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(57) Sang ché dé cap dén phuong phap san xuit hé nano lycopen/resveratrol hai thanh
phan goém lycopen va resveratrol co kha nang phén tan tt trong nudc véi kich thude hat
nho tir 66-102nm, bao gém cac budc: tong hop chat bao boc vi nang copolyme PLA-PEG
c6 khbi lugng phan tor My, 1a 8400, vdi chi s6 PDI 1a 1,2; tao h¢ nano lycopen/resveratrol
theo céc ty 16 ham luong hai hoat chat lycopen va resveratrol khac nhau bang phuong phap
sdy phun. Vitamin E duoc sir dung 1am chat chdng oxi héa nham nang cao d6 bén hé nano
lycopen/resveratrol.
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Linh vuc k§ thuat dwgc dé cip

Sang ché dé cap dén phuong phap san xuét hé nano lycopen/resveratrol
c6 kha ning phan tan tdt trong nudc, cu thé 1a sang ché dé xuit phuong phéap
san xuit hé nano hai thanh phan: lycopen va resveratrol, sir dung chét bao boc
vi nang la copolyme polylactid-polyetylen glycol (PLA-PEG).

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Khoa hoc va cong nghé nano dang thu hat dugc sy quan tdm nghién ciru
ngdy cang lén do tiém ning Gng dung cua ching trong nhidu linh vuc quan
trong cua cudc séng. Trong do, dang hat nano cia mot ) hoat chat ¢ hoat tinh
sinh hoc cao vé&i nhiéu tinh chét vu viét hira hen mang lai sy phat trién trong cac
nganh dugc phdm, m§ phdm va cong nghé thuc pham. Cac nha nghién ctu trén
toan thé gidi da cong nhan rang mot sd lwong dang ké cac chit c¢6 hoat tinh sinh
hoc khi dua vao co thé c6 tac dong dén chudi qua trinh sinh héa xay ra trong co
thé, mang lai loi ich c6 thé kiém chtng va khéng cé cac tac dung phu c6 hai
(Nguyén Lan Diing, Cac hop chét thién nhién c6 hoat tinh sinh hoc).

Mot sb hoat chat quy ndi bat nhu lycopen, resveratrol dugc biét dén 1a
nhing hoat chit chéng oxi héa ¢ hoat tinh manh trong ty nhién (Qingguo Lu,
US 2014/0316175A1 va Hsieh, WO 2010/132021).

Lycopen la mét carotenoit, mdt dang séc t6 tu nhién mau do6 twoi c6 trong
thue vt va mot sb loai sinh vat quang hop khéc. Lycopen dugc tim thiy trong
nhiéu loai rau qua c6 mau dé nhu ca chua, géc, ca rdt, du du... [Judith Miiller-
Maatsch va cong su, 2007]. Hoat chét nay duogc téng hop trong ty nhién nho vi
sinh v4t va thuc vat nhung khéng c6 & dong vat. Co thé khong thé tu tong hop
dugc lycopen ma phai bd sung tir thirc &n hang ngay. Phan tir lycopen c6 cong
thirc phan tir C4oHss, khdi luong phan tir 14 536 Da, thanh phan c4u tao gdm 13

lién két doi, trong d6 c6 11 lién két dbi lién hop, ciu tric phan tir nhu sau:
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Hoat tinh chéng oxi héa cta lycopen cao glp 3,2 14n so v6i B-caroten va
gap 100 1an so v6i vitamin E. Hoat chit lycopen hoat dong nhu mot chét chéng
lai cac tac nhan oxi hda nhu tia UV, hép thu blrc xa cta anh sang mat troi va khi
phdi hop trong m§ pham dudng da, né c6 thé lam giam anh huodng cia tia UV
1én da, hodc c6 thé bao vé khoi cac anh huong ngén han (chay ning) va dai han
(ung thu da) cia 4nh sang mat troi (T.C. Kha va cong sy, 2013). Trong mot
nghién ctru nim 1999, 33 bénh nhan ung thu tuyén tién 1iét & Vién Ung thu
Destroit dugc chia thanh 2 nhém, nhém 1 str dung 30 mg lycopen va nhém 2 st
dung gia dugc (nhém ddi ching) trong vong 30 ngay trude khi phiu thuat. Két
qua cho thiy céc té& bao khéi u ngimg lan rong & 67% bénh nhan & nhém 1 so
v6i 44% & nhém ddi chimg (nhém 2) (Giovannucci E va cong su, 2002). Céc
cong bd cia Levy (1995), Sharoni (1994), Sharoni va Levy (1996) d& so sanh
hidu qua chdng ung budu cua lycopen so véi o va p-caroten, két qué cho thay
lycopen c6 hidu qua cao hon o, va B-caroten trong viéc tic ché cac té bao ung thu
phdi va té bao ung thu tuyén va (Vuong va cong su, 2006). Bén nam 2002, Tién
si Edward Giovannucci thudc Truong Pai hoc Y Harvard cong bd két qua
nghién ctru: bd sung ca chua, nudc sbt ca chua- loai qud chta ham lugng
lycopen cao vao ché d¢ an it nhét hai 1dn mot tudn gitp giam nguy co ung thu
tuyén tién liét t&i 21-34%. Nhém nghién ciru ctia Vuong va cdng su nam 2006,
cling nhén dinh lycopen la hoat chét c6 hoat tinh chdng oxi héa cao, tiéu diét
gbc tu do. Trong tac phidm “Nhitng cay thudc va vi thudc Viét Nam”, GS.TS.
P4 Tht Loi da khang dinh hoat chét lycopen cé trong dau gic tac dung nhu
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nhitng thudc c6 vitamin A, dic biét khi boi trén céc vét thuong, vét loét s& lam
vét thuong chéng lanh, chong 1én da non. Tur nhitng céng dung tuyét voi cia
lycopen ma cho dén nay, hoat chét hién dang tr& nén rét phd bién trén toan thé
gidi, dugc tmg dung 1am thuc phdm bd sung cho stc khoe. Béi vay, cac hudng
nghién ctru vé lycopen ngay cang thu hut cac nha khoa hoc.

Néu nhu lycopen dugc biét dén 13 mét carotenoit cd hoat tinh sinh hoc
cao, thi resveratrol 1a mot terpenoit cling c6 kha ning chdng oxi héa va chéng
viém nbi tiéng (Chiang-Wen Lee va cong su, 2012). Resveratrol c6 cong thirc
phan tir C14H120; va khéi lugng phan tir 14 228 DA. Hoat chét ¢ nhidu trong
v6 qua nho dé, dau phong, dira va dau tim, cdt khi ci. Resveratrol ¢ dang tinh
thé mau trang nhat, it tan trong nudc, tan nhiéu trong dung moi hitu co nhu
etanol va exeton (Jialei Li va cong sy, 2012). C4u trac phan tir cla resveratrol
nhu sau:

OH

HO \

OH

Trong tu nhién hoat chét hoat dong nhu phytoalexin- mot cht khang sinh
giup thuc vat chéng lai vi khuén, vi ndm, virut khi bi siu bénh tin cong.
Resveratrol c6 kha ndng phong ngtra ung thu, [am cham qua trinh 130 hoda, dugc
xem 13 mét thanh phan chéng oxi héa kép, vuot trdi hon ca vitamin C, vitamin
E, han ché tac déng clia cac gdc tu do 1én collagen va elastin, nguyén nhan dan
dén 130 hoa da (Thomas Walle, 2011).

Tuy lycopen va resveratrol déu 1a nhiing hoat chét c6 hoat tinh sinh hoc
cao nhung kha ning hoa tan trong nudc kém, khé hip thu vao co thé, do d6 han

ché {ng dung thuc tién cta cac hoat chat nay. Sau khi vao co thé, lycopen hay
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resveratrol chu yéu tap trung tai mdé md va céc co quan ndi tang nhu tuyén
thuong than, gan, tuyén tién liét va tinh hoan (Slomski va Norris, 2005). Bén
canh d6, hoat chét lycopen c¢6 nhuoc diém 1a khong bén, d& bi oxi héa, d& bi
phén huy béi nhiét va 4nh sing trong qua trinh ché bién va bao quan. Do dé, ché

tao thanh cong hé nano lycopen/resveratrol chtra hai thanh phan lycopen va
| resveratrol khong nhiing ning cao sinh kha dung cua cac hoat chit thanh phén,
cai thién do bén lycopen ma con 1a mot hudéng nghién ctru khoa hoc méi ¢é tiém
nang Ung dung 16n.

Hién nay, cac nghién ctru méi dimg lai & viéc san xuét hé composit gifra
lycopen va resveratrol. Céc bang sang ché méi chi dé cap dén nghién ciu ty 1€
ham luong t6i wu gifta thanh phan lycopen va resveratrol trong qua trinh tao san
pham chita bénh, chdng ung thu, lam dep da va thudc chéng viém. Vi du nhu:

- Ham luong lycopen trong khoang 0,1-2% trong luong/thé tich va
resveratrol trong khoang 0,05-1,5% trong luong/thé tich duoc két luan 1a phu
hop khi ché tao phirc hé san phidm chéng oxi héa c6 chita cdc mubi kim loai,
axit amin, amin ruou va vitamin B. Ty 1¢ gifta lycopen: resveratrol trong hé san

pham nam trong khoang 1:15-40:1 (Shakarchi, NZ 2003/0526350);
- Trong sang ché US 2008/0262081A1 ctia Raederstorff va cong su,

md t& ty 1& lycopen vé&i resveratrol khi bd sung vao co thé thong qua ché do an
ubng c6 tac dung chdéng qua trinh 130 hoa thich hop 1a 1:42-1:14;

- Mot san pham cai thién lan da, dudng da véi su két hop hai hoat
chat lycopen va resveratrol ty 18 ham luong lycopen: resveratrol trong san phim
khoang 4:1 ciing dugc cong bd trong séng ché‘quéc té s6 WO 2005/107729
(Kang, 2005);

- Hsieh va nhém tac gia trong sang ché qudc té s6 W02010/132021
di cong bd ché tao duoc san phidm chim séc stc khoe chua lycopen va
resveratrol ¢6 hoat tinh sinh hoc tét ding dé bd sung dudng chit, gitip han ché

ldo hoa va cholesterol trong mau...
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Nghién ciru trong céc bang sang ché néu trén déu tap trung khao sat ty 1é
lycopen véi resveratrol trong qué trinh tao san pham, sao cho phi hop dé c6 tac
dung mong muén, hién chua c6 cong trinh bai bao hay séng ché nao dé cap dén
viéc san xudt bot nano lycopen/resveratrol, dic biét 1a st dung phuong phap don
gian, d& thuc hién dé ting kha ning 4p dung cong nghiép cua san phim.

Trong bang sang ché sé IN283098 B céng bd nam 2017 vé phuong phép
ché tao mdt t& hop hat bao gdm hai hay nhiéu chit chéng oxi ho4 trong d6 c6
lycopen va resveratrol, két hop v6i mét vat liéu polyme. San phém thu duoc co
kich thuéc hat trén 200 nm. Theo dinh nghia hat nano 1a cac hat kich thudc tir 1
t6i 100 nm (mot sd quan diém cho ring hat nano 14 hat ¢4 kich thuéc duéi 200
nm). Nhu vay, xét trén moi quan diém thi td hop hat chira lycopen va resveratrol
trong tai liéu ndy chua dat kich thuéc nanomet. Ngoai ra, phuong phap bao ché
bao gém cac budc: xir Iy chit chéng oxi hoa thi nht bang dung méi hitu co 13
PEG-400 hoic N-metyl pyrolidon; xtr Iy chét chéng oxi héa thir hai bing vat
liéu polyme (poly lactid (PLA), polycaprolacton (PCL), hodc copolyme PLA-
PCL) v6i su ¢c6 mit cia dung mdi etylaxetat, diclometan, axeton. Cac chit
chéng oxi héa dugc d& cap c6 thé 1a lycopen, resveratrol, vitamin E. Nhil tuong
tao thanh béng cach tron hai dung dich trén trong diéu kién khuéy lién tuc; sau
d6 bod sung nhil tuong thu dugc vao chit on dinh 12 vitamin ETPGS; tiép tuc xur
ly hdn dich voi nude dé tao ra su tach pha, két tia thu dugc vi hat trong pha hitu
co. Cubi cing 1a céng doan tach pha hitu co va siy dé thu dugc bot khé.
Phuong phap ché tao t6 hop hat nay cé nhwoc diém 1a quy trinh tuong dbi phuc
tap, Xt Iy 1an luot timg hoat chét trong dung méi va vat liéu polyme, sau d6 méi
trdn va nhii hoa. Tir hdn dich mudn tao dugc bdt khd can phai tach loai pha
nuée va siy pha hitu co. Cong doan thu bot kho & budce nay dé xay ra viée con
ton du dung méi trong san pham. Nhu véy, can cai tién phuong phap néu trén
theo cach c6 thé tién hanh mot cach don gian, d& thuc hién dé ap dung dugc &

quy md 16n; va didu quan trong 13 san phidm thu dugc phai dat kich thudc
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nanomet, c6 kha ning phan tan tt trong nudce. Tir d6 méi c6 thé nang cao ung
dung ctia t6 hop lycopen/resveratrol trong dugc phim va m§ phim.

Trong mot don ding ky sang ché khac véi sé cong bd CN106344510 A,
Zhang Zhiming va nhém cong su dua ra phuong phap san xuét vi nhil twong
lycopen gdém céc budc: Trudc hét tron tinh thé lycopen, chit ddng nhii hoa
(glycerol hodc sorbitol), chat nhil héa (lecithin, axit caprylic glycerit, va Span
60) tan trong dau va chit chéng oxy héa (axit L-ascorbic, polyphenol trong tra,
resveratrol va hesperidin) dé thu dwoc huyén phu; sau d6 nghién hé huyén phu
dé thu duoc pha dau. Tron nuée va chat nhii héa (Tween hoic lipid sucroset) tan
trong nudc thanh pha nuéc; cudi cing trén déng nhét pha nuéc va pha dau dé
thu dugc vi nhil twong lycopen. Phuong phap san xuét vi nhii twong lycopen néu
trong sang ché 12 phuong phap nghién co hoc, san phim thu duge & dang micro,
chua dat t61 kich thudc nano. San phém thu dugc méi chi dung lai & hé vi nhi
twrong, chua phai & dang bot khé. Trong khi d6, cac hop chit carotenoit kém bén
nhu lycopen néu dugc ché tao vé dang bt nano s€ c6 do bén cao hon, da dang
bao ché thanh dang vién nang mang lai tiém ning tng dung 16n hon dang vi
nhi.

Do d6, dé giai quyét cac van dé k§ thuat néu trén, nhom tac gia sang ché
d& cap phuong phap san xuit hé nano lycopen/resveratrol dang bot khé véi quy
trinh ché tao don gian, an toan va dé thyc hién. Hé san phdm nano
lycopen/resveratrol khong nhing cai thién dugc d6 bén thanh phan lycopen,
giup giam kich thudc hat, tdng kha nang phan tan trong nudc va sinh kha dung
ctia cac hoat chét thanh phin, ma con nang cao ung dung clia san phim trong
c4c nganh dugc phim, m§ phdm va cong nghiép thuc pham.

Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Muc dich cia sang ché 1a d& cdp dén phwong phap san xudt hé nano

lycopen/resveratrol biang phwong phép siy phun sit dung chat bao boc vi nang 1a

copolyme PLA-PEG va cac chét hoat dong bé mat 14 lecithin va tween.
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Pé dat dugc muc dich néu trén, sang ché dé xuét phuong phap san xuét
hé nano lycopen/resveratrol c6 kha ning phan tan tét trong nudc, véi kich thudce
hat trung binh tir 66nm-102nm. Trudc hét dé dua ra phuong phép san xuét hé
nano lycopen/resveratrol, nhom tac gia sang ché da khao sét va lua chon chét
hoat dong bé miat phu hop va dic biét 1a tdng hop chét bao boc vi nang
copolyme PLA-PEG. Chét bao boc vi nang nay khéng chi c6 tac dung hinh
thanh hat nano ma con c6 tac dung tao bdt, nang cao d6 tron chay cia bdt nano
sau khi siy phun.

Copolyme PLA-PEG téng hop dugc bing cach mé& vong trung hop L-
Lactide trong PEG-6000 sir dung xc tac thiéc octoat Sn(Oct), trong mdi truong
khi nito. San pham thu dwoc sau d6 bao quan & diéu kién nhiét d6 -16°C dé thuc
hién céc bude tiép theo.

Sang ché d& xuét phuong phép san xuit hé nano lycopen/resveratrol cé
kich thudc hat trung binh tir 66nm-102nm. Trong d6, sau qué trinh tdng hop
copolyme PLA-PEG la quy trinh san xuét hé hat nano, bao gém cac budc chinh
sau:

a) tao pha ndi: tron hoat chét lycopen véi resveratrol, sau d6 bd sung chét
hoat dong bé mit, chit chéng oxi héa va chit bao boc vi nang copolyme
polylactid-polyetylen glycol (PLA-PEG); hoa tan hdn hop nay vao dung méi
tetrahydrofuran sir dung may déng nhét & toc d6 8400 vong/phut trong 45 pht;

b) tao dung dich nano lycopen/resveratrol trong pha ngoai nudc: bd sung
tir tir dung dich pha noi vao nudc ct trong diéu kién khudy bing may khudy
dong nhét toc do cao & tde d6 9000-10000 vong/phit, khudy trong 30 phut;

c) tao bdt hé nano Ilycopen/resveratrol: dung dich nano
lycopen/resveratrol thu dugc néu trén duoc dua vao may sdy phun, thu dugc san
phim dang bot mau dé man.

Céc tac gia sang ché di thuc hién mot sé phuwong an thuc nghiém véi

phuong phap san xuét trén, cac thuc nghiém duoc khao sat theo ty 16 ham lugng
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lycopen: resveratrol lan luot 1a 1:2, 1:1 va 2:1 va khao sat su c6 mit clia chét
chdng oxi héa 1a vitamin E, theo do:

Theo phuong 4n thtr nhét, sang ché d& xuét phuong phép san xuét hé
nano lycopen/resveratrol véi ty 1€ ham lugng lycopen: resveratrol 13 1:2;

Theo phuong 4n tht hai, sang ché d& xu4t phuong phap san xuét hé nano
lycopen/resveratrol véi ty 1¢ ham luong lycopen: resveratrol 13 1:2 véi su c6 mit
ctia chét chdng oxi héa 13 vitamin E;

Theo phuong 4n thit ba, séng ché dé xuét phuong phép san xuét hé nano
lycopen/resveratrol véi ty 1é ham lugng lycopen: resveratrol 1a 1:1;

Theo phuong 4n tht tu, sang ché d& xuit phuong phép san xuit hé nano
lycopen/resveratrol véi ty 1¢ ham lugng lycopen: resveratrol 1 1:1 véi su ¢6 mit
ctia chat chdng oxi héa 14 vitamin E;

Theo phuong 4an thir ndm, sang ché dé xuét phuong phap san xuét hé
nano lycopen/resveratrol véi ty 1€ ham lugng lycopen: resveratrol 13 2:1;

Theo phuong 4n thtr sau, sang ché dé xuét phuong phép san xuét hé nano
lycopen/resveratrol voi ty 1€ ham lugng lycopen: resveratrol 14 2:1véi sy ¢6 mit
ctia chit chdng oxi héa 14 vitamin E;

Sang ché dé xuét phuong phap san xuat hé nano lycopen/resveratrol c6
kha ning phén tén t6t trong nudc vé6i kich thude hat nhé va d6 bén cao. Su
twong hop tdt giita lycopen va resveratrol thu duoc cac hé nano c6 dudng kinh
hat dao dong tir 66-102nm. Ngodi ra, sw c6 mit clia chat chéng oxi hoa khi thém
vao hé nano ¢6 tic dung cai thién dang ké do bén hoat chét lycopen c6 trong hé
nano lycopen/resveratrol.

Hiéu qua cua sang ché:

- Quy trinh san xuat hé nano lycopen/resveratrol trong nudc st dung
cac chét hoat dong bé mit va chit bao boc vi nang copolyme PLA-PEG, tao bot
bang phuong phap sy phun 1a mét quy trinh ché tao don gian, dé thyc hién &

quy mo 16n;
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- H¢ nano lycopen/resveratrol c6 kha ning phén tan tét trong nuéc,
kich thudc hat nhé, gitip ting kha ning hip thu vao co thé, do d6 san pham c6
thé img dung lam dugc phim va m§ phim.

- San phidm hé nano lycopen/resveratrol cho thiy su c¢6 mit cia
resveratrol va vitamin E giup lam ting d6 bén cua lycopen;

- Nho st dung chét bao boc vi nang copolyme PLA-PEG, hé nano
lycopen/resveratrol thu dugc c6 d bén cao, c& hat nhé, giip nang cao hoat tinh
sinh hoc cling nhu sinh kha dung ctia hé nay.

MBS ta vin tit cac hinh vé

Sang ché s& duoc trinh bay cu thé va dugc hidu 5 rang hon qua viéc mo
ta chi tiét sing ché ciing véi céc hinh vé minh hoa kém theo, trong do:

Hinh 1 12 so d6 t6ng hop copolyme PLA-PEG;

Hinh 2 12 phd '"H-NMR va C-NMR ctia copolyme PLA-PEG;

Hinh 3 14 so d6 phuong phép san xuét hé nano lycopen/resveratrol;

Hinh 4 14 ph6 FT-IR cta c4c mAu hé nano lycopen/resveratrol;

Hinh 5 1 phd UV-Vis ctia cc mau hé nand lycopen/resveratrol;

Hinh 6 1a anh TEM va gian d6 phan bd kich thudc hat cua hé nano
lycopen/resveratrol (1/2);

Hinh 7 1a 4nh TEM va gian d0 phan b kich thudc hat ctia hé nano
lycopen/resveratrol (1/1);

Hinh 8 12 4nh TEM va gian d6 phan bd kich thudc hat cua hé nano
lycopen/resveratrol (2/1);

Hinh 9 1a cdc d6 thi thé hién do bén cua lycopen trong hé nano
lycopen/resveratrol theo thdi gian trong diéu kién bao quan -16°C.

M5 ta chi tiét sang ché
Lycopen va resveratrol: hai hoat chdt chinh san xudt hé nano

lycopen/resveratrol.

-10-
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Trong sang ché, nhom tic gia st dung hoat chit lycopen duoc chiét tach
mdt cach truc tiép tir mang gic va c6 d6 tinh khiét trén 98%.

Hoat chit resveratrol su dung cho qui trinh san xuit hé nano
lycopen/resveratrol 1a resveratrol thuong mai, chiét xuét tir rd cay cbt khi ct véi
dd tinh khiét trén 98%.

Téng hop copolyme PLA-PEG:

So db tong hop copolyme PLA-PEG duoc thé hién nhu Hinh 1. Quy trinh
téng hop copolyme PLA-PEG cu thé nhu sau:

i)  Lép hé phan tng st dung sinh han hdi lwu va dudi khong khi trong
hé bang dong khi nito;

ii)  Can chinh x4c 180g PEG-6000 (0,03mol) + 86,4g Lactide (0,6mol)
+ 2 lit toluen + 2g Sn(Oct)z, (Niactige: Npeg=20:1) chuyén vao binh phan Ung,
khuéy va gia nhiét dén 110°C;

iii)  Sau 6 gio, tit bép va dé ngudi hdn hop;

iv)  Cét quay chén khong dé loai dung méi toluen. San phim thu dugc
duoc tinh ché bang céch hoa tan trong dung méi diclometan va két tia bang
dung méi hexan. Giai doan két tia duoc thuc hién 2 1an dé thu duoc san phém
c6 d6 tinh khiét cao; |

v)  SAy chét rin trong mdi trudng chén khong;

vi) Bdao quan & -16°C.

Copolyme PLA-PEG thu dugc c¢6 khdi lugng phan tir My, 12 8.400 véi chi
s6 PDI=1,2 dugc xac dinh bang phuong phép sic ky thdm gel GPC.

Cau trtic ctia copolyme PLA-PEG dugc khéng dinh bing phd 'H-NMR va
3C-NMR trong CDCl; (Hinh 2). Két qua cho thdy copolyme c6 do tinh khiét cao.
Ph6 cong hudng tir hat nhan proton cho thdy cac tin hiéu dic trung cho proton
cua copolyme PLA-PEG. Tin hi€u cong hudéng va vi tri proton trong copolyme
PLA-PEG nhu sau:

- D@dkhchw&ﬂméhx6~J§9pmndannmgdmCIhumgPLA
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- Do dich chuyén hoa hoc & ~ 5,03 ppm dic trung cho CH trong PLA
- D6 dich chuyén hoa hoc & ~ 3,63 ppm dic trung cho CH; trong PEG

Ph6 *C-NMR chi ra céc tin hiéu dic trung cta cac nguyén tir C. Quy ghép
cac tin hi€u cong hudng va cac nguyén tir cacbon trong copolyme PLA-PEG cho
két qua nhu sau:

- D6 dich chuyén hod hoc & ~ 169,5 ppm dic trung cho C=0 trong
PLA
- D6 dich chuyén hod hoc 8~ 77,2 ppm dic trung cho CH, trong PEG
- Do dich chuyén hoa hoc 8~ 70,5 ppm dic trung cho CH trong PLA
- DBo dich chuyén hoé hoc 8~ 16,7 ppm dac trung cho CH; trong PLA
Sdn xuit hé nano lycopen/resveratrol:

Lycopen la mot hoat chat khéng phan cuc, khong tan trong nude va tan
rét it trong dau an. Bén canh d6, hoat chét cling c6 nhuogc diém 12 kém bén, da
bi oxi héa, kha ning tuong thich sinh hoc thap. D& nang cao sinh kha dung, viéc
chuyén héa lycopen thanh dang nano dé& hip thu vao co thé, dong thoi ting do
bén ctia hoat chit, hira hen s& 14 mot giai phép hitu hiéu bién lycopen thanh
ngudn dugce lidu qui. San xuat hé nano lycopen/resveratrol, v6i su két hop gifta
hai thanh phan hoat chit lycopen va resveratrol khéng nhimg ting do bén céc
thanh phan hat nano, ting kha ning phan tan tbt trong nudc, ning cao cac hoat
tinh sinh hoc ctia ching khi hap thu vao co thé, ma con phat trién huéng nghién
clru vé& céc hoat chit co hoat tinh sinh hoc cao tén tai & dang kich thudc
nanomet. Day la mdt hudng nghién ctru méi, hién chua cé céng trinh khoa hoc
cong bd vé hé hat nano nay.

Qua trinh san xuét hé nano lycopen/resveratrol nhu sau: Lycopen va
resveratrol duoc phéi tron voi cac ty 1€ khac nhau, sau d6 thém cac chat hoat
dong bé mat, chit chdng oxi héa va chit bao boc vi nang copolyme tong hop &
trén, hoa tan cac thanh phan trong dung méi tetrahydrofuran st dung may dong

nhit Ultra-Turrax véi tbc do 8400 vong/phut trong 45 phit; hdn hop sau khi da
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hoa tan hoan toan dugc bd sung tir tir vao dung dich nudc cit ddng thoi khudy
déu & toc d6 9000-10000 vong/phut trong khoang thoi gian 30 phuat. Dung dich
hé nano lycopen/resveratrol trong nuéc sau d6 dugc dua vao hé thong may siy
phun, thu dugc bot nano lycopen/resveratrol c6 mau d6 man. So dd quy trinh
san xuat hé nano lycopen/resveratrol dugc thé hién trén Hinh 3.

Bang 1. Thanh phan cic mAu hé nano lycopen/resveratrol

Ham Ham
. Vitamin Copolyme
Lycopen Resveratrol Lecithin Tween lugng luong
Méau E PLA-PEG
(2) (2) ) (g) lycopen resveratrol
(2 )
e w
NLRI1 4 8 12 12 0 64 4 8
NLR2 4 8 12 12 4 60 4 8
NLR3 6 6 12 12 0 64 6 6
NLR4 6 6 12 12 4 60 6 6
NLRS 8 4 12 12 0 64 8 4
NLR6 8 4 12 12 4 60 8 4

CAu trtc, hinh thai va tinh chét ctia hé nano lycopen/resveratrol

i) Céu trac hé nano lycopen/resveratrol

CAu tric ctia cac mAu hé nano lycopen/resveratrol thu duoc sau qué trinh
ché tao duoc phan tich bang phd FT-IR. Phd FT-IR cho thiy cac tin hiéu dic
trung cta hai hoat chét thanh phan 13 lycopen Vé‘ resveratrol trong hé nano

lycopen/resveratrol, cu thé nhu Hinh 4.
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Nhan thiy ring, pic dic trung ctia nhém -OH trong phd FT-IR cua tinh
thé resveratrol 1a & 3250cm’™. Tuy nhién, trong phé FT-IR cta hé NLR1, NLR3
va NLRS cho thdy nhém -OH cua resveratrol da duoc kéo dai chuyén sang cac
vi trf dao dong lan luot 14 3365cm™, 3398cm™, 3375cm’!, day la ddu hiéu cua
lién két hydro gitra resveratrol véi chit hoat dong bé mit va copolyme PLA-
PEG. Bén canh d6, cac dinh pic dic trung ctia lycopen trong phd FT-IR trong hé
nano NLR1, NLR3 va NLRS ciing dich chuyén dao dong so véi cac pic dic
trung trong phd FT-IR cua lycopen tinh khiét. Vi du nhu dao dong CHg(SP?)
clia lycopen trong hé nano c6 xu huéng dich gan vé cac budc song 2923cm,
2924cm™!, 2922cm! trong khi dao déng nay & phd FT-IR cua lycopen tinh khiét
12 3038cm™. Sy thay ddi vi tri cac dinh pic tuong Ung véi cac dao dong dic
trung cla lycopen trong hé nano cho thdy su tuong hop tbt gitra lycopen va
copolyme PLA-PEG. Mét vi du khéc ciing cho thiy dao dong C=Csu(Trans) cua
lycopen trong hé nano NLRI, NLR3 va NLRS5 lan luot & cac bude song
1593,09cm™’; 1604,15cm™; 1604,26cm™ trong khi dao dong ndy cua lycopen
tinh khiét 13 1625,97cm™. Hién tuong nay la do tuong tac ngoai phén tir gitta
lycopen va resveratrol. Su c6 mét cla resveratrol da cai thién, ndng cao do bén
ctia lycopen, han ché su kém bén do 11 lién két doi lién hop c6 trong ciu tric
hoat chét lycopen.

ii)) Dinh luong lycopen va resveratrol c¢é trong hé nano

lycopen/resveratrol bang quang phd hip thu UV-Vis
Can chinh x4c 1an luot 20mg bot nano NLR1, NLR3 va NLRS5 vao binh

nén chira 20g dung méi tetrahydrofuran, khudy nhe dé cac hé nano tan hoan
toan. St dung pipet hut va can chinh x4c 100mg dung dich mdi hé trén vao binh
nén 100ml chtra 50g dung méi, thu dugc 1an luot dung dich chudn cta cac hé
nano c6 ndng do 2 ppm.

Duing tetrahydrofuran 1am mau tring. Quét phd hép thu cta céc dung dich
NLR1, NLR3 va NLRS vira pha bang may do quang phd hip thu UV-Vis SP-

-14-



27629

3000 nano trong dai budc séng tir 200-800nm. Két qua cho thdy, trén phd xuét
hién cac dinh hép thu dic trung cla lycopen va resveratrol. Pinh hap thu dic
trung cla resveratrol trong cac hé nano 1an luot xut hién & hai budc séng
298nm va 324nm. Ba dinh pic hép thu dic trung cua lycopen trong hé nano lan
lugt 12 450nm, 479nm, 510nm. Phd UV-Vis trong Hinh 5 cho thy, cuong do
hép thu cta cac pic resveratrol va lycopen trong cic mau tuong tmg ty 18 véi ty
16 ham lugng hai hoat chit resveratrol va lycopen c¢6 trong hé nano
lycopen/resveratrol.

iii)  Pgc diem hinh théi hat va s phan b kich thuéc hat cia hé nano
lycopen/resveratrol

Céc miu NLR1, NLR3 va NLRS5 c6 ty 1é lycopen/resveratrol 1an luot 12
1/2, 1/1 va 2/1, tuong {mg véi cac két qua do trong Hinh 6, Hinh 7 va Hinh 8.
Hinh 6 cho thiy, hat nano thu dugc c6 dang hinh cau, kich thudc hat nhé trong
dai tir 30-120nm (4nh TEM) va duong kinh hat trung binh 13 66nm (gian d6
phan bé kich thuéc hat). Tuong tu & Hinh 7 va 8 cho thdy kich thuéc hat trung
binh trong hé nano NLR3 va NLRS lan luot 1a 79nm val02nm. Nhan thiy ring,
v6i ty 1€ lycopen/resveratrol cang ting thi sy phan b kich thudc hat trong hé
nano lycopen/resveratrol khong dong déu, va kich thudc hat trung binh 16n dan.

Sau qu4 trinh danh gia cdu tréic, hinh thai va tinh chét cia san phim thu
dugc cho thiy nhém tic gia bing sang ché di ché tao thanh cong hé nano
lycopen/resveratrol.

iv)  Dénh gia d6 bén ctia cac mau nano lycopen/resveratrol

Véi cau tric gébm 13 lién két doi, trong d6 11 lién két déi lign hop,
lycopen c6 nhuge diém 1a khong bén, d& bi oxi hoa, d& bi phan hiy béi nhiét va
anh sang trong qua trinh ché bién va bao quan, lam giam sinh kha dung cua hoat
chét nay. Trong khi resveratrol duoc biét dén la mot hoat chit bén nhiét, gén
nhu khéng bi phan hity & nhiét o phong. Vi cu tric gdm ba nhém hydroxyl
va nhiéu lién két d6i lién hop, resveratrol ¢4 kha ning chéng oxi héa manh hon

rat nhi€u so véi vitamin C va glutathion. Do d6, san xuat hé nano
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lycopen/resveratrol khong nhiing ning cao hoat tinh sinh hoc ctia cac hoat chét
thanh phan, déng thoi su twong hop gifta lycopen va resveratrol s& cai thién do
bén cta lycopen. Bén canh d6, nhém tac gia bing séng ché di khao sat d6 bén
ctia hé nano véi su hd trg cia chét chéng oxi hoa 14 vitamin E. Vitamin E ¢4 su
tuong hop t6t véi lycopen gitup cho hé nano tré nén bén hon. Két qué danh gia
d6 bén ctia hé nano dugc thé hién trong Bang 2 va Hinh 9:

Bang 2. D6 bén cac mAu hé nano theo thoi gian bao quan & -16°C

) Do bén (%)
Mau
0 ngay 15 ngay 30 ngay 60 ngay 90 ngay

NLRI 100 99,2 98,2 96,5 94,8
NLR2 100 99,5 98,8 97,0 95,6
NLR3 100 98,8 97,4 95,1 93,1
NLR4 100 99,1 98,0 96,1 94,2
NLR5 100 98 96 93,7 91,5
NLR6 100 98,2 96,4 94,5 92.8

Nhu vay, trong clng diéu kién bao quan 14 -16°C, cic mAu bdt nano ¢ do
bén ty 1& thuin v6i ham luong resveratrol/lycopen trong hé nano
lycopen/resveratrol. Ty 1 resveratrol: lycopen cang ting thi d6 bén hé nano
cang cao. Ngoai ra, v4i vai tro la mot chét chéng oxi héa, su c¢6 mit cua
Vitamin E ciing gitip ting d6 bén ctia hoat chét lycopen c6 trong hé nano.

Sau 3 thang bao quan & -16°C, ham lugng lycopen trong hé nano NLR2
con lai 14 95,6%. Nhu vy, c6 thé thdy ring lycopen trong hé nay bi phén hay
khé cham, hoat chit lycopen trong hé nano lycopen/resveratrol ché tao duoc
tuong d6i bén va 6n dinh.

Vi du thye hién sang ché
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Vi du 1: San xuét hé nano lycopen/resveratrol véi ty 1& ham lugng lycopen:
resveratrol 1a 1:2 (hé nano NLR1)

Céc chit hoat dong bé mat bao gdm 12g lecithin, 12g tween dugc cho vao
binh phan tng thir nhét. Sau d6, thém vao binh phan ng 4g lycopen, 8g
resveratrol va 64g copolyme PLA-PEG. 1 lit dung mdi tetrahydrofuran duogc
dua vao binh phan tmg dé hoa tan hoan toan hdn hop. Sau khoang thdi gian
khudy 45 phut, dung dich thu duoc mau d6 mén trong sudt, duoc dua tir tir vao
binh phan tmg thi hai chira 2,5 lit nudc cit. Qua trinh nay dugc thyc hién ddng
thoi dudi may ddng nhét tbc do cao trong khoang thoi gian 30 phut. Cudi cung,
hdn hop nano lycopen/resveratrol trong nudc dugc dua vao hé théng may siy
phun dé thu bt nano lycopen/resveratrol ¢6 mau dé man.

San xuét hé nano NLR1 véi ty 1& ham luong lycopen: resveratrol 1a 1:2,
c¢6 vu diém & chd, su twong hop tét ctia lycopen va resveratrol cho hé nano ¢
kich thudc hat trung binh 1a 66nm va su phan bd kich thudc hat kha déng déu.
Vi du 2: Phuong phép san xuét hé nano lycopen/resveratrol v&i sy ¢ mat cia

vitamin E (hé nano NLR2)

Phuong phép san xuit twong tu trong vi du 1. Tuy nhién, ham lugng chét
bao boc vi nang copolyme PLA-PEG giam xudng con 60g dé bd sung thém 4g
chét chéng oxi hoa 12 vitamin E, sau d6 tién hanh cc budc tao bt nhu vi du 1.

Kha ning tuong hop rat tdt gitta lycopen va vitamin E cho két qua sau 3
thang bao quan ham lugng lycopen con lai 1a 95,6%. Vitamin E dong vai tro 1a
chét bao vé, gitp lycopen giam dugc su phan hily bdi céc tAc nhan oxi hda trong
qua trinh ché tao ciing nhu bao quéan hé nano.

Vi du 3: San xuét hé nano lycopen/resveratrol véi ty 16 ham lugng lycopen:

resveratrol 1a 1:1 (hé nano NLR3)

Phuong phép san XUuét twong tu nhu trong vi du 1. Ham lugng hai hoat
chét thay ddi theo ty 18 1:1 1 6g lycopen va 6g resveratrol. Hé nano NLR3 thu

dugce vai ty 1é€ ham lugng lycopen/resveratrol tdng so voi hé nano NLR1, do d6
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su phan bd kich thudc hat trong hé NLR3 khéng ddng déu nhu NLR1 va kich
thudc hat trung binh tang 1€n 14 79nm.

Vi du 4: Phuong phap san xuét hé nano lycopen/resveratrol véi sy ¢6 mit cia
vitamin E (hé NLR4)

Phuong phép san xuat tuong tw nhu vi du 1. Ty 1& ham luong lycopen:
resveratrol 13 1:1 13 6g lycopen va 6g resveratrol, h&¢ NLR4 c6 thém 4g chét
chéng oxi hoéa vitamin E, theo d6 lwong copolyme PLA-PEG giam xubng 1a
60g. Uu diém cua vitamin E c¢6 trong hé NLR4 14 ning cao d6 bén hé nano so
v6i hé nano NLR3 khong c6 sy tham gia ctia chét chbng oxi hoa.

Vi du 5: San xuét hé nano lycopen/resveratrol vdi ty 16 ham lugng lycopen:
resveratrol 1a 2:1 (hé nano NLRS)

Phuong phap san xuét trong tw nhu trong vi du 1. Tuy nhién, ham luong
hai hoat chit thay ddi theo ty 18 2:1 1a 8g lycopen va 4g resveratrol. Hé nano
NLRS5 thu duge ¢6 kich thuée hat trung binh 1a 102nm, su phéan b kich thudce
hat chua that déng déu.

Vi du 6: Phuong phap san xuét hé nano lycopen/resveratrol véi su c6 mit cua
vitamin E (hé NLR6)

Phuong phap san xuét tuong tu nhu vi du 1. Ty 1& ham luong lycopen:
resveratrol 1a 2:1, hé NLR6 c6 thém 4g chét chéng oxi hoéa vitamin E, theo d6
ham lugng copolyme PLA-PEG giam xubng 13 60g. Két qua sau qua trinh ché
tao, hé nano NLR6 cho thiy ring d6 bén hoat chit lycopen c6 trong hé NLR6
cao hon so voi hé NLRS 1a 1,3%.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phép san xudt hé nano lycopen/resveratrol gébm hai thanh phan
lycopen va resveratrol c6 kha ning phan tén t6t trong nuéc véi kich thude hat
nhd tlr 66-102nm, bao gdm cac bude:

a) tao pha noi: tron hoat chét lycopen véi resveratrol, sau dé bd sung chét
hoat déng bé mit, chit chéng oxi hda va chédt bao boc vi nang copolyme
polylactid-polyetylen glycol (PLA-PEG); hoa tan hén hop nay vao dung méi
tetrahydrofuran st dung may dong nhit & toc do 8400 vong/phut trong 45 phut;

b) tao dung dich nano lycopen/resveratrol trong pha ngoai nudc: bd sung
tir tir dung dich pha ndi vao nuéc cét trong diéu kién khudy bing may khudy
ddng nhét téc d6 cao & tbe dd 9000-10000 vong/phit, khudy trong 30 phut;

c) tao bdt hé€ nano lycopen/resveratrol: dung dich nano
lycopen/resveratrol thu duogc néu trén duge dwa vao may sdy phun, thu dugc san
phim dang bot mau dé méan.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 chét hoat dong bé mit duogc sit dung la
lecithin, tween.

3. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cic diém néu trén, trong d6 chét
chéng oxi héa 1a vitamin E.

4. Phuong phap theo diém bt ky trong sé cac diém néu trén, trong do lycopen
va resveratrol dugc st dung véi ty 1€ lycopen: resveratrol 1a 1:2.

5. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 lycopen
va resveratrol dugc st dung véi ty 1€ lycopen: resveratrol 1a 1:1.

6. Phuwong phép theo diém bét ky trong sd cac diém néu trén, trong d6 lycopen
va resveratrol dugc st dung vdi ty 1€ lycopen: resveratrol 1a 2:1.

7. Phuong phép theo diém bét ky trong s cac diém néu trén, trong d6 lycopen

duoc tach truc tiép tir mang gic va cé do tinh khiét trén 98%.
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8. Phuong phap theo diém bét ky trong s cic diém néu trén, trong do
resveratrol c¢6 do tinh khiét trén 98%.

9. Phuong phap theo diém bit ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 chét bao
boc vi nang copolyme PLA-PEG stt dung trong phwong phap nay duoc tong hop
tu PEG-6000 va lactid trong hé phan tmg véi ty 1€ mol 1a 1:20, moi truong khi tro
Na; phan vmg duoc tién hanh trong dung méi toluen véi sy ¢6 mit cia chét xac
tac Sn(Oct); san phim thu dugc duge tinh ché hai lan trong hé dung moi
diclometan/hexan; va hé nano lycopen/resveratrol thu dugc c6 do én dinh cao,
sau 3 thang bdo quan ¢ -16°C duy tri dugc ham lugng lycopen con lai & mirc

cao la 95,6%.
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Hinh 1. So d6 téng hop copolyme PLA-PEG
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Hinh 2. Phd 'H (A) va *C-NMR (B) ctia copolyme PLA-PEG
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Pha noi:
Lycopen, resveratrol + Chit hoat Pha ngoai:
dong bé miit + Copolyme PLA- H,0
PEG + Dung mdi hitu co

Khudy é& téc d9 cao
9000-10000 vong/phiit

Nanolycopen/resveratrol trong nwéc

Sz‘iy phun

B0t nanolycopen/resveratrol

Hinh 3. So d6 quy trinh san xut hé nano lycopen/resveratrol
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Hinh 4. Ph6 FT-IR cua cc mau bot lycopen/resveratrol
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Hinh 5. Ph6 UV-Vis ctia c4c mau bdt hé nano lycopen/resveratrol
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Hinh 6. Anh TEM (A) va gian db phén b kich thuéc hat (B) ctia hé nano

lycopen/resveratrol (1/2)
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Hinh 7. Anh TEM (A) va gian d6 phan bb kich thuéc hat (B) cua hé nano
lycopen/resveratrol (1/1)
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Hinh 8. Anh TEM (A) va gian d6 phan bé kich thuéc hat (B) ctia hé nano
lycopen/resveratrol (2/1)
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Hinh 9. D6 bén cua lycopen trong hé nano lycopen/resveratrol theo thoi gian

trong didu kién bao quéan -16°C
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