BO GIAO DUC VA PAO TAO TAP POAN HOA CHAT VIET NAM
VIEN HOA HQC CONG NGHIEP VIET NAM

*hkkkhkhkkkkkhiikk

NGUYEN THI MINH NGUYET

NGHIEN CUU CHIET TACH, TINH CHE LUTEIN,
ZEAXANTHIN VA BAO CHE CHE PHAM DANG NHU TUONG
KIiCH THUOC NANO TU CANH HOA CUC VAN THOQ
(TAGETES ERECTA L.)

Chuyén nganh: Héa hiru co
Ma sb: 9.44.01.14

TOM TAT LUAN AN TIEN ST HOA HQC

Ha Ngi, 2023




Cong trinh dwoc hoan thanh tai: Thi nghiém Trong diém Cdng nghé
loc, hda dau — Vien Hoa hoc Cong nghiép Viét Nam

Nguoi hwong dian khoa hoc:
GS. TS Vii Thi Thu Ha
Vién Vién Hoa hoc Cong nghiép Viét Nam
PGS. TS Nguyén Thanh Binh
Truong Pai hoc Khoa hoc ty nhién
Pai hoc Québc Gia Ha Noi

Phan bién 1: PGS.TS. Trinh Thi Thiy

Vién Hoa hoc

Vién Han 1am Khoa hoc & Cbng nghé VN
Phan bi¢n 2: PGS.TS. Trian Thu Hwong

Trudng Hoa va Khoa hoc su séng

Dai hoc Bach khoa Ha Noi
Phan bién 3: PGS.TS. Ninh Puc Ha

Vién Khoa hoc & Cong nghiép quan su

Lu4n &n s& duoc bao vé trugc Hoi dong cham luan an cap nha
nudc hop tai Vién Héa hoc Cong nghiép Viét Nam

C6 thé tim hiéu luan an tai thu vién: Vién Hoa hoc Coéng
nghiép Viét Nam




GIOI THIEU VE LUAN AN
1. Tinh cép thiét caa luan an

Lutein va zeaxanthin 1a hai dong phan thuéc nhom carotenoit va
trong qué trinh chiét, tach, tinh ché hai hop chat nay ludn di cing véi
nhau. Ham luong hoat chat caa san pham dugc hiéu 1a ham lugng tong
cua hai hop chét. Trén thuc té, hdn hop nay c6 thé duoc goi tén theo hoat
chat chiém ty 18 I6n 1 lutein hoic goi 13 lutein va zeaxanthin.

Lutein Ia hoat chit c6 hoat tinh bao vé mat va da khéi tac hai cua
birc xa kha kién co ning luong cao, ngin ngira mot s6 bénh vé mat ¢
ngudi cao tudi (thoai hoa diém vang, duc thay tinh thé), giam nguy co
méc ching xo vita dong mach va mot s6 bénh ung thu, cai thién kha ning
nhan thirc, nang lyc ngdn ngir va tri nhd & ngudi cao tudi, ... Co thé con
nguoi khong thé ty tong hop dugc lutein va zeaxanthin, do d6 viéc bd
sung cac san pham chira lutein va zeaxanthin 1a can thiét.

Hau hét cac san pham thuong pham lutein trén thé gioi déu dugc chiét
xuat tir ngudn nguyén liéu canh hoa Cuc van tho (Tageles erecta L.). Xu
huong thé gisi ciing nhu tai Viét Nam dang tim kiém va sir dung céc hop
chit c6 ngudn gdc thién nhién c6 hoat tinh sinh hoc trong phong ngura va
chita tri cac bénh. Lutein chiét tach tir canh hoa Clic van tho la san pham hop
chét thién nhién c6 hoat tinh sinh hoc va dugc ly cao.

Mac du, lutein va zeaxanthin c¢6 dugc tinh cao nhung kich thuéc I6n
va khoé tan trong nudc nén khi dua hai chat ndy vao hap thu trong co thé
gap rat nhiéu kho khan. Mot giai phap khic phuc nhugc diém do 1a giam
kich thudc cac hoat chat xubng kich c¢& nano dé ting kha nang hap thu
cling nhu ting hoat tinh sinh hoc ctia ching. Huéng nghién ctu chiét tach,
tinh ché lutein va zeaxanthin ¢ Viét Nam cho muyc dich dugc dung chwa
dugc quan tdm nghién ctu.



Trén co sé ndy, huéng nghién cau chiét tach, tinh ché lutein,

zeaxanthin va bao ché ché pham dang nhii tuong kich thudc nano tir canh

hoa Cuc van tho dugc lva chon dé thuc hién dé tai luan an.

2. Muc tiéu nghién ctru cia luan an

Nam trong khudn khd cac hudng nghién ciu cia Phong thi nghiém

trong diém Cong nghé loc, hda dau (PTNTD), muc tiéu chinh cia luan an la:

Nghién cau chiét tach, tinh ché lutein va zeaxanthin tir cay Culc
van tho mot cach hé thong dé thu dwoc san pham dat tiéu chuan
dugc dién Mi, tién ti cd thé thuong mai hoa;

Bao ché ra hé phan tan nano cia lutein, zeaxanthin c6 d6 6n dinh cao
nham dinh hudng cho cac huéng tmg dung trong dwoc pham.

3. Cé&c ndi dung chinh caa luan an

Lya chon nguyén liéu va phuong phép so ché, bao quan nguyén
liéu Cuc van tho;

Chiét, tach, tinh ché lutein va zeaxanthin dat tiéu chuan dugc dién
Mi (USP 40);

Phan 1ap duoc lutein va zeaxanthin c6 d tinh khiét cao cao nham
chii dong chat chuan phan tich trong cac phong thi nghiém;

Kiém nghiém d¢ 6n dinh va doc tinh cua lutein va zeaxanthin;

Bao ché nhil twong nano lutein ¢ tinh 6n dinh cao nham ting
sinh kha dung cua lutein qua duong ubng.

4. 'Y nghia khoa hoc va thuc tién caa luan an

Céc két qua da dat dugc cua luan an co y nghia trong viéc tinh ché ra
lutein c6 do tinh khiét cao va bao ché ra nhii twong nano lutein bang

phuong phap don gian, c6 thé tién téi thuong mai hoa. Viéc chi dong



cung tng nguodn dugc chat lutein va zeaxanthin trong nudc s& gop phan
tang cuong suc khoe nhan khoa cho nguoi Viét Nam.

5. Péng gop méi caa luan an

- Nghién ciru mét cach hé théng quy trinh chiét tach, tinh ché lutein
va zeaxanthin tir canh hoa Cuc van tho, tir ché bién so bo nguyén liéu dén
bao quan san pham. Lutein tu do thu dwoc sau qué trinh thiy phan cao
chiét da duoc két tinh lai & 50 °C voi hé dung méi etanol/nude (ty 18 1/1
vIV) dé duoc lutein c6 do tinh khiét cao dat tiéu chuan dugc dién Mi USP
40. Phuong phap cho phép két tinh lai dugc lutein c6 do tinh khiét cao,
thoi gian két tinh rat ngéan, luong dung méi it, khéng str dung bat ki dung
moi doc hai ndo nén co thé trién khai & quy mé coéng nghiép.

- Phan lap lutein va zeaxanthin tir hdn hop san phiam bang phuong
phép sic ky cot silica gel. Tir hdn hop san pham chira 96 % lutein tong da
phan lap dugc 260 mg chét chuan lutein (ham luong trén 98 %) va 6 mg
chit chuan zeaxanthin (ham lugng trén 95 %) dat chi tiéu chat lugng lam
chat chuan phan tich cho HPLC.

- Bao ché thanh cong nhil twong nano chira lutein vai cong thic ti
uu duge xac dinh 1a: lutein (0,5 % trong dau d4u nanh), dau dau nanh (1
%), tween 80 (18 %), span 60 (4 %), pectin (0,06 %) va nudc cat 2 lan
(100 ml). Theo do, kich thudc tiéu phan nano dat xap xi 56 nm, khoéng thay
d6i vé kich thudc va hinh dang sau 43-44 ngay. Sau 24 théng, & diéu kién
bao quan, hé nhil trong khong tach 16p, kich thudc tiéu phan 12 97 nm.

6. Cau trdc caa luan an

Luan an gdom 152 trang (khong ké phu luc), 63 bang, 57 hinh v&, dugc
phan bé thanh cac phan gom: Mé dau (2 trang); Tong quan Iy thuyét (32
trang); Thuc nghiém va phuong phap nghién ctu (19 trang); Két qua va
thao luan (80 trang); Két luan (2 trang); Cac dong gop méi cua luan én (1
trang); Danh muc céc cong trinh khoa hoc da cong b (1 trang); Tai lidu
tham khao (15 trang) bao gém 162 tai liéu tham khao.
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A. NOQI DUNG CHINH CUA LUAN AN
CHUONG 1: TONG QUAN

Ngudn lutein tu nhién duoc biét nhiéu nhat Ia trong hoa Cuc van tho
(Tageles erecta L.). Hoat tinh noi bat nhat cua lutein 1a kha nang bao vé
mat khoi thoai hoa diém vang lién quan dén tudi, chong lai ton thuong
than kinh vdng mac, va dyc thay tinh thé, ... Lutein con c6 hoat tinh
chéng oxi hoa va bat giir goc tu do, chéng ung thu, khang viém, bao vé
tim mach, ....

Trén thé gisi, da nhiéu cong bd vé chiét tach, tinh ché lutein va
zeaxanthin tir hoa Clc van tho nhung van con rat nhiéu khé khan dé thu
duoc lutein & dang tinh khiét cao.

Gan day, c6 mot s6 cong trinh nghién cau trién khai lién quan t6i
viéc chiét xuit cao chiét giau lutein va zeaxanthin tir hoa Clc van tho &
Viét Nam dé bao ché thuc pham chirc ning. Tuy nhién, chua c6 cong trinh
nao lién quan tGi viéc san xuat ché pham lutein va zeaxanthin dat tiéu
chuan dugc dién Mi, tir hoa Cdc van tho.

CHUONG 2: THUC NGHIEM
2.1. Dung cu, héa chat va thiét bi

Céc hoa chat, vat tu c6 ngudn gbc tir Sigma Aldrich, Merk, My,
Trung Qudc va Viét Nam. Luan an sir dung cac dung cu phd bién trong
phong thi nghiém nhu cdc thay tinh, cot chiét thay tinh, pipet paster,
micro pipet, ... cac thiét bi phan tich nhu UV-Vis, HPLC, LC — MS/MS,
c4c thiét bj khac nhu ta siy, may c6 quay chan khong, méay khudy, may
siéu Am, may dong hoa,....

Nguyén liéu: Hoa Cuc van tho tuoi tai Viét Nam dugc trong tai Nam
Dinh, thu hoach tir thang 12 nam trudc dén thang 5 nam ké tiép.

4



2.2. Phwong phap nghién ciru.
2.2.1. Phwong phdp so ché - bao qudn nguyén ligu

Cuc van tho twoi duoc tach cudng, dai hoa va nhuy thu lay phan canh hoa
mau vang cam. Hoa duogc dem xtr ly siy mau theo cac quy trinh nghién ctu va
nghién min, bao quan & tdi kin -10 °C.

L4y 1000 g miu twoi dugc siy khd bang cac phuong phap khac nhau,
sau d6 nghién min va ngam chiét 24 gio voi etyl axetat, cd quay thu cao
chiét, phan tich bing UV - Vis dé xac dinh ham luong lutein tong sé. Tur
d6, lua chon phuong phép say va bao quan pha hop.

2.2.1. Phwong phdp tién xir Iy nguyén ligu bgt hoa Cuc van the kho

M3u bot canh hoa khé duoc tién xtr ly vai NaOH, axit sunfuric hoic
axit citric, sau d6 dugc ngam chiét dé thu Iy lutein este. Cao chiét duoc
phan tich ham luong lutein tong sb bang thiét bj UV-Vis. Cac yéu té anh
huéng dugc nghién ctu: nhiét do, thoi gian, ndng d6 chét xur ly. T do
chon ra phuong phap tién xir Iy nguyén liéu.

2.2.3. Chiét tich cao chiét gizu lutein este tir nguyén liéu hoa Ciic van tho

100 g b6t canh hoa cuc dugc ngadm véi dung méi chiét trong khoang
thoi gian 2 - 24 gio, ¢ khudy, & nhiét do tir 30 °C dén 70 °C. Sau khi
ngam chiét xong, sir dung phwong phap loc hat chan khong, vai gidy loc
Whatman s6 1, thu lay dich loc. Dich loc duoc cat loai dung mdi, thu lay
cao chiét bang may c6 quay chan khong, nhiét do thiét bi gia nhiét 50 -
60 °C. Cao chiét duoc bao quan & -10 °C, hit chan khong va tranh &nh
sang. Ham luong lutein tong sé trong cao chiét duoc xac dinh bang thiét
bi UV-Vis.



2.2.4. Lam giau cao chiét

20 gam cao chiét dugc hoa tan vao dung mai etanol 99,7%, dun nong
& 30-70 °C, cho tan hoan toan, thém tirng phan nudc cat vao dung dich.
Sau khi thém nudc cat, duy tri nhiét do 70 °C trong 20 pht, tiép tuc khudy
cho tan déu cao chiét. Giam nhiét do cua hé duoc tur tir vé 60 °C. Thém
dung mdi it phan cuc (n-hexan/ etyl axetat) vao hé dung dich etanol/nudc.
Tiép tuc khudy 10 phut roi ding khudy, toan bd dung dich duoc rét 1én
phéu, chd phan 16p. Thu lay 16p dich chiét phia trén chira lutein este. Pha
nudc phia dudi dugce rét ra cée khac. Lop dudi lap lai quy trinh chiét 2 lan.
Dich chiét dugc gom lai, cd quay chan khdng.

2.2.5. Thizy phan cao chiét va tinh ché tinh thé lutein te do

Dung dung dich KOH trong EtOH 96° dé thily phan cao chiét thu
duoc lutein thé.

Lutein th dwoc hoa tan trong EtOH sau d6 bd sung H20, & nhiét do
50 °C. Loc néng thu lay tinh thé va rira nhiéu 1an bang nudc ndng. Tinh thé
duoc sdy bang ta sdy chan khong & nhiét do 50 °C trong 8 gio.

Lutein sau khi tinh ché dugc xac dinh diéu kién bao quan, 6 6n dinh,
doc tinh cap va doc tinh ban truong dién.

2.2.6. Piéu ché chat chudn lutein va zeaxanthin phan tich HPLC
Phan lap lutein va zeaxanthin bang cot sac ky silicagel
2.3. Cac phuong phap bao ché nano nhii twong lutein

Phuwong phdp bdo ché

Chuan bj pha diu: Hoa tan lutein, chat hoat dong bé mit wa dau trong
dau nanh, dun nong dén 60 °C.

Chuan bi pha nuéc: Hoa tan pectin, chat hoat dong bé mat wa nudc
tan trong nudc, dun néng dén 70 °C.
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Phdi hop hai pha, tic dong luc gay phan tan sir dung may dong hoa
& toe 6 9.000 vong/phiit dé tao thanh nhii tuong thé dau/nudc (D/N).

Bao ché nano bang céach siéu am & tan s 40 Hz trong khoang thoi
gian 3-15 phiit. Bong nhét hoa kich thudc nano nhii twong bang may dong
héa D-160 ¢ 10.000 vong/phat trong 2 phat ¢ 25 °C.

Bao quan trong lo thiy tinh t6i mau, nap kin & nhiét do phong. Thoi
gian lam viéc va thoi gian nghi dé siéu am dugc dat1a 5 s va 7 s dé chong
qua nhiét. Tuan hoan nuéc lanh qua bé chtra giup 6n dinh nhiét do mau
tr 30 — 40 °C.

Thiét ké thi nghiém: St dung phuwong phap thiét ké theo mé hinh
mat hop tir tai tam véi su tro gidp cia phan mém Modde.

Ddnh gid: Nano nhil trong lutein duge danh gia hinh dang, kich

thudc tiéu phan va d6 6n dinh.
2.4. Cac phwong phap phan tich ham lwgng lutein, zeaxanthin

Ham luong lutein, zeaxanthin dwoc phan tich bang cac thiét bi UV-
Vis, HPLC, LC-MS/MS.

Sic ki 16p mong, sic ky cot duge dung dé xac dinh sy c6 mit cua
lutein, zeaxanthin trong nguyén liéu va phan 1ap lutein va zeaxanthin.

Pho cong hudng tir hat nhan 1 chiéu (H* NMR va *C-NMR.) va hai
chiéu (HMBC, HSQC) trong dung méi CDCls, CD3;0D duoc ding dé

nhén dang lutein va zeaxanthin.
CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Két qua lya chon ngudn nguyén liéu Clc van tho va phwong phap

so’ che.

3.1.1. Két qud khdo sdt phwong phap phoei méu trong béng ram



Thoi gian phoi canh hoa Clc van tho tuoi thich hop nhét 1 36 gio.
Sau khi phoi CVT khé c¢6 ham am 16,6 %, ham luong lutein tong s6 dat
8,5 mg/g hoa kho.

3.1.2. Két qud khdo sdt phwong phdp sdy c6 quat gi6

Thoi gian sy thich hgp cho phwong phép sy bang tu siy c6 quat gid
1a 24 gio, nhiét do sy 50 °C. Sau khi siy, CVT kho c6 ham am 5,0 %,
ham luong lutein tong sé dat 12,6 mg/g hoa kho.

3.1.3. Két qud khdo sdt phwong phdp sdy ¢ diéu kién chan khong

Nhiét do say chan khéng tét nhat 1a 50 °C trong 16 gio. Sau khi sdy, CVT
kho ¢ ham am 1a 1 %, ham luong lutein tong sb dat 12,9 mg/g hoa kho.

3.1.4. So sanh lwa chon phwong phdp sy phu hep

Trong phong thi nghiém: Str dung phuong phap sy trong chan khéng
trong 16 gio & 50 °C dé ham lugng lutein trong CVT dat gid tri cao nhat.

Qui md lén: Str dung phuong phap sy bang ta sdy, ¢é quat gio trong
24 gio ¢ 50 °C. Phuwong phap nay cho hiéu qua siy cao, gan bang sy
trong chan khong nhung chi phi dau tu, van hanh thip hon nhiéu so véi
sdy trong mdi trudng chan khdng.

3.2. Két qua chiét tach, tinh ché lutein va zeaxanthin dat tiéu chuan
dwge dién

3.2.1. Két qud tién xa# Iy nguyén ligu bét hoa Cuc van the khd

Bot CVT sau khi dugce tién xur ly déu cho hiéu qua chiét cao hon véi
s6 1an chiét it hon so véi bot CVT chua xir 1y, tot nhét 1a tién xir 1y bang
axit citric. Theo do, bot CVT dugc tién xtr 1y bang axit citric 0,6 % & nhiét
dd 50 °C trong 2 gio voi ty 1€ nguyén li¢u/tac nhén 14 1/10 g/mL. Bot CVT
dugc tién xir 1y bang axit citric, sau d6 chiét 2 14n cho hiéu qua chiét lutein
este (hiéu suit 92,95 %) tot hon bot CVT chua dugc xu 1y chiét 4 1an
(hiéu suat 92,33 %).



3.2.2. Két qud chiét tach cao chiét giau lutein este tar nguyén ligu hoa
Cuc van the

Lutein este duoc chiét tir bot hoa Clc van tho khd bang dung moi
etyl axetat trong 6 gid ¢ 60 °C; ty 1& dung méi 10/1 (v/w); toc do khudy
200 vong/phat véi 2 1an chiét. Hiéu suét chiét dat 92,95 %, 1a muc gié tri
khé cao.

3.2.3. Két qud qua trinh 1am giau cao chiét bang phwong phdp chiét
léng-léng

- n-hexan dugc st dung 1am dung mdi chiét long — long trong qua
trinh 1am giau lutein trong cao chiét.

- Diéu kién quéa trinh 1am giau: cao chiét duoc pha trong hé dung moi
etanol/nuée ty 1& 7/3 (viv); 1am giau lutein bang dung moi n-hexan theo
phuong phap chiét long-long; Ti 1é cao chiét tong/dung moi etanol-
nuéc/dung moi n-hexan = 1/10/15; Thoi gian chiét 10 phat/lan; sb lan
chiét 2 1an; nhiét do chiét 60 °C. Hiéu suat thu hdi hoat chét sau lam giau
dat 96,9 %.

3.2.4. Két qud qué trinh thiy phan cao chiét giau lutein va zeaxanthin

Hinh 3.1. Sdc ky do HPLC cua cao Hinh 3.2. Sdc ky @6 HPLC cuia cao

chiét chura thity phan (lutein este) chiét sau khi thity phan (lutein tw do)
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Amax = 424; 446; 474 (nm) Amax = 328; 418; 442; 468 nm

Hinh 3.3. Phé hdap thu UV-Vis mau lutein

Diéu kién t6i wu dé thay phan cao chiét giau lutein caa hoa Clc van
tho nhu sau: Cao chiét sau 1am giau duoc hoa tan trong etanol vai ty 16
cao chiét/ etanol = 0,8 g/mL, thuy phan cao chiét bing KOH voi ty I¢
KOH/cao chiét = 0,18 (w/w) & 70 °C trong 80 phdt. Hiéu suat thay phan
lutein este dat 82,94 %.

3.2.5. Két qud qua trinh tinh ché san pham lutein va zeaxanthin

w
L]
L}
{ -
1 -
[ ]
| L)
o
L
| .
M "
- o ik ] it
| 1S - $35 |1y
0 —t 0
‘ ] L] ] m ‘ § 1 L] 4 " % " L]

Mdu lutein két tinh lan 1 Mau lutein két tinh hai lan
Hinh 3.4. Két qua HPLC cia mau tinh thé lutein sau két tinh
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Cao chiét sau thay phan dugc tinh ché bang hé dung méi etanol/nudc
ty 18 1/1 (v/v) ¢ 50 °C, nudc la tac nhan két tinh, ty Ié dung mdi 100/1
(v/w). Hiéu suat qué trinh két tinh ché dat 76,3 %. San pham sau qué trinh
tinh ché c6 ham lugng lutein tong 96 % trong d6 c6 88,9 % lutein va 7,1
% zeaxanthin.

3.2.6. Két qud phan Igp lutein va zeaxanthin lam chat chudn phan tich

Lutein sau khi tinh ché duoc str dung dé phan lap lutein va zeaxanthin
bang phwong phap sic ky cot silicagel.

Tir hdn hop san pham chaa 96 % lutein tong da phan 1ap duoc 260
mg chit chuin lutein (ham luong trén 98 %) va 6 mg chit chuan
zeaxanthin (ham luong trén 95 %) dat chi tiéu chit lugng lam chit chuén
phan tich cho HPLC. CAu triic ciia chat chuan lutein sau khi phan 1ap ciing

da duoc xac dinh.

LuC-CDC13-1H s‘ )
-( KER

UJJJ " L ‘ P
09 8 1 6 5 4 5 I | ﬂppm

T T T T
mw WM oW W m oM N [ . 0 ppm

Hinh 3.5. Phé *H-NMR cza chdt  Hinh 3.6. Phé *C-NMR cua chat
chuan lutein chuén lutein
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Hinh 3.7. Pho HSQC va pho HMBC cua chat chudn lutein

Lutein

Hinh 3.8. C4u tric hda hoc cua lutein
Lutein sau khi phan lap duoc phan tich bang UV-Vis, HPLC, LC
— MS/MS dé ddi chirng véi chat chuan caa Sigma Aldrich.
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Hinh 3.9. Phé tir UV-Vis cua lutein
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Hinh 3.10. Séic ky do HPLC ciia chdt chudn lutein doi chirng

Hinh 3.11. Sdic ky do HPLC ciia chdt chudn lutein tinh ché

100 Lutein (1)_ 568.01 > 104.531 100 Lutein (1) 568.01 > 118.6
14699.27 2.888e+005 12410.42 2.261e+005

Hinh 3.12. Sdc ky d6 LC-MS/MS ciia chat chudn lutein tinh ché
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Hinh 3.13. Phé *H-NMR cia  Hinh 3.14. Phé *C-NMR cua chat
chdt chudn zeaxanthin chudn zeaxanthin
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Hinh 3.15. Phé HSQC va phé HMBC cuia chdt chuan zeaxanthin
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Hinh 3.17. Sdc ky do HPLC ciia chat chudn zeaxanthin tinh ché

100~ Zeaxanthin (1) 568.777 > 104.598 100~ Zeaxanthin (1) 568.777 > 90.531
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Hinh 3.18. Sdc ky do LC-MS/MS ciia chat chudn zeaxanthin tinh ché

3.2.7. Nghién cieu phwong dn bdo qudn san phdm lutein va zeaxanthin

Lutein bi anh huong manh boi anh sang, cuong d6 anh sang lién tuc
khién cho lutein d& chuyén héa chit lwong, giam nhanh chit lwong. bao
quan dudi anh &ng tu nhién ciing lam giam chat luong cua lutein. Chat
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lwong lutein giam tir 96,3 % xudng 87,9 % sau 1 tuan, sau 2 tuan ham
lwong con lai 84,2 %; sau 3 tuan, ham lwong lutein giam xuéng 75,7 %
va sau 4 tuan ham luong lutein giam con 74,1 %. Két qua con cho thay
lutein dugc bao quan tét trong méi truong tranh anh sang hozc trong binh
kin mau nau. Tuy nhién, trong diéu kién tiép xdc véi méi truong, lutein
c¢6 xu huéng bi oxy hoa, 1am giam dan chét lugng cua lutein. Lutein gan
nhu khong thay doi chat lwong trong 4 tuan khi bao quan tranh anh sang
va dé lanh tai -10 °C.

3.3. Panh gia tinh 6n dinh ciia phwong phap chiét tach, tinh ché lutein
tir hoa Cuc van the

Két qua danh gia tinh 6n dinh ctia phuong phép chiét tach, tinh ché
lutein tir lwgng 16n bot Cdc van tho khd trong bang 3.1.

Phuong phép chiét tach, tinh ché lutein tir hoa Cuc van tho c6 do on dinh
cao. San pham voi do tinh khiét 92,9 %, dat tiéu chuan duoc dién Mi USP
40. Két qua duogc kiém nghiém doc 1ap ¢ Vién Thuc phém chirc nang.

Bang 3.1. Két qud chat lirong san pham lutein

Pon Mhiic chit lwong
STT Tén chi tiéu vi | Yéucducan | Thuc té dat
tinh dat dugc
1 | Tong ham luong lutein | % >80 92,9
va zeaxanthin
2 Ham luong lutein % >74 85,85
Ham lugng zeaxanthin % <84 7,05
4 Hinh thuc - mau vang mau do,
cam cam
5 Tro sulfate % <20 1,0
6 | Mat khéi lugng sau sdy | % <1,0 Khéng
khoé dang ké
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3.4. Kiém nghiém d$ 6n dinh va déc tinh cia lutein

3.4.1. Nghién ciru dé on dinh cia lutein

Lutein dugc kiém nghiém c6 do tinh khiét 96,3%. Két qua kiém
nghiém cho thay: bao quan trong méi truong chan khéng ¢ cac nhiét do
khao sat, ham luong lutein tong vin dam bao > 90 %, d6 6n dinh cua san
pham c6 thé trén 9 thang. Tuy nhién két qua ciing cho thay qua trinh bao
quan mau & nhiét do thap (-10 °C), ham lwong lutein it bién dbi hon so
vé6i & cac khoang nhiét do cao hon.

Nhu vy, san pham lutein hoan toan c6 thé bao quan ¢ nhiét do
thuong hozc nhiét do mét trong ta bao quan mau véi diéu kién chan khéng
va tranh anh sang.

3.4.2. Két qud thir nghiém déc tinh cdp, déc tinh bdn trwong dién cia
lutein

- Dgc tinh cdp (LDso) theo dwong uong trén chugt nhat trang: Chua
tim thay LDso ciia hdn hop lutein va zeaxanthin theo dudng ubng trén
chudt nhit tring véi mac lidu cao nhéat cé thé cho chudt ubng 1a 3000
mg/kg thé trong.

- Dic tinh ban trirong dién trén chugt cang trang: Trén cac 16 chudt
ding hdn hop lutein va zeaxanthin liéu 1,68 mg/kg thé trong/ngay,
va lidu 8,40 mg/kg thé trong/ngay, trong 90 ngay lién tuc, cho thay:

+ Chuot khoe manh, ting trong tét, déu;

+ Khéng 1am thay ddi cac chi sb huyét hoc (hdng cau, huyét sic to,
hematocrit, thé tich trung binh hdng ciu, bach cau, tiéu cau):;

+ Khong lam thay ddi cac chi tiéu sinh hoa mau danh gia chirc ning
gan, than (hoat do cac enzym AST, ALT, Albumin huyét tuong,
Cholesterol toan phén, Creatinin);

+ Khong gay ton thuong mo bénh hoc gan, lach, than.
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3.5. Két qua tao nano nhii twong lutein

3.5.1. Lwa chen théng sé dé thiét ké thi nghiém

Tween 80, span 60 duoc chon la cac chat nhil hoa dé bao ché
nano nhil twong lutein. Pectin duoc st dung trong nhu mot chét tao gel va
chat 6n dinh nho kha niang 1am tang d¢ nhét cua nhii trong va giam suc
cing bé mat giira dau va nudc hoic dé tao két cau nhii tuong
3.5.2. Thiét ké thi nghiégm

Cong thirc nano nhii trong lutein duoc thiét ké theo bang 3.2.

Bdng 3.2. Cong thirc nano nhii twong

Stt Thanh phan Ham luong
1 Lutein 5%

2 Déu dau nanh 1%

3 Tween 80 (X1) Thay ddi

4 Span 60 (X2) Thay ddi

5 Pectin (Xs) Thay ddi

6 Nudc cat 2 lan 100 ml

Ham muc tiéu:
- Kich thudc nano nhil twong trung binh (Y1): Y1 <100 nm.
- D6 6n dinh cta nhii twong (Y,): Y2 —> max (ngay).

Ma tran thi nghiém dugc thiét ké bang phan mém Modde gom 17
thi nghiém.
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3.5.3. Phéan tich quy ludt tic dong

Dit liéu thuc nghiém duoc xt Iy bang phan mém Modde nham phan
tich chiéu huéng anh hudong cua bién dau vao dbi véi ham muc tiéu va
sau d6 duoc toi wu hoa thuc nghiém.

Phuong trinh hdi quy ¢6 dang:

Y1=82,2328 - 13,519 X;—8,06399 X, + 0,234379 X1 X, —0,23438
X1X3 —0,23438 X2 Xs.

Y, =33,4708 + 5,06543 X, + 3,1659 X3 — 0,469286 X.Xs.

Phan tich ANOVA cho két qua hé sé hdi quy (R?) cua ham Yy, Y
lan luot 12 0,999 va 0,994. Pidu nay nghia 1a cac bién diu vao cd mbi
tuwong quan chat ché vai cdc ham muc tiéu, mé hinh thuc nghiém c6 tinh
chinh xac, do tin cdy cao va co sy ton tai cua diém tdi wu.

Phan mém Modde cho biét cong thirc tao nano nhil twong chira
lutein nhu sau: Lutein 5 % (trong dau nanh), dau dau nanh 1 %, tween 80
18 %, span 60 4 %, pectin 0,06 %, nudc cat 2 1an 100 ml .

3.5.4. Mgt sé tinh chat héa - Iy ciia hé vi nhii twong lutein

Nano nhil tuong lutein trong, c6 mau cam dam; do khic xa anh sang la
1,35+ 0,02; ty trong 1,02 + 0,01 g/ml; phan tan hoan toan trong nudc.
3.6. Nghién ciru xi Iy cac vin dé méi trwong

Trong qué trinh san xuat thir nghiém, axit citric sir dung trong qua trinh
tién xtr Iy nguyén liéu da duoc thu hdi va tai sir dung nhiéu lan.

Bi chiét sau khi duoc loai bo hoan toan dung méi bang phuong

phap sy, dugc sir dung 1am phan bén hitu co vi sinh.
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KET LUAN

1. Pia xay dung duoc qui trinh 6n dinh chiét xuat hoat chat lutein va
zeaxanthin tir hoa Cuc van tho trong phong thi nghiém véi cac budc
lién tiép nhu sau:

-S4y chan khong canh hoa CVT: 50 °C, 16 gio;

- Bot CVT kho duoc tién xir bang axit citric 0,6 % & 50 °C, 2 gio, ti
I& tac nhan/nguyén liéu 10/1 (v/v). Hiéu suét thu hoi dat 92,95 %:

- Chiét lutein, zeaxanthin este tir bot CVT khé bang etyl axetat, 6
gio, 60 °C, ty 1é dung mdi 10/1 (v/w), 200 vong/phdt, 2 lan chiét;
Hiéu suat chiét dat 92,95 %;

- Cao chiét dugc hoa tan trong etanol/nudc (7/3, vIv) va lam giau;
cao chiét/etanol-nudc/n-hexan = 1/10/15, chiét 2 1an, 10 phat/lan,
60 °C. Hiéu suat lam giau cao chiét 96,9 %:;

- Thuy phan cao chiét: KOH(C,HsOH) /cao chiét = 0,18 (w/w),
nong d6 KOH trong CoHsOH = 0,144 (g/ml), nong d6 cao chiét
=0,8 g/mL, 70 °C, 80 pht. Hiéu suit thay phan dat 82,94 %;

- Tinh ché lutein: etanol/nudc = 1/1 (viv); 50 °C, ty & dung mdi/lutein
= 100/1 (v/w). Hiéu suét tinh ché dat 76,3 %. San pham sau qué trinh
tinh ché c6 ham Iwong lutein tong dat 96 %. Day 1a mot Giai phap hitu
ich da duogc cong nhan va cap Bang doc quyén Giai phap hitu ich s6
2730 (2021) & Viét Nam.

2. i ung dung qui trinh chiét xuat hoat chat lutein va zeaxanthin tir
hoa Clic van tho trén dé bao ché hdn hop lutein va zeaxanthin ¢ qui
mo 16n véi hiéu suat cac qué trinh chiét lutein este, lam giau cao
chiét, thily phan cao chiét, tinh ché lutein lan luot 1a: 88,92 %:; 95,4
%:; 75 %; 88 %. Két qua thu dwoc 10 kg san pham ¢ ham lugng lutein
téng 92,9 % voi 85,85 % lutein va 7,05 % zeaxanthin (theo két qua
kiém nghiém doc 14p tai Trung tam kiém nghiém — Vién Thuc phdm
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chirc nang). San pham dat tiéu chuan dugc dién Mi USP 40, tién t6i
¢6 thé thwong mai héa lutein cho nganh dwoc pham trong nuéc.

D3 phan 1ap lutein va zeaxanthin tir hdn hop san pham bang phuong
phép sic ky cot silica gel. Tir hdn hop san pham chta 96 % lutein
téng da phan lap dugc 260 mg chat chuan lutein (ham lugng trén 98
%) va 6 mg chit chuan zeaxanthin (ham luong trén 95 %) dat chi
tiéu chat lwong lam chat chuan phan tich cho HPLC. Lutein va
zeaxanthin dat chat luong chat chuan ¢ Viét Nam va két qua nay lan
déu tién dat duoc & trong nudc.

Di kiém nghiém chat lwong san pham hdn hop lutein chiét tach duoc.
San pham c6 d6 6n dinh cao trén 9 thang trong méi trudng chan
khéng, tranh &nh sang ¢ - 10 °C. San pham c6 thé bao quan & nhiét
d6 thuong, tuy nhién sau 9 thang chit lwong bi giam nhe. San pham
khong c6 doc tinh cap va doc tinh ban truong dién khi st dung dung
lidu va dung thoi gian.

Di bao ché dugc 1500 mL nhii trong nano lutein vai cong thic toi
uu 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 lan
(100 ml). San pham nhii twong nano lutein c6 kich thudc tiéu phan
nano dat Xap xi 56 nm, khong thay ddi vé kich thugc va hinh dang
sau 43-44 ngay. Nhi tuong nano lutein phén tan v6 han trong nuéc,
c¢6 d6 6n dinh 16N va lan dau dugc bao ché. Sau 24 thang ¢ diéu kién
bao quan, hé nhii twong khong tach 16p, kich thudc tiéu phan 97 nm.
D3 nghién cru tai sir dung cac ngudn phét thai trong qué trinh chiét
tach, tinh ché lutein nhu nghién ciru thu hoi, tai str dung tac nhan tién
xur ly, dung moi chiét va ba chiét dwoc u 1am phan bon hiru co. Day
la mot cong nghé khép kin, khong chat thai.
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