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Linh virc k§ thuat dwoc dé cap

Giai phap hitu ich d& cip dén quy trinh ché tao hé tidn vi nhil tfrong nano gamma
oryzanol.
Tinh trang ky thuit cia giai phap hiru ich

Gamma oryzanol hay y-oryzanol, danh phap UPAC:
[(1S,3R,6S,8R,115,128,15R,16R)-7,7,12,16-tetramethyl-15-[(2R)-6-methylhept-5-en-2-yl]-
6-pentacyclo [9.7.0.01’3.03’8.012’16] octadecanyl] (E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)prop-2-
enoate, dugc tim thiy trong cam gao va dau gao. Hop chét ndy c6 cong thirc phan tr 1a

C4oHs30,4 v6i cong thire cau tric sau day:

Gamma oryzanol

Céc nghién ctru cho thy y-oryzanol ¢6 rat nhidu tinh chét sinh hoc dang quy nhu kha
ning chdng ung thu, chéng nhiém tring, ngin ngira m& méu, bao vé day than kinh, v.v. Cac
nghién cfru con cho thy y-oryzanol khong gdy ddc cAp tinh va man tinh. Chinh vi vy, da
c6 rit nhiéu ché phdm sinh hoc chira y-oryzanol dugc sir dung rong rai & Chau A dé hd trg
diéu tri mdt s4 tridu chimg lién quan dén ky man kinh, tang tiét ba nhon va viém loét.

Nakamura 12 ngudi du tién nghién ciru 4nh hudng cta y-oryzanol dén qua trinh téng
hop cholesterol & gan tir nhitng ndm 1960. Sau d6, da c6 hon 180 bai bdo da dugce cong bd
cho thdy phd hoat tinh sinh hoc da dang ctia y-oryzanol, trong d6 c6 nhidu nghién ctru d3 thi
nghiém in-vitro va in-vivo hoat tinh sinh hoc ctia cac ché phim chiét xuit y-oryzanol va ché
phaim y-oryzanol tinh khiét.

Vé tac dung chéng oxy héa ciia y-oryzanol c6 thé ké dén cong bd cua Kim va céc

cong su. Céc tac gia cho thdy kha ning e ché sy oxy héa pyrogallol va téng hop cac chit
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chéng oxy héa (BHA, BHT va TBHQ) chdng lai sy hinh thanh hydroperoxit. Gamma
oryzanol cOn c6 tac dung chéng oxy hoa cholesterol. Qua trinh oxy héa cholesterol s& tao ra
c4c san phim ddc gy xo vita, dot bién, ung thu. Do d6, y-oryzanol c6 kha ning ngin ngira
cac bénh v& tim mach va han ché céc tic nhan gy ung thu. Céc thir nghiém 1am sang danh
gia tic dung lam sy gidm md mau cia y-oryzanol da duoc tién hanh trén 50 ngudi phu nit
khoe manh. Két qua da duge Suzuki va Oshima cong b trén bai “Influence of blending of
edible fats and oils on human serum cholesterol. Blending of rice bran oil and safflower
oil”.

Bén canh d6, tac dung lam giam céc triéu ching thoi ky man kinh cia y-oryzanol
ciing da duoc thir nghiém. Cac nha khoa hoc Nhat Ban da thuc hién cac thir nghiém 1am
sang trén 13 phu nit & do tudi man kinh, v6i liéu ding 100 mg/1 1an, ding 3 1an/1 ngdy
trong 38 ngay. Két qua cho thdy 67% phu nit tham gia thir nghiém da gidm céc triéu ching
ky man kinh. M6t thir nghiém khac ciing da dugc thuc hién trén 40 phu nit v6i lidu ding 13
300 mg trong 4-8 tudn. Két qua ghi nhan 90% phy nit di gidm céc triéu ching lién quan dén
ky man kinh.

Qua céc tai liéu da cong bd co6 thé thiy y-oryzanol 12 hop chét thién nhién c6 nhiéu
hoat tinh sinh hoc dang quy va di dwoc tmg dung nhiéu trong cic san phim thuc pham va
m§ phim v&i tac dung chdng oxy héa, gidm m& mau, v.v. Céc san phim chu yéu dwoc ding
duéi dang ubng, nhung y-oryzanol 12 mét chét it tan trong nuéc nén kha ning chuyén héa
ctia nd thip. Do d6, cn cai thién kha ning hoa tan clia y-oryzanol trong cac ché phim dé
tang tinh sinh kha dyng cta hop chét nay.

Serveh Ghaderi va cdc cong su da nghién ctru ché phim y-oryzanol dang nano dugc
bao godi trong etylen xenluloza bang phwong phép bay hoi dung mbi. Két qua trong cong bé:
“Formulation of Gammaoryzanol-Loaded Nanoparticles for Potential Application in
Fortifying Food Products” cho thiy san phim tao thanh c6 kich thudc trong khoang tlr 70 —
100 nm. Nghién cru da cai thién do hoa tan cla y-oryzanol nhung kich thudc cac hat con
kha 16n nén s& anh hudng dén su phan bd cua ché phdm trong hé tuan hoan.

Tac gia Kai-Min Yang va cdng su trong cong bd: “Preparation and evaluation of

release formulation of y-oryzanol/algae oil self-emulsified with alginate beads” da tao ché
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phim nhii twong y-oryzanol/dau tao va dugc bao géi trong céc hat tio bién. Cac hat tio bao
vé y-oryzanol tranh tiép xtic v6i dich tiéu hoa da diy, 1am ting tinh hoa tan va tinh 6n dinh
ctia ché pham, kiém soat dwoc ham lwong phén phéi ctia ché pham. Tuy nhién, nhii trong y-
oryzanol/dau tao c6 kich thudc kha 16n, khoang 600 nm, s& anh hudng dén su phan b y-
oryzanol trong co thé.

Kozuka C va cic cdng su trong nghién cuou: “Marked augmentation of PLGA
nanoparticle-induced metabolically beneficial impact of y-oryzanol on fuel dyshomeostasis
in genetically obese-diabetic ob/ob mice” da st dung phuong phéap bao goi y-oryzanol trong
hat nano PLGA. Ché phim tao thanh dwoc tién hanh thir nghiém in-vitro nhim d4nh gia tac
dung didu tri r6i loan chuyén héa trén chudt méc bénh béo phi. Két qua cho thiy ché phim
tao thanh da ting sy hip thu y-oryzanol 1én 1000 lan, dong thoi cai thién chirc ning clia
tuyén tuy. Phuong phap nay di lam ting tinh sinh kha dung cua y-oryzanol, nhung kich
thudce hat tao thanh van khé 16n, khoang 218 nm.

Mic d c6 nhidu giai phép tao ra dé ting kha ning hoa tan, kha ning chuyén hoa va
hép thu y-oryzanol qua dudng tiéu hoa va da tao ra dugc hiéu qua khi ap dung. Tuy nhién,
c4c hat y-oryzanol téng hop dugc van c6 kich thude kha 16n. Véi kich thude nay kha nang
vén chuyén va phan bd trong hé tudn hoan co thé s& bi han ché. Do d6, sang ché nay s& dé
cap dn quy trinh ché tao y-oryzanol dang cac tiéu phan nano c6 kich thuéc nhé hon (duéi
50 nm). Tét hon nita 1a con dugc boc bing hé vi nhii én dinh. T4t hon nita néu quy trinh ché
tao ndy cho phép tao ra hé tién vi nhii nano gama oryzanol véi ham lugng cao, dat t6i 4,78
mg/g mau. Tt hon nita néu hé tién vi nhii dat dugc céac chi tiéu an toan thuc phém.

Ban chét ky thuit caa giai phap hiru ich
Muc dich cua gidi phap hiru ich 1a 1am ting tinh sinh kha dyng cua hoat chét y-

oryzanol.

Muc dich khac nira 1 dé xuét quy trinh ché tao hé tién vi nhii nano y-oryzanol, tan tdt
trong nudc bao gdm céc hat nano y-oryzanol c6 kich thuéc nhé hon 50 nm. Tét hon nira néu
quy trinh nay cho phép ché tao hé tién vi nhii nano y-oryzanol c6 ham lugng cao, 1én t6i
4,78 mg/g. Tt hon nira, néu mau y-oryzanol ché tao duogc dat cac chi tiéu vé an toan thuc

pham.
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Pé dat dugc cac muc dich trén ddy, giai phap hitu ich d& xuét quy trinh ché tao hé
tidn vi nhil nano y-oryzanol, quy trinh bao gdm céc buéc:

i) chudn bi pha phan tén bang cach cho y-oryzanol hoa tan trong xetyl palmitat theo
ty 18 (g/g) 12 1:4 kém khudy, trong thoi gian khoang 10 gid, tdc do khudy tir 400 dén 800
vong/pht va két hop gia nhiét & nhiét do tir 40 dén 50°C dén khi tao thanh dung dich dong
nhét;

ii) chudn bi hdn hop chit nhii héa gdm span 80 va tween 80 theo ty 1¢ (g/g) 1a 2:3,
phan tén duéi didu kién khudy véi toc do tir 100 d&én 300 vong/phiit trong thoi gian 2 giv &
nhiét 6 phong;

iii) tao hon hop dong nhét bing cach tron pha phan tan, hdn hop chit nhii hoa span
80/tween 80 sao cho cac chét y-oryzanol, xetyl palmitat, span 80 va tween 80 trong hdn hop
ddng nhét co6 ty 1& (g/g/g/g) cua y-oryzanol: xetyl palmitat: span 80: tween 80 1a 1/4/2/3
trong 4 dén 6 gio ¢ nhiét d6 phong;

iv) tao hé tién vi nhii nano y-oryzanol bing cach dé hén hop ddng nhat thu duoc &
budc iii) qua d&m & nhiét o phong, tiép theo tién hanh dong héa véi tde do 3000 dén 5000
vong/phut va lap lai tir 5 dén 7 1an; va

v) loc hdn hop & bude iv) bing Iudi loc kich thuée 0,2 micromet thu duge hé tién vi

nhil nano y-oryzanol.
Theo mot phwong an, bude i) dugc thyc hién trén may khudy tir.
Theo phuong 4n khéac, bude ii) dugc thuc hién trén may rung si€u am.
Theo phuong 4n khac nira, budec iii) dugc thyc hién trén thiét bi tao nhii.

Theo phuong 4n khac nita, ham luong nano y-oryzanol trong mau thu duoc 13 4,78
mg/g.

Mo ta van tat hinh vé
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Hinh 1 13 hinh anh v kich thuéc tiu phan nano y-oryzanol chup bang kinh hién vi
dién tir truyén qua phan giai cao (High Resolution Transmission Electron Microscopy -
HRTEM) theo m{t phuong an cu thé cua giai phap hiru ich.

M6 ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau day, giai phap hitu ich m6 ta chi tiét cac phuong 4n cu thé, tuy nhién, cac phuong

4n ndy chi nhdm muc dich mé ta chi tiét giai phap hiru ich, chir khong nhdm muc dich han

ché pham vi yéu cau bao ho giai phap hiru ich.

Giéi phap hiru ich dé cap dén quy trinh ché tao hé vi nhil twong nano y-oryzanol,

trong d6 quy trinh nay bao gdm céc budc:

i) chuin bi pha phén tan bang cach cho y-oryzanol hoa tan trong xetyl palmitat theo
t7 18 (2/g) 1 1:4 kém khudy, trong thoi gian 10 gid, tdc d khudy tir 400 dén 800 vong/phit
va két hop gia nhiét & nhiét do tir 40 dén 50°C dén khi tao thanh dung dich dong nht;

Xetyl palmitat (Cetyl palmitate), hay hexadexyl hexadecanoat, 1a este co ngudn gbc
tir axit hexadecanoic va hexadecanol. Chat rén dang sap tring ndy la thanh phan chinh cia
tinh trung, loai sép ting dugc danh gid cao dugc tim thiy trong hop so cua ca nha tang.
Xetyl palmitat khong tan trong nudc, tan trong diu va c6 ban san trén thi trudng hodc thu

dugc bing cach tdng hop thong dung da biét.

Muc dich ban dau 13 tao ra cac hat y-oryzanol v6i kich thuéc nano va 4n dinh trong
hé, giai phap hitu ich str dung xetyl palmitat d2 hoa tan y-oryzanol. Bang nhidu nghién ciu
phan tich va thir nghiém, giai phap hiru ich da xac dinh dugc ty 1€ hoa tan cua y-oryzanol
trong xetyl palmitat 1a 1:5 (g/g) 1a ty 1€ hoa tan thich hgp d& hoa tan nham tao ra hat y-
oryzanol véi kich thuéc nano va dn dinh trong hé.

ii) chudn bi hén hop chit nhii héa gdm span 80 va tween 80 theo ty 1€ (g/g) 12 2:3,
phan tan duéi didu kién khudy véi tde do tir 100 dén 300 vong/phut trong thoi gian 2 gitr &
nhiét d6 phong;

Vi hé vi nhil trong theo giai phép hiru ich dugc sir dung trong cac nganh cong nghiép
thuc phém va dugc phén, nén cac chit duge lra chon str dung phai c¢6 do an toan cao, khong
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c6 doc tinh va it tic dung phu. Sorbitan monooleat (Span 80) va polyoxyetylen sorbitan
monooleat (tween 80) 13 hai chat hoat dong bé mit da dugc tng dung nhiéu trong nganh
thyc pham va dugc pham. Theo khuyén cdo ciia WHO, ddy 14 hai chét an toan véi lidu ding
14 25 mg/kg trong luong co thé.

Biang nhiéu nghién ciru phén tich va thir nghiém, céc tic gia di tim ra ty 1€ span 80 va
tween 80 12 2:3 (g/g) 12 ty 18 t6i wru cho hé tién vi nhii dugc 6n dinh nhét.

iii) tao hdn hop ddng nhét bang cach tron pha phan tén, hdn hop chét nhii héa span
80/tween 80 sao cho cac chit y-oryzanol, xetyl palmitat, span 80 va tween 80 trong hén hop
ddng nhit c6 ty 18 (g/g/g/g) cua y-oryzanol: xetyl palmitat: span 80: tween 80 1a 1/4/2/3
trong 4 dén 6 gid & nhiét do phong;

Hén hop chit phan tan pha diu trén véi hdn hop chit nhii héa dé hinh thanh hé tién
vi nhil. TY 18 céc chét trong budc nay, dugc nghién ctru sau rong, khong chi gitp tao didu
kién thuan 1oi cho sy dn dinh cta hé tién vi nhii ma con gitp kha ning hoa tan trong nudce
tao hé nhii twrong 6n dinh.

iv) tao hé tién vi nhii nano y-oryzanol bing cach dé hdn hop ddng nhét thu dugc &
bude iii) qua dém & nhiét do phong, tiép theo tién hanh dong hoa véi toe do 3000 dén 5000
vong/phit va 1ap lai tir 5 dén 7 lan;

Dé dam bao tinh 6n dinh cho hé tién vi nhil, theo giai phép hitu ich dugc tién hanh
ddng hoéa & nhiét d6 phong, trong vong 5 dén 7 chu ky.

v) loc hdn hop & budc iv) bang ludi loc kich thude 0,2 micromet thu duge hé tién vi
nhil nano y-oryzanol.

Theo mdt phwong 4n, hdn hop dugc dem ly tdm dé loai bo phan hoat chit con du

khong tan.
San phim thu dwoc duge tién hanh kiém tra cac dic tinh.
Vi du thwe hién gidi phap hiru ich

Vidu 1: Ché tao hé tién vi nhil nano y-oryzanol
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Chudn bi pha phan tin bang cich cho 1 g y-oryzanol hoa tan trong 4 g xetyl palmitat
trén may khudy tir trong thoi gian 10 gid, téc d6 khudy tir 400 dén 800 vong/phut va két hop
gia nhidt & nhiét do tir 40 dén 50°C dén khi tao thanh dung dich ddng nhét, thu dugc pha
phan tan;

Chun bi hdn hop chét nhii hoa bing cach trén 2 g span 80 va 3 g tween 80 duge
phan tén déu dudi diéu kién khudy véi téc do tir 100 dén 300 vong/phit trong thoi gian 2
gi0 & nhiét do phong;

Tao hén hop ddng nhit bing cach tron pha phan tin, hdn hop chét nhii héa span
80/tween 80 sao cho c4c chét y-oryzanol, xetyl palmitat, span 80 va tween 80 trong hdn hop

dong nhat co ty 18 (g/g/g/g) cia y-oryzanol: xetyl palmitat: span 80: tween 80 1a 1/4/2/3
trong 4 dén 6 gio & nhiét d6 phong.

Tao hé tién vi nhil nano y-oryzanol bang cach d hdn hop ddng nhit qua dém & nhiét
@b phong, tiép theo tién hanh ddng hoéa véi tbe d6 3000 dén 5000 vong/phit va Idp lai tir 5
dén 7 14n thu duge hé tién vi nhil nano y-oryzanol.

Loc hdn hop & budce trén bﬁng luéi loc kich thudce 0,2 micromet thu duge hé tién vi
nhil nano y-oryzanol.
Vi du 2: Pic tinh mau thu duge

San phim tao thanh duoc tién hanh kiém tra véi céc phuong phap phén tich hién dai.
Két qua phan tich nhu sau:
Két qua do HR-TEM

He tién vi nhii nano y-oryzanol phan tan t6t trong nudc gdm cac hat nano y-oryzanol
hinh cdu c6 dudng kinh khoang 30-40 nm (xem, Hinh 1).
Két qua phén tich ham lugng

Ham luong cta nano y-oryzanol trong mau dugc do bang HPLC. Ham lwgng nano y-

oryzanol tinh toan dua trén Kkét qua dinh lugng dat 4,78 mg/g.

Két qua phan tich chi tiéu héa ly va vi sinh vét
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Mau nano y-oryzanol sau khi ché tao dugc di kiém nghiém céc tiéu chuan vé vi sinh

vat va héa 1y. Két qua kiém nghiém dugc thé hién trong bang dudi day:

8/11

STT Tén chi tiéu Pon vi Phuong phap thir Két qua
Téng vi sinh v4t hiéu KPH
9.1 CFU/mL ISO 4833-1:2013
khi (LOD:1 CFU/mL)
KPH
9.2 | Cl. Perfringens CFU/mL TCVN 4991:2005
(LOD:1 CFU/mL)
' KPH
9.3 | Coliforms CFU/mL TCVN 6848:2007
(LOD:1 CFU/mL)
TCVN 7924 -2:2008 KPH
94 | E. coli CFU/mL
(LOD:1CFU/mL)
Tbng sb bao tir mdm KPH
9.5 , TCVN 8275-1:2010
men-moc (LOD:1 CFU/mL)
NIFC.03.M.45(1CP- KPH
9.6 | Ham lugng Cadmi mg/kg
MS) (LOD:0,004 mg/kg)
NIFC.03.M.45(1CP-
9.7 | Ham lugng Chi mg/kg 0.067
MS)
NIFC.03.M.45(ICP- <LOQ
9.8 | Ham lugng Thuy ngdn | mg/kg
MS) (LOQ: 0,011 mg/kg)
9.9 | bopH - NIFC.05.M.196
9.10 | Ty trong NIFC.05.M.197

Hiéu qua dat dwoc cia giai phap hiru ich

Két qua cho thiy, miu y-oryzanol ché tao duoc dat cic chi tiéu vé an toan thuc pham.
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D3 ché tao thanh cdng hé tién vi nhii nano y-oryzanol tan tét trong nuéc, c6 chira cic
tiéu phan nano y-oryzanol, dap tmg yéu cAu clia qua trinh van chuyén cac hat tiéu phan nano
y-oryzanol t&i dich mong mudn. Hoat tinh sinh hoc cta y-oryzanol ting 1én khi y-oryzanol &

dang nano kich thuéc nho.

Ngoai ra, gidi phap hitu ich da thanh cbng trong viéc ché tao hé tién vi nhii y-
oryzanol phén t4n trong nu6c bao gdm céc hat hinh cAu c6 kich thuée tir 30 dén 40 nm. Hon
nira, quy trinh nay con cho phép tao ra hé tién vi nhil nano y-oryzanol c6 ham lugng y-
oryzanol 1a 4,78 mg/g. V&i cac déc tinh thu dugc nay, y-oryzanol d& dang duoc van chuyén

va ting su phan bo trong hé tuan hoan cua co thé so véi cac ché pham da biet.
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Yéu ciu bao ho
1. Quy trinh ché tao hé tién vi nhii nano y-oryzanol, trong d6 quy trinh nay bao gbm cac

budc:

i) chuén bi pha phan tin bang cach cho y-oryzanol hoa tan trong xetyl palmitat theo
ty 1& (g/g) 1 1:4 kém khudy, trong thoi gian khoang 10 gid, tdc do khudy tir 400 dén 800
vong/phiit va két hop gia nhiét & nhiét do tir 40 dén 50°C dén khi tao thanh dung dich dong
nhét;

ii) chuin bi hdn hop chit nhii héa gdm span 80 va tween 80 theo ty 1& (g/g) 1a 2:3,
phan tan dudi didu kién khudy véi tc d6 tir 100 dén 300 vong/phut trong thoi gian 2 gid &
nhi€t d¢ phong;

iii) tao hén hop dong nhét bang cach tron pha phan tan, hdn hop chét nhii héa span
80/tween 80 sao cho cac chit y-oryzanol, xetyl palmitat, span 80 va tween 80 trong hdn hop
ddng nhét c6 ty 18 (g/g/g/g) cua y-oryzanol: xetyl palmitat: span 80: tween 80 1a 1/4/2/3
trong 4 dén 6 gid & nhiét d6 phong;

iv) tao hé tién vi nhii nano y-oryzanol bang cach d& hén hop ddéng nhat thu dugc &
budc iii) qua dm & nhiét do phong, tiép theo tién hanh ddng hoéa véi tde dd 3000 dén 5000
vong/phut va lap lai tir 5 &n 7 1an; va

v) loc hén hop & bude iv) bang Iudi loc kich thude 0,2 micromet thu dugce hé tién vi

nhil nano y-oryzanol.
2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 budc i) dwgc thyc hién trén may khudy tir.
3. Quy trinh theo diém 1 hoic 2, trong d6 budc ii) duge thuc hién trén may rung siéu am.

4. Quy trinh theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6 budc iii) dugc thuc

hién trong thiét bi tao nhil.

5. Quy trinh theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, trong d6 ham luong nano y-

oryzanol trong mau thu duoc dat 4,78 mg/g.
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