinh lai lutein. Sy canh tranh vai tro cua chat tan (lutein) trong hé chira nudc va

etanol da tao diéu kién cho tinh thé lutein tch ra nhanh chéng.

Bang 3.30. Két qua nghién ctru anh hwéng ciia ty 18 dung moi dén qua trinh két

tinh lai lutein

Hé dung moi Ty I8, viv Két qua Nhan xét
Axeton/Nuéc 100/0 Khong két tinh Khong dat
Axeton/Nudc 9/1 Két tinh Pat

Axeton/Nudc 8/2 Khé hoa tan hoan toan lutein Khong dat
Axeton/Nudc 713 Kho hoa tan lutein Khong dat
Axeton/Nudc 6/4 Khoéng hoa tan lutein Khong dat
Axeton/Nudc 1/1 Khoéng hoa tan lutein Khong dat
Etanol/nudc 1/1 Két tinh Pat

(Piéu kién: 50 “C)
Két qua khao sat ty 1é hé dung méi/lutein thd duoc trinh bay trong bang 3.31.

Bang 3.31. Két qua khio sat anh huwdng ciia ty 18 hé dung méi/ lutein thé dén qua

trinh két tinh lai
TT Ty 1€ dung moi/nguyén liéu, Két qua Nhan Xét
mL/g
1 100/1 Lutein tan hoan toan tao Dat
dung dich b&o hoa
2 90/1 Lutein tan hoan toan tao Dat
dung dich béo hoa
3 80/1 Hoa tan chua hét Khong dat
4 70/1 Hoa tan chua hét Khong dat
5 60/1 Hoa tan chua hét Khong dat

(Piéu kién: 50 °C; etanol/nuéc = 1/1)
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Két qua cho thay nguyén lidu lutein thd tan tot trong dung méi vai ty 1é hé dung
moi/nguyén liéu tir 90/1 dén 100/1 (mL/g). Ty Ié dung mdi/lutein sir dung I6n hon so
vé6i két qua cua Swaminathan [95]. Piéu nay duogc giai thich 13 do hé etanol/nude duoc
dung dé hoa tan lutein thd tao dung dich lutein bio hoa con Swaminathan dung nudc
(nuéc/lutein: 8/1, mL/g) va etanol (etanol/lutein: 3/1, mL/g) dé loai tap chat tan trong
nuéc va etanol, thu 1y phan lutein tinh thé khong tan, dan dén hiéu suat thu hdi lutein
theo Swaminathan chua cao.

Ty 18 hé dung mdi/nguyén liéu tir 90/1 dén 100/1 (mL/g) thap hon rat nhiéu so
véi két qua ma R. Kumar cong bd (1,135 gam lutein 89 % hoa tan trong 760 ml etanol
& nhiét d6 moi truong, 25-30 °C) [104]. Piéu nay dugc giai thich Ia do nhiét do hoa tan
lutein thé tao dung dich bdo hoa cao (50 °C), do tan lutein 16n, twong (ing véi luong
dung méi etanol/nudc st dung it. Vay, ty & hé dung mdi/nguyén liéu 1a 90/1 dén 100/1

(mL/g) duoc lua chon dé két tinh lai lutein.
3.2.5.2. Pdnh gid tinh 6n dinh ciia qud trinh két tinh lai lutein

Két qua két tinh lai 5 mau lutein tho (do tinh khiét 83 %) dugc trinh bay trong
bang 3. 32.

Bang 3.32. Két qua két tinh lai lutein trong diéu kién t6i wu

Mau Khéi lwong | Khoi lweng tinh thé thu | P§ tinh khiét | Hiéu suat
lutein thd (g) | dworc sau tinh ché (g) (%) (%)
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 binh 0,5 0,330 96,0 76,3

(Piéu kién: 50 °C; etanol/muwéc = 1/1, viv; hé dung mdi/lutein thdé = 90/1, mL/g)

Qua trinh thuc nghiém cho thdy, luong tinh thé lutein thu dwoc nhiéu hon bang

phuong phap loc, ly tam. Dé tang hiéu suét tinh ché, dich loc sau tinh ché duoc thu gom
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lai, dé lang thu lay két tua va chiét véi 200 mL etyl axetat dé thu hoi lutein. Lugng chat

ran thu dugc sau ¢d quay chan khong duoc tién hanh tinh ché lan 2.

Hinh 3.25. Dich loc cac mAu thu hdi sau loc 14an 1

Két qua HPLC caa mot s6 mau tinh ché duoc trinh bay & hinh 3.26.

Mau tinh thé lutein két tinh lan 1 (M1-1)

Mdu tinh thé lutein két tinh hai lan (M1-téng)

Hinh 3.26. Sic ky @6 HPLC ciia mau tinh thé lutein sau két tinh
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Két qua, sau hai lan két tinh lai, trung binh luong tinh thé thu hdi dugc 0,392 g
tir 0,5 g lutein thd, ham luong lutein tong (d6 tinh khiét) dat trén 95,0 %, hiéu suét thu
hoi dat 90 % (bang 3.33).

Bang 3.33. Két qua HPLC ciia miu M1-1 va M1-téng

Mau Lutein, % | Zeaxanthin, % | Téng lutein va zeaxanthin tinh thé, (%)
M1-1 88,9 7,1 96,0
M1 - téng 88,0 7,2 95,2

(M1 - 1 két tinh 1 lan, M1 - téng gép 2 lan két tinh)
Két qua phan tich HPLC cua lutein sau khi két tinh lai lugng 16n lutein thd (1,00
kg lutein thé, lap lai thi nghiém 3 1an) dugc trinh bay & hinh 3.27 va 3.28. Theo d6, mdi
1an thi nghiém thu dugc trung binh 786 g lutein c6 dd tinh khiét 93 %, ing véi hiéu suat

thu hoi lutein dat 88 %)

Hinh 3.27. Sic ky @6 HPLC sian pham lutein sau thiiy phan
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Hinh 3.28. Két qua HPLC san pham lutein tinh ché
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Quié trinh tinh ché lutein thd cd tinh én dinh cao. Cu thé, lutein dugc tinh ché voi
hé dung méi etanol/nudc, 1/1, v/v; ty 1€ hé dung mdi/lutein thé la 100/1, mL/g; nhiét do
dung mai két tinh 12 50 °C; tinh thé duoc loc ly tdm. Dich loc dugc thu gom, chiét long
- 16ng v&i dung moi etyl axetat sau d6 duoc tinh ché lan 2.

Vay, quy trinh hoan thién chiét tach va tinh ché lutein va zeaxanthin dat tiéu

chuan dugc dién Mi tir canh hoa cdc van tho duoc trinh bay & hinh 3.29.

1000g canh hoa
CVT tuoi
Etyl axetat - ‘
Say: 50 °C, 16 gio. nghién min 2-5 mm

Tién xur Iy axit citric 0,6 %, 50 °C. 2 gior siy

Bot hoa CVT kho
dung méi/nguyén liéu, 10/1; 60 °C; | sau khi tién xur ly
6 gio; 200 vong/phut; chiét 2 lan

Loc

Tai sur dung Dich chiét

(6 dac, tach dung moi

Dung moi Cao chiét

thu hoi

Lam giau cao chiét: EtOH/H,0 (7/3, v/v); cao chiét/dung moi
EtOH/H,0/ n-hexan= 1/10/15 (g/mL/mL); 10 phat/lan; 60 °C; 2 lan

Cao chiét da lam giau

Hén hop ruou kiém: cao chiét/etanol =

: : o Thiy phan lutein este, két tinh lutein: 70 °C; 80 phut
0.8 g/mL: KOH/cao chiét = 0,18 w/w

Tinh thé lutein thd sau két tinh

Dung moi : £
50 °C; etanol/nudc, 1/1 v/v; hé dung Tinh ché

moi/lutein thd =90/1, mL/g, 2 lan ¥

Dung moi

0,82 £(95,2 %) lutein & !
thu hoi

zeaxanthin dat tiéu chuan
Dugc dién; H=67,2%

Thuong mai hoa
san pham

Hinh 3.29. Quy trinh hoan thién chiét tach va tinh ché lutein va zeaxanthin dat

tiéu chuin dwec dién M tir canh hoa CVT.

Quy trinh chiét tach va tinh ché lutein va zeaxanthin tir hoa Cuc van tho (hinh

3.29) da duoc ap dung dé bao ché hdn hop lutein va zeaxanthin & qui mé Ién. Cu thé, tir
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800 kg canh hoa CVT tuoi (Sdy V&i quat gié 100 kg CVT tuoi/mé) va 960 kg bot hoa
CVT kho tién hanh Ian luot céc cong doan: tién xi Iy (30 kg/mé), chiét véi dung moi
etyl axetat (30 kg/me), 1am giau cao chiét (1,8 — 2,0 kg/me), thuy phan cao chiét sau khi
lam giau (2 kg/mé va 11 kg/me), tinh ché lutein thd (0,1 kg/mé va 0,8 kg/me) da thu
duoc 10 kg san pham lutein va zeaxanthin. Hiéu suat cac qua trinh chiét lutein este, 1am
giau cao chiét, thuy phan cao chiét, tinh ché lutein lan luot 1a: 88,92 %: 95,4 %; 75 %;
88 %. San pham nay da duoc kiém nghiém doc 1ap tai Trung tdm kiém nghiém - Vién
Thuc pham chirc ning. Theo d6, tong ham luong lutein va zeaxanthin dat 92,9 % véi
85,85 % lutein va 7,05 % zeaxanthin [150]. Két qua nay cho biét, lutein sau khi tinh ché
dap tmg duoc tidu chuan 1a ngudn nguyén liéu dugc pham (duoc dién Mi USP 40) [110].
3.2.6. Phan lap lutein va zeaxanthin lam chit chuan phan tich

Lutein va zeaxanthin 12 hdn hop dong phan rat khd phan lap. Chua c6 tai liéu ndo
cong bd rd rang vé viéc tach riéng hai chat lutein va zeaxanthin 1am chat chuan phan
tich. Cac cong b phan tich lutein, zeaxanthin [06, 29, 32, 88, 96, 97, 98, 103, 108, 110]

cho thay thoi gian luu cia hai chat kha gan nhau.

3.2.6.1. Nghién ciru phwong phdp phan ldp lutein va zeaxanthin
Céc hé dung méi dinh luong lutein va zeaxanthin bang phuong phap HPLC, UV-
Vis [06, 29, 32, 88, 96, 97, 98, 103, 108, 110] duoc dung dé tham do lutein va zeaxanthin
bang sic ky ban mong, két qua thu dugc nhu sau (hinh 3.30).
Céc ky hiéu duogc sur dung:
- Lu: mau giau lutein
- Ze: mau giau zexanthin
- CZe: can zeaxanthin sau khi hoa tan bang dung méi rira giai
- Lu+Ze: mau giau lutein/giau zeaxanthin ty 1é 4/1
Qua trinh phan 1ap lutein va zeaxanthin (muc 2.2.7) duoc thiét 1ap dua vao két qua
thu dugc tir sic ky ban mong. Cac diéu kién phan l1ap bao gom:
v S dung cot sac ky silica gel pha thuong
v Dung mdi hoa tan: etyl axetat & nhiét do thuong
v" Dung mdi rira giai n-hexan/EtOAc/dietyl ete (40/10/20, v/viv), thu duoc 25

phan doan.
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Hinh 3.30. Két qua sic ky ban méng sir dung cac hé dung mdi khac nhau
a) n-hexan/dietyl ete (1/2, VIV), trudc va sau nhiing axit, dét néng

b) n-hexan/etyl axetat/dietyl ete (40/5/25, VIVIV), truée va sau nhiing axit, dot nong
¢) n-hexan/etyl axetat (3/1, V/v), truréc VA sau nhing axit, dét nong.

d) n-hexan/etyl axetat/dietyl ete (41112, VINIV), truée va sau nhiing axit, dot nong.
€) n-hexan/etyl axetat/dietyl ete (41111, VIVN), trieée va sau nhiing axit, dot nong

Két qua cho thay tir 600 mg tinh thé sau tinh ché (ham lwong lutein 90% va
zeaxanthin 6%), thu duoc 380 mg mau giau lutein & cac phan doan tir LZ5 dén LZ11 va

60 mg mau giau zeaxanthin & cac phan doan LZ14 va LZ15.
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3.2.6.2. Két qua diéu ché chit chuan lutein

Hinh anh chat chuan lutein da diéu ché duoc trinh bay ¢ hinh 3.31.

Hinh 3.31. Hinh anh chét chuén lutein da diéu ché (LuC)

Quan sat bang mat thuang, chat chuan lutein phan lap dugc c6 dang bot, mau nau
d6. Két qua thuc nghiém cho thdy, mau caa lutein co thé thay doi tir vang cam, do cam
va nau do, tiy thudc vao do tinh khiét. Do tinh khiét cua lutein cang cao thi mau cua
lutein cang dam.

Két qua do UV-Vis cuia chat chuan lutein ¢ dai do 200 nm dén 800 nm duoc trinh
bay & hinh 3.32. Két qua cho thay lutein c6 do hap thy cao ¢ cac budc song cuc dai tai:

Amax = 424; 446; 474 (nm). Trong d6 cao nhét & budc song 446 nm.

37 Min
sp 0.9 (1

400 |- 400

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
30D 320 340 380 35D 40D 420 440 45D 450 50D
nm

Hinh 3.32. Sic ky @6 UV-Vis ciia lutein

Hop chat LuC - tinh thé lutein. C4oHssO2. [M-H]- 567 m/z. IR: 3200- 3500, 1730,
1614 va 1203 cm™,

Cau trdc cua lutein sau phan lap di dugc xac dinh chinh xac dua vao cac phuong
phép pho mot chiéu va hai chiéu trinh bay & hinh 3.33, 3.34 va 3.35.

Trén phd H-NMR xuét hién tin hiéu caa 15 proton olefinic c6 d6 chuyén dich
hoa hoc dn nam trong vuing tir 5,431 dén 6,656 ppm, cu thé 1a c4c tin hiéu tai 8n 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 nhém metin tai on 2,403 (H-6). Vé phia truong cao hon, tin hiéu cong huong cua
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proton 03 nhdm metylen tai én 2,369 (Ha-4"), 2,045 (Hp-4"), 1,840 (Ha-2), 1,365 (Hp-2),
1,478 (Ha-2), 1,772 (Hp-2); tin hiéu cong huong cua proton 02 nhom oximetin tai ou
4.00 (H- 3"), 4.247 (H-3); tin hiéu cong huong caa proton 10 nhém metyl c6 d6 chuyén
dich hoa hoc nam trong vung tir 0,849 dén 1,971 ppm, cu thé tai on 1,971 (3H), 1,964
(6H), 1,907 (3H), 1,735 (3H), 1,625 (3H), 1,074 (6H), 0,999 (3H), 0,849 (3H).

Hinh 3.33. Ph6 'H-NMR ctia lutein

Hinh 3.34. Pho 3C-NMR cua lutein
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Trén phd 3C-NMR cho thay tin hiéu cua 40 nguyén ta cacbon, bao gém: 02
cacbon khéng lién két véi hydro tai 8¢ 34,05 (C-1'), 37,15 (C-1); 01 cacbon nhém metin
tai 8¢ 55,02 (C-6); 02 cacbon nhém oximetin tai d¢c 65,95 (C-3), 65,12 (C-3'); 03 cacbon
nhom metylen tai ¢ 44,66 (C-2), 42,60 (C-4'), 48,49 (C-2"); 10 cacbon nhoém metyl tai
8¢ 12,76 (13-CHs), 13,12 (9-CHs), 21,62 (5-CHs), 30,28 (1-gem-CHs), 28,75 (1-CHs),
12,82 (13'-CHa), 14,11 (9'-CHs), 22,86 (5'-CHa), 29,52 (1'-gem-CHs), 24,33 (1’-CHa);
va 22 cacbon olefinic ¢6 d6 chuyén dich ho& hoc 8c nam trong ving tir 124,53 dén
138,52 ppm.

Phé HSQC Phé HMBC
Hinh 3.35. Phé HSQC va pho HMBC ciia lutein
Ph HSQC cho céc twong tac gitta proton va cacbon twong ung.

Phé HMBC cho thay tuong tac giita proton H-7 (8n 6.12 ppm) véi cacbon C-6

(6c 55,02 ppm) va C-5 (d¢c 126,2 ppm), twong tac gitra proton H-7' (dn 6,12 ppm) Vai

cacbon C-6' (6¢ 138,01 ppm) va C-5' (6¢c 128,74 ppm), chirng té6 mach nhanh allen dugc

gan vao vi tri C-6 va C-6' ctia hai vong alicyclic. Tuong tac giira proton cua nhém metyl

tai on 1,074 (6H, s, 1-CHjs, 1-gem-CHj3) vai cacbon C-1 (8¢ 37,15 ppm), tuong tac gitra

proton ctia nhom metyl tai 61 0,849 va 0,999 (6H, s, 1'-CHa, 1'-gem-CHz) vai cacbon
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C-1' (3¢ 34,05 ppm) chang t6 hai cip nhom metyl dugc gan vao hai vi tri C-1 va C-1
tuong tng. Su chuyén dich vé phia truong thip cua hai cacbon C-3 va C-3’ chang to ¢6

nhém hydroxyl gan vao hai vi tri nay.

Cac dix liéu phé trén hoan toan tring khép véi sb liéu phd caa lutein [96, 151].

Lutein

Hinh 3.36. Céu triic héa hoc ciia lutein
Lutein dugc xac dinh va kiém ching lai bang phwong phép sac ky long hiéu nang
cao (HPLC). Két qua sic ky d6 duogc thé hién lan luot tir hinh 3.37 dén hinh 3.41 va
bang 3.34.

DADT A Sig=448,16 Ref=360,100 (D, 2018\LLIT EIN 2018/05042019.0MI00008 D)
mAU 4 i
L

12 14 16 18

A S S AT BB SR T s
DAD1 B. Sig=450.16 Ref=360.100 (D 2018LUTEIN 2015.05042015:0M000002 0)
-]

]

L)

i

b &b b L N X oC
3 ! 1

1 1 I 1 )
2 4 6 8 10 12 H_ 16 18 miry

Hinh 3.37. Sic ky d6 HPLC ciia dung mdi
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Hinh 3.38. Sic ky @6 HPLC ciia phan doan LZ5-11

Hinh 3.39. Sic ky @6 HPLC ciia chat chuén lutein d6i chirng

Hinh 3.40. Sic ky d6 HPLC ciia chét chuin lutein tinh ché
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Bang 3.34. Két qua so sanh chit chuin lutein tinh ché va miu déi chirng

Mau Thoi gian luu Ham luwgng
(phat) (%)
Mau lutein chuan déi chirng (Sigma Aldrich) 11,929 98,49
Lutein phan doan lutein LZ5-11 11,528 93,69
Chat chuan lutein tinh ché 11,543 08,46

Két qua cho thay, hop chat dugc tinh ché 1a lutein véi ham lwong cao, trén 98 %,
dap tmg duoc yéu cau ki thuat 1am chat chuan trong phan tich HPLC.

Két qua kiém chung chat chuan lutein sau phan lap bang phuong phap LC-
MS/MS dugc thé hién trén hinh 3.41 va bang 3.35. Két qua cho thdy, miu lutein c6 do
sach 98 % phu hop véi két qua HPLC da do dugc.

Hinh 3.41. Sic ky @6 LC-MS/MS ciia chat chuan lutein tinh ché

Két qua chi ra rang, ion phan tir cua lutein c6 tri sé m/z 12 568,01 va hai phan
manh ion 12 104,531 va 118,6. Biéu nay co thé giai thich 1a do LC-MS/MS la su két hop
cua sac ky long (LC) véi phd khdi (MS). MS/MS 14 sy két hop cua hai may phan tich
pho khéi trong mot thiét bi do. Bo loc MS dau tién cho ion tién chat, ¢ day 14 ion lutein
(568,01), tiép theo la su phan manh cua ion tién chat dudi nang luong cao. Sau d6, phd
khdi tht hai loc cac ion san pham, dugc tao ra bai sy phan manh véi hai manh ion
104,531 va 118,6. Hai phan manh ion nay c6 thé duoc tao thanh bai sy phan manh tir
hai dau chira nhém OH caa lutein, tng véi ion C7H40 (104,531) va ion CsHeO (118,6).

Két qua nay tring vai két qua khi phan tich chat chuan lutein cua Sigma Aldrich.
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Bang 3.35. Két qua LC-MS/MS ciia chét chuén lutein tinh ché

Hop Thai gian | lon phan tir Phan Ché dd ion
A CvV o CE ,
chat lwu m/z manh ion hoa
Lutein 3,22 568,01 38 104,531 64 ES+
3,22 568,01 38 118,6 44 ES+

3.2.6.3. Két qua diéu ché chit chudn zeaxanthin

Hinh anh chét chuan duoc trinh bay & hinh 3.42. Theo dé, zeaxanthin 1a bot mau

vang cam.

Hinh 3.42. Hinh anh chét chuin zeaxanthin da tinh ché
C4u trdc hoé hoc cua zeaxanthin sau phan lap (hinh 3.43) di duogc xac dinh chinh
xéac dua vao cac phuong phap phd 'H-NMR (CDCls) va 3C-NMR (CDCls) trinh bay &
hinh 3.44, 3.45 va 3.46.

Hinh 3.43. Ciu triic héa hoc ciia zeaxanthin

Do ciu trdc cia zeaxanthin ddi xing nén pho *H-NMR va *C-NMR cua hop chat
nay Xxuat hién it tin hiéu cong huong hon so véi lutein. Cuy thé, trén phd H-NMR cua
zeaxanthin xuat hién tin hiéu cong hudéng cua céc proton olefinic bi tring 1ap nhau tai
on 6,585 (overlap), tin hiéu cong hudng cua proton cdc nhom oximetin tai on 3,903 (H-
3, H-3"), cua proton cac nhom metylen tai 0w 1,300 (CH2-2, CH2-2’, CH2-4, CH2-4"), ctia

proton cac nhém metyl nam trong ving tir 0,869 dén 2,170 ppm.

103



Hinh 3.44. Phd 'H-NMR cua zeaxanthin

Tuong ¢ng, phd 3C-NMR cua zeaxanthin xuét hién tin hiéu caa cachon khéng
lien két véi hydro tai 8¢ 37,10 (C-1, C-1"), cacbon nhom oximetin tai 3¢ 54,39 (C-3, C-
3"), cacbon nhom metylen tai 6¢ 30,05 (C-2, C-2’, C-4, C-4"), va cacbon cua c&c nhom
metyl nam trong ving tir 14,00 dén 31,50 ppm. Cac cacbon olefinic c6 do chuyén dich

hoa hoc 8¢ nam trong ving tir 132,16 dén 147,21 ppm.

Hinh 3.45. Pho 3C-NMR ciia zeaxanthin
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Phé HSQC Pho HMBC

Hinh 3.46. Phé HSQC va phé HMBC ciia zeaxanthin
Céc dir liéu phd trén hoan toan tring khop véi sb liéu pho cua zeaxanthin [96, 152].
Két qua phan tich chat chuan zeaxanthin bang HPLC dugc trinh bay tir hinh 3.47
dén hinh 3.50.

Hinh 3.47. Sic ky d6 HPLC ciia phin doan zeaxanthin LZ14-15
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Hinh 3.48. Sic ky d6 HPLC ciia phin doan zeaxanthin Z14.3

Hinh 3.49. Sic ky @6 HPLC ciia phan doan zeaxanthin ZD2

Hinh 3.50. Sic ky d6 HPLC ciia chét chuin zeaxanthin tinh ché
106



Két qua cho thdy, ham lwong zeaxanthin (thoi gian luu tai 12,175 phdt) trong
phan doan LZ14-15 va4i dung mdi rira giai n-hexan/EtOAC/ete (40/10/20, viviv) dat
khoang 81,06 %. Sau qua trinh phan I1ap bang sic ky trén cot silica gel pha thudng Voi
dung moi rira giai n-hexan/EtOAc/ete (4/1/1, viviv) va cét silica gel pha dao C18 vdi
dung moi rua giai ACN/MeOH (9/1, v/v), ham lugng zeaxanthin da tang 1én 92,24 %
va 95,15 % tuwong ng véi cac mau ZD14.3 va ZD2 do cac tap chat da duoc loai bo. Sau
khi két tinh lai, zeaxanthin c6 d6 tinh khiét 95,97 %, dat y&u cau lam chat chuan phan
tich HPLC d6i véi chat chuan zeaxanthin.

Két qua kiém chiing chat chuan zeaxanthin sau tinh ché bang phuong phap LC-
MS/MS duoc thé hién ¢ hinh 3.51. Mau zeaxanthin c6 d6 sach 95 % phu hop voi két
qua HPLC da do dugc.

Hinh 3.51. Siac ky d6 LC-MS/MS ciia chat chuan zeaxanthin tinh ché

Két qua chi ra rang, cung diéu kién phan tich LC-MS/MS nhung ion phan ti cia
zeaxanthin c6 tri s6 m/z 12 568,777 va hai phan manh ion la 104,598 va 90,531. Biéu
nay c6 thé giai thich 1a do lutein va zeaxanthin 1a hai dong phan khac nhau ¢ vi tri cua
mot lién két doi nén ion phan tir déu co gia tri m/z quanh 568. Hai phan manh ion cua
zeaxanthin 13 104,598 va 90,531, trong d6 phan manh 104,598 c6 gia tri gan gidng nhu
phan manh 104,531 cua lutein, phan manh ion con lai khac nhau. Piéu nay duoc giai
thich 1a do lutein va zeaxanthin déu c6 hai dau chira nhém OH, mét trong hai dau nay
c6 cau trdc gidng nhau nén cing phan manh ion quanh gié tri 104, dau chita nhém OH
con lai khac nhau vi tri mot lién két doi nén phan manh ion khac nhau. Hai phan manh
ion nay c6 thé ung véi ion C7H40 (104,598) va ion CeH20 (90,531). Két qua nay tring

vé6i két qua khi phan tich chat chuan zeaxanthin cua Sigma Aldrich.
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3.2.7. Phwong phap bao quén san pham lutein va zeaxanthin

Két qua khao st anh huong cua cac diéu kién bao quan dén chét luong cua lutein

duoc trinh bay trong bang 3.36 va hinh 3.52.

Bang 3.36. Két qua khao sat anh huéng ciia diéu kién bio quan dén chat lwong lutein

Ham lweng lutein trong san pham (%)
Theoi gian bao | Anh sang tl,ronhién, Tranh én!ﬂ sang, - | Tranh énhoséng, 25
quan 25-30°C 10°C -30°C
t=0 96,3 96,3 96,3
Sau 1 tuan 87,9 96,3 96,1
Sau 2 tuan 84,2 96,3 95,2
Sau 3 tuan 75,7 96,3 94,1
Sau 4 tuan 74,1 96,3 92,2

Két qua cho thay, lutein bi anh hudng manh boi anh sang, cudng do anh sang lién
tuc khién cho lutein d& bi chuyén hoa, giam nhanh chét lugng. Lutein duoc bao quan tot
trong moi trudng tranh anh sang. Lutein gan nhu khong thay dbi chat lwong trong 4 tuan
khi bao quan tranh anh sang va dé lanh. Vay, lutein nén dugc bao quan trong mdi trudng

chan khong, tranh anh sang ¢ nhiét do thap.

Anh sang ty nhién
Tréanh anh sang, -10 °C
Tréanh anh sang

100 |

(o]
o

74.1

Ham lugng lutein, %
~ (0]
o o

(o2}
o

0 1 2 3 4
Thoi gian bao quan, ngay

Hinh 3.52. Anh hwéng cia diéu kién bao quan dén chat lweng lutein
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3.3. KIEM NGHIEM PQ ON PINH VA POC TiNH CUA SAN PHAM

3.3.1. P9 6n dinh ciia sin pham lutein

Két qua kiém nghiém d6 6n dinh cua lutein (ham luong lutein tong 92,9 %) duoc
trinh bay trong bang 3.37 va hinh 3.53.

Bang 3.37. Két qua kiém nghiém dd 6n dinh cia lutein

Ham lweng lutein tong (%)
STT Thoi gian bao Nhiét do Nhiét a9 0°C Nhiét d§ moi
quan -10°C truong
1 t=0 96,3 96,3 96,3
2 Sau 1 tuan 96,3 96,3 96,0
3 Sau 2 thang 96,2 96,2 95,7
4 Sau 6 thang 96,2 95,0 93,1
5 Sau 9 thang 96,1 94,0 92,71

Két qua cho thdy, sau 9 thang, d6 on dinh cua lutein déu rat cao du dugc bao quan

& cac nhiét do khac nhau (mdi trudng chan khéng), ham luong lutein tong & cac mau

déu > 92 %. Mau bao quan & nhiét do thap (-10 °C), ham luong lutein it bién di hon so

V6i bao quan ¢ cac khoang nhiét do cao hon. Vay, lutein hoan toan cé thé bao quan &

nhiét do thudng hodc nhiét do thap trong diéu kién chan khéng, tranh énh sang.

Ham luong lutein téng, %
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-10°C
0°C
96.3 Nhiét do moi truong
96.1
94
92.7

Thoi gian, thang

Hinh 3.53. Két qua kiém nghiém d 6n dinh caa lutein

109



3.3.2. Thir nghiém déc tinh cip, doc tinh ban trwong dién cia san pham lutein

Theo huéng dan cua To chic Y té thé gidi va quy dinh cua Bo y té Viét Nam,
ngoai trir cac bai thudc cd phuong duge chiét xuat theo phuong phap truyén thong, tat
ca cac thude c6 nguodn gdc tir duge lidu phai danh gia doc tinh cip va ban trudong dién
trén dong vat trudc khi dua vao thir nghiém trén nguoi. Hon hop lutein va zeaxanthin
1a hoat chat chiét xuat tir duoc liéu, do d6 viéc nghién ctru tinh an toan trong d6 gém
nghién ctru ddc tinh cép va doc tinh ban truong dién trén dong vat thuc nghiém la can

thiét va bt budc.
3.3.2.1. Nghién ciru djc tinh cip

Két qua nghién ctru doc tinh cap cia lutein duoc trinh bay & bang 3.38.

Két qua chi ra rang chudt da duoc cho udng lutein toi mac liéu cao nhat 1
3000 mg/kg/ngay, gap hon 1000 1an liéu du kién c6 tac dung (liéu du kién c6 tac
dung & chudt nhat 1a 2,88 mg/kg/ngay), sau udng lutein 72 gio va 168 gio, tat ca chuot
thi nghiém & cac 16 déu hoat dong, dn udng binh thudng, chét thai binh thuong, khéng
c6 chudt nao chét. Két qua nay ciing phu hop véi nghién cau caa R Ravikrishnan
va cong su [153] danh gia doc tinh cdp cua Lutemax 2020 (gém lutein and
zeaxanthin), cho chudt céng udng dén lieu 2000mg/kg ma khdng cé chudt nao chét,
khong c6 dau hiéu cua doc tinh. Vay, chua tim thdy LDso cua lutein theo duong
uéng trén chudt nhat trang voi muc liéu cao nhat chudt udng trong 24 gio 1a 3000
mg/kg thé trong/ngay, lutein c6 tinh an toan cao trong thir nghiém doc tinh cap theo
duong udng.

Bang 3.38. Két qua nghién ciru dc tinh cap theo dwong udng ciia lutein trén chudt

Lo Li¢u dung Thé tich S6 chudt song/chét | S6 chudt song/chét
chudt | (mg/kg thé trong) cho udng sau 72 gio sau 168 gio
L1 1000 0,2mL/10g 10/0 10/0

Lo 2 1500 0,2mL/10 g 10/0 10/0

L6 3 2000 0,2mL/10 g 10/0 10/0

Lo 4 2500 0,2mL/10 g 10/0 10/0

LOS 3000 0,2mL/10 g 10/0 10/0
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3.3.2.2. Nghién citu déc tinh ban trwong dién

- Tinh trang chung
Céc chudt ¢ ca 16 chimg va cac 16 dung thudc thir lutein déu hoat dong binh

thuong. Chudt 16ng muot, da niém mac binh thudng, in udng binh thudng, phan thanh

Khuon.
- Su thay doi thé trong cua chugt

Két qua nghién ctru a&nh hudng cua lutein dén trong luong cua chudt duge trinh
bay ¢ bang 3.39.

So séanh trong ting 16 gitra cac thoi diém nghién ctu, trong lugng chudt ¢ cac lan
can sau déu 16n hon lan can trude (p < 0,01). So séanh gitra cac 16 tai cung thoi diém
danh gia, khong co su khéc biét vé trong luong chudt (p > 0,05).

Bang 3.39. Két qua nghién ciru dznh huéng ciia lutein dén trong lwong chudt

Thoi Trong lugng chudt (X + SD) (9)

Pyiira cac 16

diém Lo chieng (1) L6 thir 1 (2) Lo thir 2 (3)

Do (a) 168,60 + 4,52 171,90 + 4,53 169,80 + 3,79 p1-2> 0,05

Dus (b) | 198,16 + 4,86 202,04 + 8,42 201,84 +9,17 | pis>0,05

Dao (C) 216,08 + 7,64 219,11 + 5,58 218,82 +5,18 p2-3> 0,05

Pa-b< 0,01; pp-c< 0,01; pac< 0,01 -

P truoc sau

- Anh huéng cua lutein lén cdc chi sé huyét hoc ciia chudt
Két qua nghién ctru anh hudng cua lutein 18n céc chi s6 huyét hoc cia chudt dugc

trinh bay tir bang 3.40 dén bang 3.44.

Bang 3.40. Két qua nghién ctru anh hwéng cia lutein dén sé lwong hong ciu

. Héng cau chudt (X + SD)
Thoi diem
Pyiira cac 16

Lo ching (1) | Lothir1(2) | L6 thir2 (3)
Do (a) 820+1,98 | 859+098 | 8,67+1,30 p12> 0,05
Das (b) 8,11+0,67 | 832+067 | 828x1,24 p13>0,05
Deo (C) 7,96+059 | 806+0,97 | 817+0,52 p2-3> 0,05

pa-b> 0,05, pa-c> 0,05, pb-c> 0,05 =

P truec sau ciing 16
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So sanh trong cung 16 & cac thoi diém trude nghién ciu, sau udng lutein 45 ngay
va sau ubng lutein 90 ngay, s6 luong hong cau trong mau chudt thay doi khdng cé y
nghia thong ké (p > 0,05). So sanh giira c4c 16 trong cling mét thoi diém nghién cau sb
lwong hdng cau trong méau chudt thay doi khong c6 v nghia théng ké (p > 0,05). Nhu
vay, lutein khdng anh huong dén sé luong hdng cau cua cac chudt thir nghiém.

Bang 3.41. Két qua nghién ctru anh huéng cia lutein dén ham lwong huyét sic to

Huyét sac té chudt (X = SD) (g/dI)

Thoi diém

Lo chang (1) | Lothir 1 (2) Lothir 2 (3) | Paiwacicio
Do (a) 125,90 + 1507 | 12550+9,80 | 124,90+16,72 | pr2>0,05
Duis(b) | 12520+12,40 | 126,10+ 1595 | 12570+ 1571 | p1a> 0,05
Dso (C) 125,60 + 12,41 | 126,60+ 1827 | 126,20+ 1454 | pa-s> 0,05

P trusc sau cing 16

Pa-b> 0,05, Pa-c > 0,05, Po-c> 0,05 -

So sanh trong cuing 16 & cac thoi diém trude nghién cau, sau ubng lutein 45 ngay va
sau udng lutein 90 ngay, nong do huyét sac t trong mau chudt thay doi khong co ¥ nghia
thong ké (p > 0,05). So sanh giita cac 16 trong cling mot thoi diém nghién cau, néng do huyét
sac t trong mau chudt thay doi khong co ¥ nghia théng ké (p > 0,05). Nhu vay, nong do
huyét sic t trong mau chuot khdng bi anh huong bai lutein.

Bang 3.42. Két qua nghién ctru dnh hwéng ciia lutein dén hematocrit

) Hematocrit (X + SD) (%)
Thoi diem

Lo ching (1) | Lothirl(2) | Lothir2 (3) Pitta céc 1o
Do (a) 39,93+495 | 4102+342 | 40,37+264 | pi2>0,05
Dus (b) 4154+1,80 | 3971+4,11 | 4153+171 | pi3>0,05
Dso (C) 41,40 £2,73 | 41,92+2,66 | 41,69+341 | p23>0,05

pa-b> 0,05, pa-c> 0,05, pb-c> 0,05 -

P truec sau ciing 16

So sanh trong cling 16 & cac thoi diém truée nghién ctu, sau udng lutein 45 ngay
va sau uéng lutein 90 ngay, hematocrit trong méau chuét thay d6i khong cé y nghia thong
ké (p > 0,05). So sanh giita cac 16 trong cling mot thoi diém nghién ciu, hematocrit
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trong mau chudt thay d6i khong co ¥ nghia théng ké (p > 0,05). Vay, hematocrit trong

méu chudt khong thay doi khi chudt udng lutein.

Bang 3.43. Két qua nghién ctru anh huwéng cia thude thir dén sé lwong bach cau

Bach ciu mau chugt (X + SD) (G/1)

Thoi diém
Loching (1) | Loth1(2) | Lo thi2(3) Pyira céc 16
Do () 8,95+1,55 9,07+1,65 8,53+ 2,34 p1-2> 0,05
Dss (b) 8,89 £ 2,65 8,91 + 3,07 8,34 £ 1,54 p1-3> 0,05
Dgo (C) 9,06 2,16 8,88 £2,52 8,69 +2,40 p2-3> 0,05

Pa-b> 0,05, Pa-c> 0,05, pb_c> 0,05 -

P trusc sau cing 16

So sanh trong cuing 16 & cac thoi diém trude nghién ciru, sau udng lutein 45 ngay
va sau udng lutein 90 ngay, sé lugng bach cau trong méau chudt thay doi khdng cé y
nghia thong ké (p > 0,05). So sanh giira c4c 16 trong cling mét thoi diém nghién cau sb

lugng bach cau trong méau chudt thay d6i khong c6 ¥ nghia thong ké (p > 0,05).

Bang 3.44. Két qua nghién ctru anh hwéng ciia lutein dén sé lwong tiéu ciu

Thoi S6 lwong tiéu cau mau chudt (X + SD) (G/I)

diém L6 ching (1) Lo thir 1 (2) Lo thir 2 (3) Paiia céc 16
Do () | 62502 +14567 | 627,10 +144,16 | 657,20+ 176,07 | pi2> 0,05
Das (b) | 640,60+ 17542 | 63500+ 68,35 | 647,85+90,89 | pis>0,05
Deo (¢) | 612,80 156,32 | 615,75+ 21354 | 691,25+ 177,56 | p23>0,05
D truse sau Pat> 0,05 Pac> 0,05; po-c> 0,05

cung 16 -

So sanh trong cuing 16 ¢ cac thoi diém trude nghién ciu, sau udng thude thir 45

ngay va sau ubng thudc thir 90 ngay, sé luong tiéu cau trong mau chudt thay doi khéng

c6 ¥ nghia thong ké (p > 0,05). So sanh giira c4c 16 trong cung mét thoi diém nghién

ctru s luong tiéu cau trong mau chudt thay doi khong co ¥ nghia thong ké (p > 0,05).
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- Anh hudng ciia thuéc thir 18n cac chi sé sinh héa ciia chudt

Két qua nghién ciu anh hudng cua thudce thir 18n cac chi sé sinh hoa cua chudt
duoc trinh bay ¢ bang 3.45, 3.46 va 3.47.

Bang 3.45. Két qua nghién ctru anh huéng ciia thudc thir dén hoat do AST, ALT

| Thoi Két qua (X = SD, n=8)
Chi so 3

diém L6 ching (1) L6 tri 1(2) L6 tri 2 (3) Pyitra céc 1o
Do (a 129,30 £ 19,65 | 128,40+ 30,35 | 129,50 + 29,15 | p12> 0,05
AST | Das@ 124,60 + 15,28 | 126,10 +22,94 | 128,40 + 24,69 | p1.3>0,05
(U1) | Daoge) 118,30 + 36,09 | 127,90 + 26,83 | 130,90 + 30,71 | p2-3> 0,05

P truse sau Pa-b> 0,05; Pa-¢> 0,05; po-c> 0,05 -
Do 93,00+ 26,02 | 84,80+39,95 | 86,60+14,26 | p1»>0,05
ALT | Daso) 91,70+ 20,34 | 81,60+30,18 | 8580+29,93 | pi.3>0,05
(M) | Daoge) 89,70+ 1533 | 86,20+1298 | 83,50+ 19,65 | pz-3>0,05

P trusc sau Pa-b> 0,05; pa- > 0,05; po-c> 0,05 -

So sanh cac 16 véi nhau trong cling mot thoi diém, ciing nhu so sanh trong ting 16

gitra cc thoi diém thi nghiém, hoat do cac enzym AST va ALT trong mau chudt thay doi

khong c6 ¥ nghia thong ké (p > 0,05). Nhur vay lutein véi cac mic liéu va thoi gian sir dung

trong nghién cau khong lam thay doi hoat d cac enzym AST va ALT, lutein khéng gay ra

hty hoai té bao gan trén chuét nghién cuu.

So sanh cac 16 véi nhau trong cling mot thoi diém, cling nhu so sanh trong ting 16

gitra cac thoi diém thi nghiém, nong do albumin va cholesterol toan phan trong mau chudt

thay d6i khong c6 y nghia thong ké (p > 0,05). Nhu vay lutein véi cac muc liéu va thoi gian

sir dung trong nghién ciru khong 1am thay déi ndng do albumin va cholesterol toan phan trong

mau chuot nghién cuu.
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Bang 3.46. Két qua nghién citu dnh huéng cia thude thir dén nong d albumin va
cholesterol toan phan

) Thoi Két qua (X = SD, n=8)
Chi so "
diém | 4 chang (1) L6 tri 1(2) L6 tri 2 (3) Pyiaciclo
Do (a) 28,18+269 | 2820+133 | 2850+ 161 | p,,>0,05
Albumin = o | 2842165 | 2852125 | 28224193 | pis>0,05
huyét trong
@/ Dooe) 28,31+2,06 | 2860+1,85 | 2830+1,89 | P23>0,05
P trwéc sau Pa-b > 0,05; Pa-c> 0,05; Pb-c > 0,05 -
Do (a) 1,06 + 0,43 0,98 + 0,27 1,09£031 | p,,>0,05
Cholesterol
‘ Das (v) 0,99 + 0,46 0,96 + 0,27 1,01+ 0,34 | pi3>0,05
toan phan
Doo(c) 1,10 £ 0,32 1,02 £ 0,32 0,97 +0,42 | P23>0,05
( mmol/l)
P trwéc sau Pa-b > 0,05; Pa-c> 0,05; Pb-c > 0,05 -

Bang 3.47. Két qua nghién citu anh hwéng cia lutein dén ndong dd creatinin

Thoi diém

Creatinin (umol/l; X + SD, n=8)

L6 ching (1) L6 tri 1(2) L6 tri 2 (3) Poitra caclo
Do @) 46,40 + 4,58 4650 £593 | 44,80+434 | p12>0,05
Dss (o) 44,20 + 2,44 43,20 +4,64 | 4560+3,60 | P1-3>0,05
Doo(o) 48,50 + 5,26 4570 +534 | 4470+372 | P23>005
P trwsc-sau Pab> 0,05; pa.c> 0,05; poc > 0,05 -

So sanh cac 16 véi nhau trong cling mot thoi diém, cling nhu so sanh trong ting 16

gitra cac thoi diém thi nghiém, ndng d6 creatinin trong méau chudt thay doi khong c6 y nghia

thong ké (p > 0,05). Nhu vay, lutein véi cac mic liéu va thoi gian sir dung trong nghién ciu

khong 1am thay doi ndng do creatinin trong mau chudt nghién ctu.

3.3.2.3. Két quda mé bénh hoc gan, thin chudt nghién ciru

- Dai thé

Két qua dai thé caia chudt thi nghiém duoc thé hién ¢ hinh 3.54.
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#

Hinh anh gan, thdn, lach Hinh anh gan, than, lach 16 Hinh anh gan, thdn, lach 16
16 chizng tri l tri 2

Hinh 3. 54. Hinh anh dai thé gan, lach, than chut thi nghi¢m

Két qua cho thay, mau sic, hinh thai cia gan, lach va than & hai 16 dung lutein khéng
khéc so véi chimg khi quan sat dai thé bang mat thuong duéi kinh lp c6 d6 phong dai 25
lan. Hinh anh dai thé céc tang gan, lach, than cua chudt & céac 16 tri 1, 16 tri 2, 1a cac 16
cho udng lutein, c6 mau niu do thim ddng déu, bé mat nhin, khéng cd u cuc hoic xuat
huyét, co dan hoi khi an xudng, khoéng khac biét so véi hinh anh gan, lach, than cua

chuot ¢ 16 chung.
- Vithé

Két qua mo bénh hoc gan, lach, than ctia chudt sau 90 ngay uéng thude duoc thé
hién ¢ hinh 3.55.

Két qua nghién ciu vé mo bénh hoc gan, lach, than chuot cho thay lutein ding duong
udng véi liéu 1,68 mg/kg/ngay, va liéu 8,40 mg/kg/ngay lién tuc trong 90 ngay, khéng gay
ton thuong trén gan, than, lach cia chudt, khdng thay cé su khac biét vé cau tric vi thé

gan, lach, than gitra 16 tri 1 va 16 tri 2 v&i 16 chung.

Céc két qua thuc nghiém cho thay, dung lutein liéu 1,68 mg/kg/ngay va liéu 8,40
mg/kg/ngay, trong 90 ngay lién tuc, chudt déu khoe manh, tang trong tét, cac chi s huyét
hoc (hdng cau, huyét sic t6, hematocrit, thé tich trung binh hdng cau, bach cau, tiéu
cau), cac chi tiéu sinh héa mau danh gia chtic niang gan, than (hoat d6 cac enzym AST,
ALT, albumin huyét twong, cholesterol toan phan, creatinin) khong thay d6i, khong gay
t6n thwong md bénh hoc gan, lach, than. Vi li do dé, lutein duogc coi la an toan khi sir

dung bing duong udng.
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Hinh thai vi thé lach

Vel

Chugt 8 16 chi#ng (HE x
400): cac bé gan va tiéu 400): Cac nang lympho 400): Cac mao mach trong
thiy gan binh thuong, véitadm mam réngvatrung tiéu cau va khe than binh
khong coé thodi hda, xdm tam c6 déng mach but thwong. Cac té bao biéu
nhdp viém, tinh mach trung 16ng. Cdu trGc lach binh mé éng thdn binh thuong.
tam khong gian, khong thurong.

xung huyét.

< Pt P
\ipAa
) L} . ‘v

Chugt 16 10 tri 1 (HE x 400):  Chugt 14 16 tr; 1 (HE x 400):
cac bé gan vatiéu thly gan, ¢ Cdu tic liach binh thuong. Cac cau tric nhumd than binh
bao gan binh thuong. Hinh Hinh dnh vi thé khong khac #huong. Hinh dnhvi thé khong
anh vi thé khdng khéc biét so  bigt so véi 16 chung. khac biét so vai 16 chiing.

vai 16 chemng.

L » <
% o) :

Chugt 22 16 trj 2 (HE x 400): Chugt 27 16 tr 2 (HE x 400): Chugt 24 16 trj 2 (HE x 400):
cac bé gan va tiu thity gan, té  Cdu tric ldch binh thuong. CACcdu tric nhumd thén binh
bao gan binh thong. Hinh Hinh dnh vi thé khong khac  #huong. Hinhdnhvi thé khdng
anh vi thé khdng khac biét so  biét so véi 16 chiing. khac biet so véi 16 chimng.

vai 16 chung.

Hinh 3. 55. Hinh anh vi thé gan, lach, thin chut nghién ciru
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Nghién ctru ban truong dién duoc thyc hién trong thdi gian 3 thang la do theo hudng
dan cta T6 chire Y té thé gidi va quy dinh cia Bo y té Viét Nam, thoi gian nghién ctru
ban trudng dién trén dong vat thuong gap 4 1an thoi gian dy kién dung trén nguoi. Tuy
nhién, néu nghién ctru trén dong vt trong thdi gian qua dai, dic biét khi cho dong vat
dung thudc cudng birc (qua kim cong dau i), mot s6 yéu té nhidu c6 thé anh huong dén
két qua nghién ctru. Vi li do d6, trong truong hop thoi gian du dinh sir dung trén ngudi
la dung hang ngay trén 30 ngay thi thoi gian nghién ciru ban trudng dién trén dong vat
la 3 thang.

3.4. BAO CHE NHU TUONG NANO LUTEIN
3.4.1. Lua chon thong so dé thiét ké thi nghiém
3.4.1.1. Lwa chon chit hoat djng bé mit wa diu
Chat hoat dong bé mat cd kha nang dinh huéng trén bé mat phan céch gitra hai
pha ran-long tao thanh mét 16p don, da phan tir hoic cac ion bao xung quanh cac tiéu
phan lutein, d6ng thoi 1am giam sirc cang bé mat, cai thién tinh tham caa cac tiéu phan
lutein v&i moi truong phan tan.
Két qua xac dinh kich thuéc tiéu phan trung binh cia nhil trong nano lutein khi
str dung cé4c chat hoat dong bé mat wa dau khac nhau dugc trinh bay trong bang 3.48.
Bang 3.48. Két qua xac dinh anh hwéng cia chat hoat dong bé mat wa dau

dén kich thwéc tiéu phan trung binh ciia nhii twong

Chat hoat @ong bé mit Span 60 Span 80 Span 40 Leucithin

KTTP, nm 56 89 114 157

(Piéu kién: lutein 5 % trong dau nanh; dau nanh 1 %; tween 80 18 %; pectin 0,06 %
va nwéc cat 100 ml).
Két qua cho thay c6 su khac biét vé KTTP giita cAc mau sir dung chét hoat dong
bé mit wa dau khac nhau. Nhii twong nano lutein sir dung chat hoat dong bé mat span
60 ¢ KTTP nho nhat. Vi viy, span 60 dugc chon trong cac nghién cuau tiép theo.

3.4.1.2. Lwa chon chit hoat dong bé mdt wa nwéc

Két qua xac dinh kich thuéc tiéu phan trung binh cua nhil trong nano lutein khi

sir dung céc chat hoat dong bé mat wa nudce khac nhau duoc trinh bay trong bang 49.
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Bang 3.49. Két qua xac dinh anh hwéng cia chat hoat ddng bé mit wa

nuée dén kich thwéc tiéu phan trung binh ciia nhii twong

Chat hoat dong bé mit Tween 80 | Tween 60 | Poloxame | Cremophor RH40
18% 18% 18% 18%

KTTP, nm 56 72 112 134

(Piéu kién: lutein 5 % trong dau nanh; dau ddu nanh 1 %; Span 60 4 %;
pectin 0,06 % va neoc cat 100 ml).
Két qua cho thay c6 sy khac biét vé KTTPTB giira cAc mau sur dung chat hoat
dong bé mat khac nhau. Nhii twong nano lutein sir dung chat hoat dong bé mat tween 80
c6 KTTP nho nhat. Vi vay, tween 80 duoc chon trong cac nghién ctu tiép theo.

3.4.1.3. Chon néng dé lutein/ddu nanh

Két qua khao st kha ning hoa tan cua lutein trong dau nanh duoc trinh bay trong
bang 3.50.

Bang 3. 50. Trang thai ciia pha diu khi thay d6i nong d¢ lutein

Nong d6 lutein trong dau nanh Trang thai cam quan
(%, wiw)

1 Lutein tan hoan toan
2 Lutein tan hoan toan
3 Lutein tan hoan toan
4 Lutein tan hoan toan
5 Lutein tan hoan toan
6 Lutein tan 1 phan

Thuc nghiém cho thay, sau mot thoi gian bao quan & nhiét do phong thi cac mau
c6 ndng do lutein tir 6 % trd 1én, lutein dan tach ra & dang cac hat chét rin nhé mau cam
lo ling trong hé, sau d6 lang xudng ddy. Diéu nay 1a do lutein khong tan hét trong dau
nanh. Do d, ty 1é lutein trong dau nanh dé thiét ké thi nghiém 1 5 % wiw.
3.4.1.4. Chon ty lI¢ O/W va ham luwong tween 80

Két qua khao sat anh huong cua ty 16 O/W va ham luong tween 80 dén trang thai
hé nhil twrong duoc trinh bay ¢ bang 3.51.
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Bang 3. 51. Trang thai ciia hé nhii twong lutein khi thay déi ty 1¢ tween 80

Ty 1€ O/W, Ham luwgng tween 80, | Trang thii cim quan
(%, wiw) (%, wiw)
0,5 12 Mo duc
0,5 14 Trong sudt
0,5 16 Trong sudt
0,5 18 Trong subt
1,0 12 Mo duc
1,0 14 Trong sudt
1,0 16 Trong sudt
1,0 18 Trong sudt
15 12 Mo duc
1,5 14 Mo duc
1,5 16 Hoi duc
1,5 18 Hoi duc

(Pieu kién: pha mréc (W), pectin 0,06 %; pha dau (0), 5 % lutein; span 60 4%)

Két qua cho thay, véi cing mot ty 18 O/W nhu nhau khi ndng d6 tween 80 cang
cao thi hé vi nhil twong cang trong do cac hat vi nhii tuong lutein/dau nanh s& dugc bao
boc bai tween 80 cang nhiéu, hé cang duoc bao vé chdng lai su keo tu, do d6 hé cang
6n dinh. Khi nong do tween 80 thip (dudi 14 % w/w), cang ting ty Ié O/W thi hé cang
duc, hé vi nhil twong lutein tao thanh khdng bén viing, cac hat nhil twong dé dang b keo
tu. Didu ndy duoc giai thich 12 do tween 80 la chit HDBM wa nuéc manh (c6 HLB =
15), ham lugng tween 80 anh hudng manh dén d6 duc ciia hé nhii trong tao thanh [154],
c6 nghia 13 ndng d6 tween 80 dudi 14 % khong du dé bao vé céc hat vi nhil twong khoi
su keo tu. Khi ty 1¢ tween 80 ting 1én thi hé vi nhil twong tao thanh rat bén, dugc phan
tan va on dinh tét trong méi trudng nudce. Ty 16 O/W > 1,5, hé md duc & cac ham luong

tween 80.

Ngoai ra, néu tween 80 duoc str dung voi ham lwong qué cao, cd thé tao ra cac

micel, dong vai trd nhu chat két dinh gitra tiéu phan va thic day hinh thanh két tu trong
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nhil trong [155]. Tween 80 1a phan tir ¢6 phan dudi ky nudc dai chira cac lién két chua
bio hoa hap phu l1&n bé mit tiéu phan lutein va phan dau 16n tao ra hang rao ning lwong

khong gian ngan can hién tugng két ty.

Tween 80 véi ham luong téi da 18 % w/w ciing pht hop Vvéi cac cong b trudc
day. Vi vay, lya chon ty 18 O/W 1 % (w/w) va ham luong tween 80 tir 14 — 18 % dé bao

ché nhii trong lutein.

Nhuoc diém cua tween 80 12 tao ra I6p hap phu mong trén bé mit tiéu phan va
tao ra sy 6n dinh khong gian gitra cac tiéu phan kém hiéu qua hon so véi cac polyme
khoi lwong phan tir I6n [156]. Vi vay, tween 80 s& dugc nghién ctu phdi hop véi mot

polyme ua nudc.

3.4.1.5. Chon ham luwgng span 60

Két qua khao sat anh huong cia ham lugng span 60 dén trang thai hé nhii tuong

duoc trinh bay ¢ bang 3.52.

Bang 3. 52. Trang thai ciia hé nhii twong lutein khi thay déi ham luong span 60

Mau Ham lwgng span 60, % w/w | Trang thai cam quan
1 1 Hoi duc
2 2 Trong mo
3 3 Trong sudt
4 4 Trong sudt
5 5 Mo duc

(Piéu kién: pha nwéc (W), pectin 0,06 %; pha dau (O), 5 % lutein; tween 80 18 %)

Két qua thuc nghiém cho thay trong khoang khao sat thi ham luong span 60 c6
anh huong dén d6 duc cua nhil twong lutein. Ham luong span 60 qué cao (> 5 % wiw)
hodc qua thap (< 1 % w/w) déu anh hudng dén sy bén vitng cua trang thai vi nhil tuong.
Nguyén nhan 12 do span 60 la chét nhii hoa ua dau hon (c6 HLB = 4,7), khi cho vao hé
nd s& hap phu tot hon trén cac giot dau tao thanh 16p hap phu thir nhat (16p hap phu nay
c6 tac dung lam giam bét sy cach biét vé d6 phan cuc giira pha dau va pha nuéc); sau
d6 cac phan tir tween 80 (HLB = 15) s& hap phu tiép tuc tao thanh 16p hap phu tht hai
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wra nudc hon, 1am cho cac giot dau phan tan va 6n dinh tét hon trong méi truong nudc
nén hé s& trong sudt. Cac ty 1& span/ tween tao ra cac hé thong nhii hoa c6 cac gia tri
HLB khac nhau. Span 60 tao ra nhii trong O/ W 6n dinh va hai hoa khi két hop voi
tween 80. Viéc két hop sir dung dong thoi span 60 (c6 HLB thap hon) bén canh tween
80 (c6 HLB cao hon) 1a can thiét vi khi d6 sé& tao ra 2 16p nhii hoa hap phu tét hon trén
bé mit cac vi hat dau, gitp 1am giam su khéac biét vé d6 phan cuc gitra pha dau va pha
nuéc hiéu qua hon, do d6 gitp bao vé hé vi nhii twong tot hon. Néu ham luong span 60
qua thap s& khong du dé tao 16p nhii hoa thtr nhét, anh hudng dén kha ning nhii hoa cua
tween 80 nén hé kém 6n dinh, cac giot dau dé keo tu va 1am hé bj duc. Nguoc lai, ham
lwong span 60 I6n qua thi lwong span 60 du thira s& hap phu canh tranh véi tween 80,
lam cho hé kém wa nudc va tré nén duc hon. Vi vay, lua chon ham lugng span 60 tir 2

— 4 % dé bao ché nhil trong lutein.
3.4.1.6. Lwa chon polyme wa nwoc

Nhili trong nano duoc tao thanh kém 6n dinh vé mit nhiét dong hoc. Hé tiéu phan
nano sé& giam ning luong bé mat bang cach két tu hoic hoa tan va két tinh tro lai cua
tiéu phan nho hon thanh tiéu phan 16n hon (két tu Ostwald) [157], [155]. Mic di nhii
tuong nay di st dung chat hoat dong bé mat nhung do tween 80 1a phan ti nho, tao ra
I6p hap phu mong trén bé mat tiéu phan va tao ra su 6n dinh khdng gian gitra cac tiéu
phan kém hiéu qua hon so vai cac polyme khéi lwgng phan ti 16n [156]. Vi vay, két hop
tween 80 véi polyme wa nudéce l1a can thiét. Su c6 mat cua cac polyme nay trong nhii
tuong nano c6 thé lam giam nang lugng bé mat tiéu phan bang cach hap phu trén bé mat
tao thanh 16p 4o ua nudc ngan chian qua trinh két tu hoic tao su cong kénh vé mat khdng
gian va tich dién cho bé mat tiéu phan [158]. Trong khudn kho cac hudng nghién ciu
cua Phong Thi nghiém trong diém Cdng nghé loc, ha dau, pectin 1a mot polyme ua
nude duoc chon dé tién hanh khao sét.

Pectin 12 mot heteropolysacarit ti nhién duoc sir dung trong dugc pham va thyc
pham nhu mot chat tao gel va chit n dinh nhd kha ning 1am ting d6 nhét cua nhi twong
Vva giam stc cang bé mat gitta dau va nudc hodc dé tao két cau nhii twong [159]. Pectin
cling tham gia vao su hinh thanh cac hat nano nhu mét phuong tién van chuyén thuée.

Két qua khao sat anh huong cua ham lugng pectin dén trang thai hé nhii trong

duoc trinh bay ¢ bang 3.53.
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Bang 3. 53. Trang thai ciia hé nhii twong lutein khi thay d6i ham lweng pectin

Mau Ham lwong pectin, % w/w Trang thai cam quan
1 0,02 Trong sudt
2 0,04 Trong suét
3 0,06 Trong sudt
4 0,07 Pectin khdng tan hoan toan
5 0,08 Pectin khdng tan hoan toan

(Piéu kién: pha dau (0), 5 % lutein; tween 80 18 %:; span 60 4 %)

Két qua cho thay, pectin c6 nong do trén 0,06 % khong tan hét trong nudc. Vi
vay, lya chon ham lugng pectin tir 0,02 — 0,064 % dé bao ché nhii twong lutein.

Quaé trinh bao ché dang nhil twong nano s& tao ra dién tich bé mat 16n 1am thay
d6i nang luong tuy do Gibbs. Nhil twong nano dugc tao thanh kém 6n dinh vé mat nhiét
dong hoc va c6 xu huéng giam téng nang lugng bang cach két tu tré lai. Vé mat dong
luc hoc, qué trinh két tu phu thudc vao ning lwong hoat hoa va nang luong nay bi anh
huong boi sy c6 mat cua polyme 6n dinh [160]. Cac polyme c6 tac dung lam giam két
tu tiéu phan do tao su cong kénh vé khong gian va tich dién bé mat tiéu phan [158]. Do
d6, bén canh vai trd cua chat hoat dong bé mit, cac polyme c6 vai trd quan trong ddi véi
nhil trong nano. Viéc sir dung két hop chat hoat dong bé miat véi polyme 1am ting tinh
6n dinh cta nhil twong nano [157].

Mic du kha nhiéu cdng trinh nghién ciu vé dang bao ché nhii tvong nano da
dugc cdng bd, viéc danh gia va so sanh kha ning cia cac polyme dén tinh 6n dinh cua
nhil trong nano con rat it. Polyme ua nudc cling vai chat hoat dong bé mit tao ra hang
rao ning lugng, gitip ngan chan qua trinh két tu Ostwald. Bong thoi, sy 6 mat cua cac
polyme con lam ting d6 nhét, ting nang luong bién dang dé pha va tiéu phan [155].
3.4.2. Thiét ké thi nghiém

Cong thirc nhil twong nano lutein dugc thiét ké theo bang 3.54.
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Bang 3. 54. Cong thirc nhii twrong nano

Stt Thanh phan Ham lwong
1 Lutein 5%

2 Dau dau nanh 1%

3 Tween 80 Thay dbi

4 Span 60 Thay doi

5 Pectin Thay doi

6 Nuéc cat 2 1an 100 ml

Chd thich:
- Ham lwong lutein duwoc tinh theo khéi lwong pha dau (% wiw)

- Ham Iwong ddau nanh, tween 80, span 60, pectin duwoc tinh theo khéi lwong cua
toan hé sau khi nuwdc dwoc thém vao (% wiw).

Bién dau vao trong thiét ké thi nghiém téi vu hoa nhil twong chira lutein nhu ¢
bang 3.55.

Bang 3. 55. Bién dau vao

Bién doc lap Kihi¢gu | Micthap | Mic cao

Tween 80, % X1 14 18

Span 60, % X2 2 4

Pectin, % X3 0,02 0,06
Ham muc tiéu:

- Kich thudc nhil trong nano trung binh (Y1): Y1 <100 nm.
- Do 6n dinh ciia nhil twong (Y2): Y2 —> max (ngay).

Ma tran thi nghiém duoc thiét ké bang phan mém Modde gém 17 thi nghiém. Cac
cong thic nhii twong nano chira lutein dugc bao ché va danh gia mot sé chi tiéu chat

lwong cua nhii trong nano, két qua duoc trinh by ¢ bang 3.56.
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Bang 3. 56. Ma tran thi nghiém va bién phu thugc

Thi nghiém 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
TNG6 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. Phan tich quy luat tac dong

Dit liéu thyc nghiém cua 17 cong thirc nhil trong nano chia lutein duoc xir ly bang
phan mém Modde nham phan tich chiéu huéng anh hudng ciia bién dau vao ddi voi ham
muc tiéu va sau d6 duoc t6i wu hoa thuc nghiém.

Mtc d6 anh hudng va do tin cay cua cac yéu td duoc trinh bay & bang 3.57.
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Bang 3. 57. Mirc d§ anh hwéng va dd tin ciy ciia cac yéu t6 toi wu

Yéu t6 Y1 (KTTP) Y2 (DOD)
E p E p

X:  [0,1041 | 4,2226e-013 |0,1769 0,6681

X, (0,041 |1,5679e-011 |0,1769 1,6298e-08

X3 [0,1041 |0,472216 0,1769 4,1999¢-07
Xi1X1 |0,1589 | 0,785469 0,2702 0,924728
X2X2 | 0,1589 | 0,361794 0,2702 0,560259
X3Xs |0,1589 | 0,785462 0,27012 0,0819046
X1X2 |0,0920 | 0,0382016 0,1564 0,350425
X1Xs |0,0920 | 0,0382013 0,1564 1
X2Xs3 |0,0920 | 0,0382013 0,1564 0,0199063

E: Murc d¢ anh hudng

p: Do tin cay

Phan tich gia tri E cho thay kich thudc tiéu phan va d6 6n dinh bi anh huong boi
ham lugng tween 80, span 60 va pectin, tuy nhién véi miac d6 khac nhau. Trong do,
tween 80 anh huong manh nhat dén kich thudc tiéu phan nhii twong nano lutein nhung
it anh huong téi d6 on dinh cua nhii twong. Ham lwong span 60 va pectin anh hudng
manh ti 6 6n dinh cta nhii tuong. Pectin khong c¢6 anh huong nhiéu téi sy hinh thanh
kich thuéc tiéu phan nhii twong nano lutein.

Tir két qua bang 4 xac dinh duoc cac bién ciia phuong trinh hoi quy trong md hinh
thue nghiém, d6 1a cac yéu td co do tin cay p < 0,05 [149], [161]. Nhu vay, ham muc
tidéu Y1 5& phu thudc vao céac yéu té: Xi, Xz, X1Xz, X1X3va X2X3. Ham muc tiéu Y2 phu
thudc vao cac yéu t6: Xz, Xz va X2Xs. Phuong trinh hdi quy c¢é dang:

Y1=282,2328 — 13,519 X1 —8,06399 X7 + 0,234379 X1X2 —0,23438 X1X3—0,23438
X2oXa.

Y2 =33,4708 + 5,06543 Xz + 3,1659 X3 — 0,469286 X2Xs.
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Sy anh hudng dong thoi caa hai trong ba yéu t6 téi vu ciing duoc biéu dién bang
hinh 3. 56.

Hinh 3. 56. Biéu dién dwong dong mic ciia cac yéu to.

Phan tich ANOVA cho két qua hé sé hoi quy (R?) cia ham Y1, Y2 lan luot 12 0,999
va 0,994. Theo Castillo (2007), gia tri R2> 0,75 thé hién mé hinh dugc xay dung tuong
thich véi thuc nghiém [161]. Picu nay nghia 1a cac bién dau vao c6 méi twong quan chat
ché vai cac ham muc tiéu, mé hinh thuc nghiém c6 tinh chinh xac, d6 tin cay cao va co

sy ton tai cua diém tdi vu.

127



3.4.4. Lwa chon cong thirc bao ché nhii twong nano toi wu

Phan mém Modde cho biét cong thuc tao nhii twong nano chtra lutein nhu sau:
lutein trong dau, 5 %; dau dau nanh, 1 %; tween 80, 18 %: span 60, 4 %:; pectin, 0,06 %:;
nudce cat 2 1an, 100 ml.

Két qua dau ra cua cong thuc tdi vu duoc du doan nhu trong bang 3.58.

Bang 3. 58. Két qua diu ra cong thirc téi wu

Ham muc tiéu Y1, nm Y2, ngay

Két qua 54,83 44,78

Két qua bao ché nhii twong nano lutein 3 1an, mdi lan 500 ml dugc trinh bay trong
bang 3.59.
Bang 3. 59. Panh gia cong thirc toi wu

Ham muc tiéu Lan 1 Lan 2 Lan 3
Y1, nm 56,12 + 1,50 55,68 + 0,91 56,2 + 1,09
Y2, ngay 42,52 £+ 2,51 44,14 + 1,63 43,50+ 2,11

Két qua twong dong véi két qua da duoc du doan, chang to bo dit liéu ti wu hoa
c6 do tin cay cao.

Két qua thyc nghiém phan tich qua phan mém Modde cho thay, kich thudc tiéu
phan va d6 6n dinh cua nhii twong nano lutein bi anh huéng bai ham lugng tween 80,
span 60 va pectin nhung v6i mie do khac nhau. Trong do, tween 80 anh huong manh
nhét dén kich thuéc tiéu phan nhii tuong nano lutein nhung it anh hudng téi d6 6n dinh
ctia nhil twong. Pectin khong c6 anh huong nhiéu téi sy hinh thanh kich thudce tiéu phan
nano nhung anh huéng 16n téi do 6n dinh ctia nhii twong nano lutein. Po én dinh cua
nhil tuong nano bi anh hudéng l6n béi lugng span 60 va pectin. Khi tang lugng span 60
va pectin, d6 6n dinh cta nhii twong nano lutein ting. Két qua nay phu hop véi cong b
cua Bertrand Muhoza [162].

Vay, nhil twong nano lutein da duoc bao ché véi cong thic tdi wu 1a: lutein (5 %
trong pha dau), dau dau nanh (1 %), tween 80 (18 %), span 60 (4 %), pectin (0,06 %) va
nuéc cat 2 1an (100 ml).
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So v6i san pham vi nhii twong lutein ma tac gia Hoang Thi Hué An va cong su
[139] d4 bao ché, nhil trong nano lutein dé tai luan an c6 kich thudc nhé hon rat nhiéu,
kich thudc tiéu phan trung binh dat tiéu chuan dugc pham (<100 nm) [135], 6 6n dinh
lau hon. Sau 24 thang & diéu kién bao quan, quan sat ngoai quan cho thay hé nhii tuong
khong tach 16p, kich thuéc tiéu phan trung binh do duoc 1a 97 nm. Piéu nay duoc giai
thich 1a do du cing str dung chat hoat dong bé mit 1a tween 80, ddy 1a phan tir ¢6 phan
dudi ky nude dai chira cac lién két chua bao hoa, tao ra 16p hap phu mong trén bé mat
tiéu phan nhung nhuoc diém cua tween 80 14 tao ra sy 6n dinh khong gian gitra cac tiéu
phan kém hiéu qua hon so vai cac polyme cd khoi luong phan tir I6n hon. Bé tai luan
an da phdi hop tween 80 véi pectin 1a mot polyme wa nuéc. Sir dung két hop tween 80
VGi pectin da 1am tang d6 on dinh cua nhil twong nano. Sy c6 mit cua cac pectin con
lam ting d6 nhét, tang ning luong bién dang dé pha vd tiéu phan dan dén kich thuéc
tiéu phan giam. Ngoai ra, span 60 c6 chiéu dai chudi alkyl dai nhat so véi cac dong span

khéc (span 20, span 40, span 80) gitip lam ting sy b4m cua thudc trong cac niosomes [154].

3.4.5. Mt s6 tinh chét héa - 1y ciia hé vi nhii twong lutein

Bang 3. 60. Mot s6 tinh chit hoa - 1y ciia hé vi nhii twong lutein

STT Tinh chat Pic tinh
1 Cam quan Trong, mau cam dam
2 Do khuc xa anh sang 1,35+ 0,02
4 Ty trong, g/ml 1,02 £ 0,01
3) D0 tan trong nudce tan vO han trong nudc
6 Ham lugng lutein, mg/I 6,6

Hinh 3. 57. Cac san phim vi nhii twong lutein
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Két qua thyc nghiém chi ra rang tir mot hop chat kém phan cuc (kém tan trong
nuéc) khi duoc bao ché dudi dang vi nhii twong, lutein tré nén tan rat tét trong nudc.
Diéu nay duoc giai thich 1a do cé su hinh thanh céc lién két gitra lutein véi cac phan tir
chat nhii hoa, tao nén hat micelle c6 cac phan tir chit HDBM bao quanh trong d6 phan
phan cuc hudng vé pha nudc.

3.5. TAI SU DUNG CAC NGUON THAI TRONG QUA TRINH CHIET TACH
LUTEIN TU HOA CUC VAN THQ

Ngudn phéat thai long trong qué trinh nghién ctu chu yéu 1a tir qua trinh ria xa
phong va trung hoa, vé sinh thiét bi. Nugc trong cac qua trinh nay sé dugc thu gom va
dua t6i thiét bi xir Iy nude thai san c6 caa Vién hda hoc Cong nghiép Viét Nam dé lang,
loc va trung hoa téi pH =7 (néu can) trudce khi thai ra moi trudng. Trong qué trinh tién
xtr Iy nguyén liéu, lugng nudc chira tac nhan tién xir ly axit citric dwoc sir dung ciing
tuong d6i 16n nén can c6 phuong phap thu hoi va tai sir dung phii hop. Di vai cac chat
thai ran, cha yéu 1a ba chiét, tién hanh nghién ctu xu 1y tao ra san pham phu sir dung

duoc trong nbng nghiép va khéng anh hudng tdi moi truong.
3.5.1. Thu hoi va tai sir dung tic nhan tién xir ly

Két qua nghién cau so 1an tai st dung tac nhan tién xtr 1y duoc trinh bay trong
bang 3.61.

Bang 3. 61. Két qua khao sat s6 1an tai sir dung tic nhan tién xi ly

. . | Nong dd axit citric _
So lan N Hién twgng
sau tien xw ly (%0)
1 021 Bot CVT giit nguy@n mau sic, dung dich tién xu ly
’ thu hdi c6 mau vang cam, do trong gan nhu lic dau
5 024 Bot CVT giit nguy@n mau sic, dung dich tién xu ly
’ thu hdi c6 mau vang cam, do trong gan nhu ltc dau
Bot CVT giit nguy@n mau sic, dung dich tién xu ly
3 0,24 AR PP
thu hoi c6 mau vang cam, duc hon lic dau
Bot CVT giir nguyén mau sac, dich thu hdi c6 mau
4 0,26 . Xm0,
vang cam, duc hon thay rd, kha nhot
Bot CVT giir nguyén mau sic, dich thu hdi c6 mau
5 0,30 . g ., , . -
vang cam am den, d§ nhot kha cao va tap nhiéu.

(Piéu kién: nong do axit citric 0,6 %; 50 "C)
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Két qua cho thay, sau 4 Ian tai sir dung, tdc nhan tién xu ly 13n nhiéu tap hiru co,
bién mau nén dugc bd sung NaOH dé dua pH vé 7 trude khi sir dung lam nuée tudi quéa

trinh ché tao phan bon hoic rira khu vuc ché tao phan bon.
3.5.2. Xir Iy bi chiét
3.5.2.1. Xar Iy bd chiét 1am phan bon
Két qua nghién ctru xir 1y ba chiét 1am phan bon duoc trinh bay ¢ bang 3.62.

Bang 3. 62. Két qua xir Iy ba chiét 1am phan bon

Mé phéi trén
Nguyén li¢u

KK-01 KK-02 KK-03
Ba thai bot cuc van tho 3,50 kg 3,50 kg 3,50 kg
Phan chudng 1,50 kg 1,50 kg 1,50 kg
Phén lan 150 g 150 g 150 g
Ché pham Trichoderma 5¢ 5¢ 5¢
Ché pham xu ly 0 mL 50 mL 50 mL
Tong 4,00 kg 3,55 kg 3,60 kg

KK- 01: Mé sé 1 (khéng si dung ché pham Avo)

KK-02: Mé sé 2 (si dung ché pham avoT1 va chdt phy gia avoAdd)

KK-03: Mé s 3 (si dung ché pham avoT1 va khong cé chdt phu gia avoAdd).

Két qua cho thiy, qua trinh @ véi cac ché pham sinh hoc di tao ra phan bén hiru
co vi sinh tir ba thai bt CVT. Phan bon hitu co nay giup tdng thém dd mau md, do toi
x6p cho dat bang cach cung cip thém cac chét hitu co, chat mun va dinh dudng nhu axit
humic, axit fulvic, axit amin, cac enzym amylaza, pectinaza, proteaza, xelulaza va
khoang v6 co N, P ma ciy trong c6 thé hap thu dugc. Day 13 san pham phuy c6 thé dung
bon truc tiép cho cay trong, hoa mau hodc ving ciy nguyén liéu Cic van tho.
3.5.2.3. Xur ly mui trong qud trinh lam phdn bon

Két qua khao sat ham luong H,S va NHs phat sinh trong qua trinh u phan ky khi

duogc trinh bay & bang 3.63.
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Bang 3. 63. Két qua khao sat ham lweng H2S va NHs phét sinh trong qua trinh

phan bén
Phwong phap phan Két qua thir nghiém
Chi tiéu tich KK-01 KK-02 KK-03
(2 1an) (4 14n) (4 14n)
MASA Method 701 0,22 - 0,47 —| 0,27 — 0,60 —
H.S, mg/m3 0,28 - 0,23
0,19 -0,09 0,28 -0,17
TCVN 5293:1995 0,36 — 0,62 — | 0,39 — 0,68 —
NHs, mg/m?® 0,41-0,35
0,22 -0,15 0,30-0,18

* Mau KK-01 duoc lay 2 lan vao ngay dau va ngay thi 40
* Mau KK-02 va KK-03 duoc ldy 4 lan vao ngay dau va ngay thir 10, 20 va 35.

Két qua chi ra rang, st dung két hop avoAdd vé6i ché pham avoT1 1am giam thoi
gian xir 1y ba chiét CVT tir 40 ngay xudng con 35 ngay. Ngay tir ngay bat dau xir Iy dén
ngay cudi cung xtr 1y, gia tri do H2S, NH3 ctia KK-01 déu cao hon KK-02 va KK-03,
thém vao d0, sau 35 ngay gia tri H>S va NH3 cua KK-01 giam kha it. Gia tri HoS va NH3
ciia KK-02 & cung thoi diém déu nho hon KK-03, diéu nay 1a do phu gia avoAdd két
hop v6i avoT1 (voi thanh phin chira ezyme tyrosinaza, xenluaza, amylaza, proteaza,
lipaza, pectinaza, ... axit lactic, axit citric, mudi khoang) lam ting kha nang khtr mui va
phan huy chat thai hiru co.

Trong 10 ngay dau cac gia tri do H.S va NH3 cua KK-02 va KK-03 déu tang rat
cao thé hién ding ban chat cia qua trinh phan hay, trong thoi gian dau céc chat thai va
khi thai phan hay nhiéu nhat, mac di c6 gia tri do ctia H2S va NHs cao. Trong trudng
hop khdng st dung ché pham, ndng d6 H,S va NH3 c6 thé ting manh hon. Do vay can
sir dung b6 sung avoAl khir mui xung quanh trong 10 ngay dau va trong liic dao tron
rac thai. Sau 10 ngay xir ly, cac gia tri do H2S va NH3 déu giam nhanh.

Ty 1& giam phét sinh H2S va NH3 cia mau KK-02 déu cao hon so voi KK-03, cu thé
muc giam phat thai H.S cua mau KK-02 12 60 % so véi 40 % cia mau KK-03, mac giam
phét thai NHz ciia mau KK-02 1a 60 % so véi 55 % ciia mau KK-03.

Thé tich khéi rac xtr Iy caa cac mau c6 st dung ché pham déu giam nhiéu hon mau
phan hay tu nhién (mac giam 30 % so véi 20 % ¢ mau phan hay ty nhién). Mic du hai
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mau c6 str dung ché pham KK-02 va KK-03 duoc bo sung nhung gan nhu khong ¢
nudc ri. Trong qua trinh u phan, nhiét d6 trong phan tang 1én va dat 40 — 50 °C, su nay
mam cua hat co bi ac ché, cac loai mam bénh cd trong phan chudng gay bénh cho nguoi
va gia suc bi diét.

Vay, ba chiét CVT st dung két hop véi cac ché pham Avo da dugc xt ly thanh
phan bon hiru co véi lugng mui, khi doc thap. khong phat sinh nudce ri. Phan hiru co sau
khi u c6 thé sir dung tét cho cay an trai, cay cong nghiép, cac loai rau mau San pham
phu nay da gitp qua trinh chiét tch lutein tir hoa CVT it phét thai, tao ra san pham phu
cé gia tri.
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KET LUAN

Sau mot thoi gian thuc hién, luan an da dat duoc nhitng két qua nhu sau:

1. D3 xay dung duoc qui trinh 6n dinh chiét xuat hoat chat lutein va zeaxanthin tir hoa
Cuc van tho trong phong thi nghiém véi céc budc lién tiép nhu sau:

- Say chan khong canh hoa CVT: 50 °C, 16 gio;

- Bo6t CVT khd dugc tién xtr bang axit citric 0,6 % ¢ 50 °C, 2 gio, ti 18 tac
nhan/nguyén liéu 10/1 (v/v). Hiéu suat thu hoi dat 92,95 %;

- Chiét lutein, zeaxanthin este tir bot CVT khé bang etyl axetat, 6 gio, 60 °C, ty 16
dung mai 10/1 (v/w), 200 vong/phdt, 2 1an chiét; Hiéu suat chiét dat 92,95 %;

- Cao chiét dugc hoa tan trong etanol/nude (7/3, v/v) va lam giau; cao chiét/etanol-
nudc/n-hexan = 1/10/15, chiét 2 lan, 10 phat/lan, 60 °C. Hiéu suat 1am giau cao
chiét 96,9 %;

- Thuay phan cao chiét: KOH(C2HsOH) /cao chiét = 0,18 (w/w), nong do KOH
trong C2HsOH = 0,144 (g/ml), ndng do cao chiét = 0,8 g/mL, 70 °C, 80 phuit.
Hiéu suat thuy phan dat 82,94 %;

- Tinh ché lutein: etanol/nuéc = 1/1 (VAv); 50 °C, ty 1& dung méi/lutein = 100/1 (v/w).
Hiéu suat tinh ché dat 76,3 %. San pham sau qua trinh tinh ché c6 ham luong lutein
tong dat 96 %. Pay 1a mot Giai phap hitu ich da duoc cong nhan va cap Bang doc
quyén Giai phéap hitu ich s6 2730 (2021) & Viét Nam.

2. Dia ng dung qui trinh chiét xuat hoat chat lutein va zeaxanthin tir hoa Cuc van tho
trén dé bao ché hdn hop lutein va zeaxanthin & qui md 16n véi hiéu suat cac qué
trinh chiét lutein este, 1am giau cao chiét, thiy phan cao chiét, tinh ché lutein lan
luot 1a: 88,92 %; 95,4 %; 75 %; 88 %. Két qua thu duoc 10 kg san pham ¢ ham
lugng lutein tong 92,9 % vai 85,85 % lutein va 7,05 % zeaxanthin (theo két qua
kiém nghiém doc 1ap tai Trung tdm kiém nghiém — Vién Thuc pham chic ning).
San pham dat tiéu chuan dugc dién Mi USP 40, tién t6i c6 thé thwong mai hoa lutein
cho nganh dugc pham trong nudc.

3. Di phan 1ap lutein va zeaxanthin tir hdn hop san pham bang phuong phap sac ky cot
silica gel. Tir hdn hop san pham chira 96 % lutein tong da phan 1ap duoc 260 mg
chat chuan lutein (ham luong trén 98 %) va 6 mg chat chuan zeaxanthin (ham luong
trén 95 %) dat chi tiéu chat lwong lam chat chuan phan tich cho HPLC. Lutein va
zeaxanthin dat chat luong chét chuan ¢ Viét Nam va két qua nay lan dau tién dat

duoc ¢ trong nudC.
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4. Pi kiém nghiém chét luong san pham hdn hop lutein chiét tich dugc. San pham ¢
d6 6n dinh cao trén 9 thang trong moéi truong chan khong, tranh anh sang ¢ - 10 °C.
San pham c6 thé bao quan & nhiét &6 thuong, tuy nhién sau 9 thang chat luong bi
giam nhe. San pham khong c6 doc tinh cip va doc tinh ban truong dién khi st dung
dung liéu va ding thoi gian.

5. Di bao ché dugc 1500 mL nhii twong nano lutein vai cong thirc téi wu duoc xac
dinh 1a: lutein (5 % trong dau nanh), dau nanh (1 %), tween 80 (18 %), span 60 (4
%), pectin (0,06 %) va nudc cat 2 1an (100 ml). San pham nhil twong nano lutein cO
kich thudc tiéu phan nano dat xap xi 56 nm, khong thay doi vé kich thudc va hinh
dang sau 43-44 ngay. Nhil twong nano lutein tan vé han trong nuéc, c6 do 6n dinh
I6n va lan dau duoc bao ché. Sau 24 thang ¢ diéu kién bao quan, hé nhii trong khong
tach 16p, kich thuéc tiéu phan 97 nm.

6. Pa nghién ctu tai s dung cac ngudn phat thai trong qua trinh chiét tach, tinh ché
lutein nhu nghién ciru thu hdi, tai st dung tac nhan tién xu Iy, dung méi chiét va ba

chiét duoc u 1am phan bén hitu co. Pay 1a mot cong nghé khép kin, khong chét thai.
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NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN AN

1. Nghién citu mét cach hé thdng quy trinh chiét tach, tinh ché lutein va zeaxanthin tur
canh hoa Cuc van tho, tir ché bién so bo nguyén liéu dén bao quan san pham. Lutein
tu do thu duoc sau qué trinh thiy phan cao chiét da dugc két tinh lai ¢ 50 °C véi hé
dung méi etanol/nudc (ty 18 1/1 v/v) dé duoc lutein c6 do tinh khiét cao dat tiéu
chuan duoc dién Mi USP 40. Phuong phap cho phép két tinh lai duoc lutein c6 d6
tinh khiét cao, thoi gian két tinh rat ngan, luong dung méi it, khéng st dung bat ki
dung méi doc hai nao nén co thé trién khai & quy mo cdng nghiép.

2. Phan lap lutein va zeaxanthin tir hon hop san pham bang phuong phap sic ky cot
silica gel. Tir hdn hop san pham chta 96 % lutein téng da phan 1ap dugc 260 mg
chat chuan lutein (ham lugng trén 98 %) va 6 mg chat chuan zeaxanthin (ham luong
trén 95 %) dat chi tiéu chat lugng 1am chét chuan phan tich cho HPLC.

3. Bao ché thanh cong nhil twong nano chua lutein véi cong thic ti wu duge xac dinh
|a: lutein (0,5 % trong dau dau nanh), dau dau nanh (1 %), tween 80 (18 %), span 60
(4 %), pectin (0,06 %) va nuéc cat 2 lan (100 ml). Theo dé, kich thudc tiéu phan
nano dat xap xi 56 nm, khong thay d6i vé kich thugc va hinh dang sau 43-44 ngay.
Sau 24 thang, ¢ diéu kién bao quan, hé nhii trong khéng tach 16p, kich thudce tiéu

phan la 97 nm.
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