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Linh vgc ky thuat dwgce dé cap

Noéi chung, séng ché dé cap dén vi nhil trong loai dung cho thitc n va cy thé
hon 13, d&n phuong phap méi tao ra hat loai dung cho thirc n c6 kich ¢ giam cé do

tan va d6 dn dinh dugc ting cuong.
Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Viéc dung dwoc phidm dinh dudng hoat tinh hodc phan bd sung thirc in cho
dong véat dat dugc t6t nhit nhor viée sir dung ta dugce dang 16ng thich hgp ma c6 thé
mang lugng hitu hiéu cia hoat chit & dang nguyén ven dén vi tri mong mudn & dong
vat. Phén 16n céc hoat chét nay hoa tan rit kém trong dau hodc nudc, dua ra van dé
dang trén duong di gilta viéc dung va su hép thu dich. Tuy nhién, nhiéu chét héa hoc
ma c6 thé ¢6 tac dung nhu cic ta duge dang 1ong phén phéi thich hop d6i voi hoat chét
nay da dugc chip thuan cho st dung véi dong vét, do lién quan dén 9 an toan hodc do
doc. Do d6, viée cAu thanh té dugc dang 16ng phan phéi thich hep va hidu qua dbi véi

cac hoat chét nay dua ra thir thach déi véi héu hét cac nha nghién ciru.

Carotenoit 13 nhém séc td tao mau ma c6 mau sic tir mau vang dén mau do va
duoc phat hién mdt cach rong rai trong ty nhi€n va tao ra mau sic dic trung cho thirc
an dung cho gia stic. Mot sé vi du quan trong vé loai nay bao gbm lutein, capsanthin,
zeaxanthin va caroten. Chiing cdu thianh nhém sic t& tu nhién quan trong ma 1a trong
yéu cu dbi voi nganh cong nghiép thuc phim va thirc #n dung cho dong vat 1am céc
thanh phén thay thé ddi véi chit tao mau nhan tao. Hon nita, chung khong dugc téng
hop trong co thé va do d6, viéc an khéu phan an chi la ngudn bd sung. Tét ca céac
carotenoit 1a khong thé hoa tan trong nudc va hoa tan khong déng ké trong chét béo va
dau. DJ tan gi6i han nay lam can trd viéc sir dung truc tiép cac carotenoit tuong dbi
tho, thu duroc tir sy tdng hop déi véi sy hinh thanh sic td, do chi ¢6 thé dat dugc hiéu
sut v& mau sdc & muc thép. Ngoai ra, carotenoit thd dugc hép thuy mét cach rat kém

trong dudng da day-rudt do kich c& hat khong ddng nhat.
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Phuong phép chung trong nd lyc tao cu tric ta dugc dang 1ong nay 1a thong
qua viéc str dung céc vi nhil tuong. Cac vi nhil trong la én dinh v& mat nhiét dong,
trong sudt, tinh nhét thép va sy phan tén ding hudng gdm co6 dau va nude, duge 6n
dinh boi mang bé mit phan gidi clia cac phan tir hoat dong bé mat, thong thudng trong
két hop voi ddng chét hoat dong bé mit. Thong thudng, cic nghién ciru vé vi nhil
twong'”" tap chung & viéc tao thanh vi nhii tuong nuéce trong ddu (W/O) hodic déu trong
nuéce (O/W), nhu vi binh phan tng ma & d6 chét ¢d dic (chit hoat dong bé mit va pha
dau) duoc nap vao véi hoat chét. Tuy nhién, théng thudng chiing gdm co ‘cac mixen
dao ngugc’ hodc ‘pha chit hoat dong bé mit trong diu’ ma khong thé dugc nghich
chuyén thanh giot diu trong nudc khi sy pha lodng trong nuéc don gian. San phim
nay s& khong thich hop lam chét phu gia, khi n6 dugc pha loang va dugc khtr 6n dinh
trong mdi trudng trong nudce. Sy pha lodng trong nudc cling dugc bét gip khi chung di
vao hé sinh hoc, chi chuyén qua céc giai doan hép thu khac nhau va phan b trong co

thé dong vat. Do d6, cic san phim vi nhil tuong nay s& cd it gia tri thyc tién.

Trong céc nghién ctru gAn ddy®!!, cac nha khoa hoc da phat hién ra hon hop
don nhit gdm dau loai dung cho thirc &n, ma co thé dugc pha lodng véi pha trong nudc
mdt cach ting ddn va mdt cach lién tuc ma khong chia tach pha va dugc bién ddi thanh
cac céu truc hai pha lién tuc (bicontinuous) ma, khi pha loang tiép, c6 thé duge nghich
chuyén thanh céc giot nano déu trong nudc. Hon hop don nhit nay gém c6 hai hoic
nhiéu chét nhii trong wa nudc khong ion loai dung cho thirc &n ma ty t6 hop dé tao ra

cac mixen d4o nguoc hdn hop (chat ¢o dic).

Vi nhii twong hai pha lién tuc!? (Winsor Typ III) da 1a mét chi dé nghién ciru
tich cuc do ciu triic don nhét cua chung ciing tu thich g véi img dung giai phong co6
kiém soat. Cac phn tir ludng tinh tao ra cac kénh nuée va dau hai pha lién tuc, trong
do thudt ngir “hai pha lién tuc” dé cap dén hai viing ua nuéc khac biét (lién tuc, nhung
khong giao nhau) dugc chia tich boi hai 16p. Diéu nay cho phép su hop nhét ddng thoi
clia c4c hoat chét co thé hoa tan trong nudc va dAu va céu tric pha tao ra con dudng
khuéch tan udn khuc dbi véi su giai phong co kiém soét ctia cac thanh phan dugc bao
nang. Khong ké cac nghién ctru gin day, van con khoéng trbng trong viéc giai thich ky
thuat vao tng dung kha thi va thuc tién. Cac kho khin bao gém viéc dat dugc ham

lugng san phim hop ly dn dinh c6 thoi han sir dung hop 1y, sin xuét c6 tinh quy md
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hoa va san xudt tiy chinh bang cach s dung nguyén liéu dugc chép thuan theo quy
dinh, 1am cén tr& sy tién trién trong su phat trién ctia cac vi nhii tuong hai pha lién tuc

loai dung cho thirc &n thanh c4c san phim thuong mai.

Sang ché dé cap dén su phat trién méi cta san phém bn dinh, dugc tao ra qua su
tdi wu hoa viéc san xuét vi nhii trong hai pha lién tuc loai ding cho thirc dn dbi vai
viéc bao nang cua carotenoit tlr cac phé‘\n chiét cua cuc van tho. Céc dic tinh ly-héa
hoc cda vi nhil trong hai pha lién tuc dugc mo ta dic diém va gia nhi¢t mot cach én

dinh va murc sinh kha dung dugc danh gia.
Ban chit ky thuat ciia sing ché

C6 su quan tdm ngay cang lon trong cac nganh cong nghiép thuc phém va thic
an trong viéc st dung hé phén phéi dang keo dé bao nang cac thanh phan chirc ning.
Céc vi nhii trong 13 c6 sy quan tdm dic biét nhu cac h¢ phéin phéi dang keo bdi vi
chiing ¢6 thé dugc san xudt mot cich dé dang tir cac thanh phén loai diing cho thirc an,

bing cach sir dung céc thao tic ché bién tuong dbi don gian.

Sang ché dé xuét phuong phap méi va ché phim dé bao nang nhiéu chét ¢6 thé
hoa tan trong nudc/cod thé hoa tan trong dau vao céc ciu tric nano vi nhil twong hai
pha lién tuc (vi dy, cac hat nano hogc hat c¢6 kich ¢& nhé hon khoang 500 nanomet).
Phuong phép nay bao gbm viéc tao ra chit nhudm mau duoc tao thanh chu yéu tir
carotenoit chira vi nhil twong hai pha lién tuc gdm c6 hdn hgp don nhét gdm déu loai
dung cho thtc &n, hai hodc nhiéu chét nhii twong va nudc khong ion loai ding cho
thirc an, ddng dung moi, chit ddng nhil trong va ché phdm hoic hoat chét. Theo
phuong an dugc uu tién, chit nhii twong 1a polysorbat 80, ddng dung méi 1a glyxerol
hodc limonen, chit ddng nhii tuong 1a etanol va ché phdm hoat tinh 1 carotenoit dang

tu do thong qua phan ing xa phong hoa.

Cu thé 13, séng ché bao gdm viéc str dung méi céc vi nhii trong loai dung cho
thirc an Winsor Typ III (hai pha lién tuc) c6 thé pha lodng véi nudc, gbm c6 sorbitan
este dugc etoxyl héa (TWEEN® 80), nudc, R-(+)-limonen, etanol va glyxerol, nhu ta
duoc dang 1éng dang nano dé 1am ting cudng sy hoa tan va do dn dinh dbi vé6i kha
ning phan ing moi trudong nhanh chong cua ché phim loai dung cho thirc &n, cu thé 1a

carotenoit. Su hoa tan tdi da thu dugc trong pha vi nhii trong hai pha lién tuc. Piéu
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ndy 1a 16n hon tir 6 dén 8 14n so v6i kha ning hoa tan cta dau (limonen) déi cing hop
chét véi ham lugng nude thay ddi. Kha ning hoa tan cla carotenoit doc theo dudng
pha lodng trong biéu dd pha tam phan gia tao c6 twong quan véi sy chuyén tiép vi chu
trac doc theo dudng pha lodng. Trén dudong pha lodng nay, ty 1€ trong lugng cua
limonen/etanol/polysorbat 80 dugc giit khéng doi ¢ 1:2:3. Do 6n dinh cta carotenoit
trong trong vi nhil trong dugc nghién ctru. C6 13% va 24% giot trong tbng ham lugng
carotenoit khi 14n lugt duge phoi trdn véi 25°C va 65°C, trong 1 thang. Diéu ndy dugc
cho 14 én dinh t6t hon ddi véi vi nhil twong. Ngoai ra, sy phan b kich ¢ hat cia

nguyén mau I tuong d6i ddng nhit, voi dudng kinh trung binh khoang 500nm.

Vi nhil twong theo sang ché bao gém trong d6 pha nuéc hodc dau c6 thé chira
cac nguyén li€éu dugc hoa tan duge chon tir chét tao mau, vitamin, chét chéng oxy hda,
phén chiét cta cac thanh phén tu nhién (nhu ré, 14, hat, hoa cua thuc vit, v.v), céc
thudc, thudc nhudém mat, phenol don, polyphenol, bioflavonoit, san phim dugc lam tir
sira, protein, peptit, axit amin, mudi, dudng, chét tao ngot, chét tao huong vi, tién chét
tao huong vi, chét dinh dudng, chét khoéang, axit va chét tao gia vi, va céac hdn hop

chira chung trong cung vi nhil tuong.

Sang ché dé xuit phuong phap va ché phim méi dé bao nang nhiéu chét c6 thé
hoa tan trong nude/co thé hoa tan trong diu trong cAc cau tric nano vi nhil trong hai

pha lién tuc (vi dy, hat nano hodc hat cé kich c¢& nhé hon Imicron).

Vi nhil twong hai pha lién tuc dugc st dung dé 1am ting cudong su bao nang va
d6 4n dinh cta céc nguyén liéu co6 thé hoa tan trong diu ludng tinh hodc wa chit béo
hodc c6 thé hoa tan trong nude wa nudc trong cac ché phim thirc an va thire phdm, bao
gbm: (a) pha diu bao gdbm nguyén liéu c thé hoa tan trong diu ludng tinh hoic wa
chét béo; (b) pha nuéc bao gdm nguyén liéu c6 thé hoa tan trong nudc ludng tinh hodc
ura nudc; va (c) hé chét nhii twong loai dung cho thirc &n chira (i) chét nhii trong ion
hodc khong ion hodc ion ludng tinh va (ii) chét ddng nhil twong, trong d6 pha diu
dugc phan tan nhu hat c6 dudng kinh trung binh nhé hon 1pm, trong pha nudc nay
hoic trong d6 pha nudc nay duge phén tan nhu hat hodc pha lién tuc c6 duong kinh

trung binh nho hon 1um, trong pha diu nay.
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Vi nhil tvong hai pha lién tuc theo sang ché bao gdm pha nuéc nim trong
khoéng tir 10% dén 90% cta tdng sd, su can bang 1a pha diu va hé chit nhii trong loai
dung cho thtrc dn, ma pha dau bao gdm khoang tir 10% dén 90% cia téng sb, su cén

bing 14 pha nudc va hé chét nhil trong loai ding cho thirc an.

Vi nhii turong hai pha lién tuc theo sang ché bao gdm pha nuéc hoic diu ma
chira cac nguyén li¢u dugce hoa tan dugce chon tr chit tao mau, vitamin, nuéc qua ép,
chit chéng oxy héa, phin chiét ciia cac thanh phin ty nhién (nhu ré, 14, hat, hoa cta
thuc vat, v.v), thuée, phenol don, polyphenol, bioflavonoit, san phém dugc lam tu sita,
protein (bao gém enzym), peptit, axit amin, mudbi, dudng, chét tao ngot, chit tao
huong vi, tién chét tao huong vi, chét dinh dudng, chit khodng, axit va chét tao gia vi,

hozc hdn hop chira chiing.

Vi nhii tuong hai pha lién tuc theo sang ché bao gdm chit nhii twong ma dugc
chon tir glyxerol este cua axit béo, monoglyxerit, diglyxerit, monoglyxerit dugc etoxyl
hoéa, polyglyxerol este cla axit béo, lexithin, glyxerol este cla axit béo, sorbitan este

clia axit béo, sucroza este ciia axit béo, hodic hdn hop chira chang.

Vi nhii twong hai pha lién tuc theo sang ché bao gdm chét dong nhii twong ma 1a
chit nhii héa ruou tron 1in duoc voi nude duge chon tir nhém gém cO etanol,
propanol, propylen glycol, glyxerol hodc hdn hop chira ching.

Vi nhil turong hai pha lién tuc theo sang ché bao gébm déu dugc chon tir nhom
gbm c6 limonen, diu thuc vat, ddu dong vat, polyol polyeste va céc hdn hgp chita
chung.

MO ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 12 biéu dd cta tap tinh pha ciia ving vi nhil twong trong sudt cua hé bao
gdm polysorbat 80/etanol/limonen/glyxerol/H>0; ty 1¢ trong luong cua limonen véi
etanol va glyxerol voi nudc duge ¢ dinh & 1:2 va 1:3 trong khi ty 1€ cia dau véi chét
hoat dong bé mit 1a & 1:1 doc theo duong P kém ting ham lugng nude.

Fig.2 1 biéu db céc thay dbi theo d6 dan dién cua vi nhii twong doc theo dudng

P kém ting ham lugng nudc.
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Fig.3 1a biéu dd cia sy hoa tan tdi da cua carotenoit trong vi nhil twong gbm c6
polysorbat 80/etanol/limonen/glyxerol/nuéc; cc tham s6 dugc vE bidu db ddi véi ham

lwgng nudce doc theo su pha lodng doc theo dudng P.

Fig.4 1 biéu dd cua su hép thu Tia cuc tim—Vis cua carotenoit-vi nhii tuong

dugce bao nang sau khi luu trit & 25°C trong 1 thang.

Fig.5 14 biéu do cua su hédp thu Tia cuc tim—Vis cia carotenoit-vi nhil tuong

dugce bao nang sau khi luu trit & 25°C va 65°C trong 1 thang.

Fig.6A 1a anh hién vi TEM ctia vi nhil teong (ma khong c6 carotenoit); Fig.6B
14 anh hién vi TEM clia carotenoit-vi nhii twong; va Fig.6B 1a anh hién vi TEM cua

chat ¢ dic carotenoit duge xa phong hoa.
Fig.7 1a biéu do cia sy phan bo kich ¢& hat cia mau carotenoit-vi nhil twong.

Cac Fig.8(a) va (b) 1a cac biéu dd cta su phén tich kich ¢& hat cta (a) tién chét

dang long Kem GLO 10 va (b) tién chét dang 1ong Kem GLO 10 dugc phan tan nano.

Fig.9 12 biéu dd cua sy phan b kich ¢ hat cua tién chét dang 1éng Kem GLO
10 durgc phan tan nano & ngay thir 0, tha 7, thir 14, thir 21 va thir 28 ¢ nhiét d§ trong
phong (25°C).

Fig.10 1a biéu dd cta tac dung cla viéc xur ly thudc nhudém ddi voi sy hép thy

trans-capsanthin trong huyét tuong.

Fig.111a biéu db cua tac dung cua viée xur ly thubc nhudm ddi vdi sy ling dong
trans-capsanthin trong 1ong do trang.

Fig.12 1 biéu @b cia tac dung cta viéc xir 1y thube nhudm déi véi diém YCF
cua trung.
MG ta chi tiét sang ché

Vi nhil trong hai pha lién tuc thich hgp ¢o6 thé dugc tao thanh khi ty 1€ cua cac
thanh phén 1an lugt nim trong khoang tir 15 dén 50% db6i voi pha nuéc (nhu
glyxerol/nudc, propylen glycol/nuéc hodc nudce), khoang tir 5% dén 40% dbi véi pha
dau (nhu limonen, etanol, limonen/etanol, dau vé co, dau dau nanh) va khoéng tir 10%

dén 50% adi voi chat hoat dong bé mit (Polysorbat 60, Polysorbat 65, Polysorbat 80,
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lexithin va dan xuét lexithin, mono- va diglyxerit, este cdu axit béo sorbitan) tat ca ty
1& phén tram 1a theo trong lugng (sau day dugc biéu thi 12 % trong lugng). Chuyén gia
trong linh vuc nay s€ hiéu cach dé két hop dAu va céc chit hoat dong bé& mat khac nhau
véi cac ty 1€ khac nhau dé dat dugc tac dung mong mudn ddi véi cac dic tinh khac
nhau ctia ché phdm thu duoc, vi dy, dé cai thién kha ning hoa tan cac hoat chit hodc

d6 6n dinh cta ché phim thu duogc.
Vi du thye hién sang ché
Vidul

Neuyén liéu va phuong phap

Nguyén liéu. Polysorbat 80 (polyoxyethylen (20) sorbitan monooleat;
TWEEN® 80), R-(+)-limonen, etanol va glyxerol 1a thudc loai dung cho thirc an. Tét
c& cac chat hoa hoc va thude thir duoc sir dung trong cic phuong phap phén tich 12 loai
thudc thtr phén tich. Nuéc duge chung cét hai 14n. Ngudn carotenoit dbi ching duogc
str dung 14 ngudn dugc 1am 6n dinh cla carotenoit mau vang duge xa phong héa tir

phén chiét cua cic van tho (OroGLO® 24 Dry, Kemin Industries, Inc.).

Biéu d6 pha va d¢ ddn dién. Ving pha don céia vi nhii twong® gdm c6
polysorbat 80/etanol/limonen/glyxerol/H0 dugc xdc dinh mét cach hé théng bang
cach chuyén do nuéc vao cic ché phdm khéc nhau chira polysorbat 80, etanol, limonen
va glyxerol, trong dng thir nghiém cé ndp bang vit. Mdi vi du dugc tron xody va dugc
cho -phép lam cén bing trong moi trudng dugc kiém soat nhiét do & 25°C. Dung dich
gbc chira nudc va glyxerol ¢ ty 1€ trong luong khong dbi 3:1 duoc tao ra. Ty 1€ trong
lugng etanol/limonen duoc gilt khong d6i & 1:2. Hon hop gdm chit hoat dong bé
mat/pha diu (etanol va limonen) hogic hdn hop gdm chét hoat dong bé& mit/pha nudc
(nudc va glyxerol) dugc tao ra trong dng nudi cdy, dugc bit kin bang nép dinh vit & ty
1 trong lugng dinh trude cua pha dau véi chit hoat déng bé mit hodc pha nudc véi
chét hoat dong bé mit va duogc giit trong bé nude 25°C (£0,3°C). Céac dién tich vi nhii
turong dugc xac dinh trong bidu dd pha bang cach chuén d6 hdn hop pha dau/chit hoat
dong bé mat hodc pha nudce/chat hoat dong bé mit 14n luot véi pha nuéce hodc pha dau.
T4t ¢ cdc miu duoc khudy mdt cach manh mé. Cac mAu duge cho phép lam cén bang

trong it nhit 24 gio trude khi chung dugc thir nghiém.



21833

Ving vi nhil tvong con dugc phan loai thanh vi nhil twong dau trong nudc
(O/W), hai pha lién tuc hodc nudc trong diu (W/O). Ranh gi6i thd cia viung hai pha
lién tuc con duge suy dién tir viée do do dan dién.b Viéc do do dan dién dugc thuc hién
& 25+0,2°C dbi v6i mAu doc theo dudmg pha lodng P bing cach sir dung dung cu do d
din dién (Extech EC500, dung cu do do pH/d dan dién). Do vi nhii tvong la khong
ion, nén thém mot lugng nho chét dién phan trong nudce (dung dich chira 0,01M NaCl)
vao. Cac mau duge giir rd rang va khong thé quan sat dugc céc thay dbi trong biéu db

pha.

Carotenoit-ché phdm vi nhii twong. Mau dugc chuén bi nhu sau. Dya trén ché
phim déi v6i san phdm kho OroGLO® 24, thém 38,0g chét cd dic OroGLO® dugc xa
phong hoéa vao binh dang tron tiép theo 15,0g vi nhii twong trudc diéu ché. Vi nhii
turong gdm ¢6 32,5% polysorbat 80, 32,5% limonen/etanol (1:2), 35,0% glyxerol/nuéc
(1:3). T4t ca ham luong dugc tron cho dén khi quan sat thiy hdn hgp ddng nhét chua
carotenoit-vi nhii trong. Sau d6, thém miu véi 47g mot hodc nhiéu chit mang tro va

duoc pha tron dé dat dugc bot chay tu do.

Thir nghiém ting xudt ly tém. D én dinh vi nhii tuong cta ché phim dugc thir
nghiém bing cach cho ching vao thir nghiém tng xuit ly tdm. Pt khoang 15g méu
vao 6ng polyme trong subt va duge cho vao 24.000g luc ly tim trong 15 phut (B.
Braun Biotech Centrifuge ER 15P). Quan sat cic méu dugc ly tdm trong 4nh sang
huynh quang d6i véi mic do chi tach pha. P nhét ciia ché phim dugc thir nghiém

bang cach sir dung mo hinh may do d§ nhét Brookfield DV-I+.

Do doé nhét va chi 6 khiic xa. Chi sb khiic xa cua ché phém dugc xac dinh b%lng
cach sir dung may do khuc xa k¥ thuét s6 loai Abbe (Reichert-Jung, Abbe Mark II)
bang cach dit mot giot ché phim 1én ban kinh gbm ba ban & 25°C.

Po sy hoa tan. Carotenoit dugc xa phong hda va limonen dugc tron 1an thir
nhét. Sau d6, thém nhé giot nudc, glyxerol, etanol va Polysorbat 80 voa dé thu duoc vi
nhil trong rd rang pha don véi ché phim mong mubn. Sau cung, 1am ngudi cac mau va
Iru trit & 25°C. Cac miu ma dugc giit lai trong sudt trong it nhit 5 ngay dugc cho 1a vi

nhil tuong.
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Nghién ciru d6 on dinh va xdc dinh phé quang ké cia tong carotenoit (SOP-10-
00072). Do bn dinh cta vi nhii twong theo thdi gian dugc kiém tra béng céach do sy hip
thu tia cuc tim Tia cuc tim/Vis. Déi voi vi nhil tuong khong én dinh, cac carotenoit
duoc bao nang c6 thé dugc giai phong ngay lap tirc va su hép thu Tia cuc tim/Vis cia
miu c6 thé giam. Miu dugc tao ra ddu tién biang cach thém 0,5g (+/- 0,lmg)
carotenoit-vi nhii trong vao binh thét ¢ mau nau thé tich 100-ml. Binh thét cb duge
lam diy bing hdn hop gdm hexan:etanol:axeton:toluen & ty 1¢ 10:6:7:7 (HEAT) lam
dung moéi chiét va khudy bang thanh khudy c6 tinh tir trong 15 phut. Chuyén nim ml
bing pipet vao 50ml binh thét ¢ mau nau thé tich, dugc pha lodng bing cach dénh
ddu bang HEAT, va dugc lic dé tron ham lugng. Lam diy chau thily tinh bing dung
dich va do hé sb hép thu & 460nm ddi v6i dung mdi chiét bing cach sir dung phd
quang ké (UV-2401PC, Shimadzu).

Hinh thdi hoc cua carotenoit-vi nhii tuong. pé quan sat hinh thai hgc,
carotenoit-vi nhil twong va carotenoit mau vang dugc ling dong médt cach truc tiép 1én
mang cacbon dugc d& bdi khung ludi bing ddng, dugc nhudém véi dung dich trong
nudc 1% chira osimi tetroxit (OsO4) va dugce kiém tra b%mg cach st dung kinh hién vi

dién tir truyén dan (TEM) JEOL 1010

Phén tich kich ¢& hat. Miu carotenoit-vi nhii twong dugc cho vao phén tich
kich c& bing cach sir dung thiét bj phan tich kich ¢& hat (Thiét bi phan tich kich c& hat
Horiba LA-950).

r
A

Két qua

Biéu @é pha va do d déan dién. Fig.1 thé hién tép tinh pha cia vang vi nhi
trong trong sudt (ving co nhiu diu chdm) cua hé bao gdm polysorbat
80/etanol/limonen/glyxerol/H,0O. Vung bong t6i 1a khoang rong cta ché phim ma cé
thé dugc chon dé tao ra vi nhii tuong trong subt. Dua trén biéu dd nay, vi nhil tuong c6
th8 dugc tao ra bing cach sir dung ham lugng nude nim trong khoang tir 20 dén 100%
trong luong.

Céc thay dbi vé& do dan dién cta vi nhil twong doc theo dudng P v6éi ham luong

nude dugce thé hién trong Fig.2. S& thé hién ring, do din dién thip ctia vi nhil tuong &
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ham luong nudc thip hon (< 20% trong lugng), tiép theo gia ting nhanh chéng do dén

dién khi ham lugng nudce 16n hon 20% trong lugng.

Dua trén phép do d6 dan dién, hé chira 35% trong luong nudce duge phat hién 1a

vi nhil twong hai pha lién tuc. Sau do, hé nay dugc chon cho nghi€n ciru chi tiét.

H¢ carotenoit-vi nhil tuong hai pha lién tuc 13 dn dinh va c6 thé duy tri tinh
ddng nhat trong thir nghiém phd v& nhil twong (ly tim). P9 nhét 12 nhé hon 100cP
(khoang tir 72,4 dén 77,5¢P) va chi sb khiic xa ctia vi nhil tuong 14 1,4106.

Kha néng hoa tan. Fig.3 thé hién do tan cua carotenoit trong céc thanh phin vi
nhii twong & 20% trong lugng va 35% trong lugong nude. Sy hoa tan cua carotenoit
trong cac hé vi nhii tuong vdi 20% trong lugng nudc va 35% trong lugng nude lan
luot cao hon 1a khoang 6 14n (6630ppm) va khoang 8,4 1an (10.100ppm), so v6i dd tan

cua carotenoit trong (R)-(+)-limonen (1200ppm).

Nghién ctru dj tan. Fig.4 thé hién su hép thu Tia cuc tim—Vis cua carotenoit-vi
nhii tuong dugc bao nang sau 1 thang & nhiét do trong phong (25°C). Khong co su
khéc nhau dang ké v& dudng cong hép thu clia quang phd Tia cuc tim—Vis trong sb céc
vi nhil twong trong nghién ctru 1 thang. Khong c6 carotenoit dugc giai phong ra khoi

vi nhil twrong va khong cé biéu hién cua su két tu sau 1 thang.

Fig.5 thé hién cac thay d6i vé ndng do clia carotenoit trong vi nhii twong theo
thoi gian. C6 sy thodi bién cham, din dén giam 13% va 24% trong téng ham lugng

carotenoit khi 1dn lugt dugc phoi trdn véi 25°C va 65°C, trong 1 thang.

Hinh thdi hoc cua carotenoit-vi nhii tuong. Céac Fig.6A va B thé hién hinh anh
TEM cta vi nhil tuong hai pha lién tuc 35% trong luong ham lugng nudc ma 1an luot
khong c6 hodc c6 carotenoit. Nhu dugc thé hién trong Fig.6A, mang ludi mixen dugc
tao ra béi cac mixen dugc phén nhanh dugc phat hién. N6 1a mang ludi mixen dugce
két nbi, dugc phan nhanh, kéo dai trong khoang trng rong, twong tu véi pha hai pha
lién tuc, & d6 hai 16p chét 1éng dugc da két nbi vo han thudng chia tach ving wa nudc
véi vung ky nude. Nhu dugce nhin thdy trong Fig.6B, hat c6 duong kinh 16n hon

100nm mot cach khong dang ké.
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Phén 16n hat xuét hién c6 hinh cau trong hé vi nhil twong dugc phén tin tot.
Didu ndy tréi véi Fig.6C ma thé hién hinh anh TEM dugc két tu ciia chit co dic
carotenoit dugc xa phong hoa. Su két tu dugc mong doi béi vi khong ¢ chét hoat
dong bé mat dugc gin vao bé mit cia carotenoit dé duy tri ching & trang thai dugc

phén tan.

Phén tich kich ¢& hat. Su phan bd kich c& hat cia mau carotenoit-vi nhil twong
duge thé hién trong Fig.7. Pudng kinh trung binh cia carotenoit-vi nhii tvong la twong
d6i ddng nhét véi kich c& hat khoang 500nm.

Mo ta

Vi nhil twong hai pha lién tuc loai dung cho thirc dn c6 cac dic tinh don nhét
cua hat quan tdm d6i voi nganh cong nghiép thuc phim va thic 3n. C4c nguyén liéu co
thé duoc tao ra nhd su két hop don ciia cac hdn hgp don nhét gdm dau loai dung cho
thtrc #n va chét hoat dong bé mat va nudc. Trong nghién cltu cua céc tac gia sang ché,
carotenoit dugc phat hién 14 duge 6n dinh trong vi nhil tuong hai pha lién tuc 16n hon
tir 6 dén 8 14n so véi do tan ctia ching trong R-(+)-limonen trén day. H¢ vi nhii twong
dugc chimg minh ring n6 dugc pha lodng bing nudc, dic tinh quan trong ma s& c6 thé
cho phép né dugc 4p dung trong cac nganh cong nghiép thyc phdm va thirc in. Ngoai
ra, hé nay c6 thé dugc pha lodng bing pha dau (bao gbm (R)-(+)-limonen) va do do,
ciing thich hop dbi voi cac tng dung pha diu lién tuc. Do do, n6 1a thiét yéu dé tao céu
triic chit ¢d dic vi nhil trong ma ¢6 kha nang pha lodng trong ca pha nuéc va pha dau.

Vi nhil trong duge mo ta trong ban md ta sang ché nay c6 cac dic tinh don nhit nay.

Nhu dugc nhin thiy trong Fig.6B, hat c6 dudng kinh hon hon 100nm khéng
dang ké. Diéu nay 1a phu hgp vdi cic két qua cua kich c& hat trong Fig.7, thé hién
duong kinh trung binh don nhét khoang 500nm. Ngoai ra, dugc ru y ¢ diém nay ring
hinh théi hoc hai pha lién tuc tao ra sy quan tdm mdi trudng dbi vai cac dic tinh nap
va giai phong. Kich c& mién ciia cac kénh nude va dau (nhu dugc thé hién trong doan
xen vao cua Fig.6A) c6 thé dugc tinh chinh bing cach lam thay ddi cac thanh phén vi
nhil twong dé cho phép kha nang hoa tan hoan toan va giai phéng c6 kiém soat cua
hoat chét. Hon nira, b?lng cach tiry chinh cac dic tinh dic hi¢u cua cac phe‘in ua nudc va

ky nudc, co thé kidm soat sy tuong tic cla ching véi cac hoat chat, tao ra kha ning
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16m hon cho céc dic tinh giai phong thich hop trong khoang rong céc ung dung va diéu
kién.

Carotenoit-vi nhil tvong da thé hién do én dinh tét v& mat vét Iy va vé mat héa
hoc, v&i su thoai bién tbi thiéu cua carotenoit trong khi luu trit. Su mét 16n hon khong
dang ké chia carotenoit xdy ra & 65°C so vdi 25°C. C6 vai su gidi thich c6 thé co dbi
v6i su thoai bién cua carotenoit. Trong s6 ching, su tac dong cua dién tich bé mit 1a
c6 lién quan dén nghién ctru nay. Nhu duge so véi carotenoit dang tinh thé khdi, dién
tich bé mat ciia carotenoit trong khoang dung cu do nano 12 16n hon mét céch déng ké.
Piéu nay co6 thé lam giam do dn dinh bang céach tao ra nhidu bé& mit tiép xuc giira
carotenoit va mdi truong nude. Trong modt nghién ciru'?, céc téc gia sing ché da bao
céo rang su thoai bién ciia B-caroten trong da nhil trong kich ¢& nano la nhanh choéng,
chi con lai 32,3% P-caroten sau 4 tudn lwu trir & 50°C. Sy thodi bién dang ké nay clia
carotenoit trong vi nhil twong hai pha lién tuc tao ra thuén lgi va s&€ 1am cho né co thé

phat trién san phim thuong mai véi khoang thoi han sir dung thich hop.

Lién quan dén do din dién thip déi véi cac hé chira it hon 20% trong luong
ham lugng nude, n6 c6 thé 1 do sy hinh thanh céc giot vi nhil trong W/O dugc phan
tan trong moi trudng trong dau. Sy gai ting rd rang v& 46 dan dién d6i vdi cac hé chira
nhiéu hon 20% trong luong ham lwgng nude cho biét su ¢6 mat cua nhiéu kénh din

duge két ndi, ma 13 cac dic diém cua vi nhii twong hai pha lién tuc.

Két luan, cac tac gia sang ché da phat hién ra ring hé méi c6 thé tao ra sy hoa
tan dugc ting cudng cia carotenoit trong vi nhil twong, cling nhu bdo vé carotenoit
khoi bi kha niing phan tng clia méi trudng nhanh (oxy héa). Cong nghé vi nhil tuong
mdi ndy ciing tao ra tinh linh hoat dugc ting cuong rat 1on ddi véi cac nd luc phat
trién san phdm, kha ning lam bién ddi lugng hoat chét khac nhau cta pha hai pha lién
tuc va su dung nap dugc kiém soat ciia cac pha hai pha lién tuc d6i céc thanh phan

khac.
Vidu?2

Muc dich cta vi du nay la dé tao ra hé phan phéi tu nhil hoa dugc phén tan
nano dang rin chira vi nhil tuong loai ding cho thirc &n hai pha lién tuc cla sorbitan

este dugc polyetoxyl héa (Tween 80), nudc, limonen, etanol va glyxerol v&i kha nang

-13 -



21833

hoa tan tuyét voi, lam pha 1ong dbi véi sy phan phdi ciia carotenoit ¢6 hoat tinh sinh
hoc va dé danh gid muc sinh kha dung dugc gia ting cua carotenoit tir dang ran.
Nghién ciru mirc sinh kha dyng dugc thyc hién trong thir nghiém 16p dan dén su gia
tang hip thu capsanthin gép 2,9 1An (191%) trong huyét thanh cta chim va su ling
dong capsanthin ting 20% trong trimg chim tir ché phdm dugc phan tdn nano. Hon
nita, diém sb YCF cua tring chim dugc xit ly voi ché phdm duoc phén tan nano dugc
s0 v6i ché pham hién tai thé hién diém sb trung binh 14n lugt la 11,25 va 8,75. Céc két
qua nay di ching minh mdt cich rd rang kha ning tuyé€t voi cua ché phdm dang rin
méi trong viée thic ddy su hoa tan va su hép thu cia trans-capsanthin in vivo, thong

qua viéc sir dung vi nhil tuong ndi sinh va tac dung giam kich c@.

Nguyén liéu va phuong phdp

Nguyén liéu. Tween 80 (polyoxyetylen (20) sorbitan monooleat), limonen,
etanol, glyxerol, cdy lua mi xén ngon va silic dioxit thudc loai dung cho thirc an. Tt
ca cac chit hoa hoc va thude thir dugc sir dung trong phuong phép phén tich 1a thuge
loai thudc thir phén tich. Nuéc duge chung cAt hai 14n. Ngudn én dinh cla carotenoit
mau do dugce xa phong hoa tu phin chiét cua 6t cua ga va Kem GLO 10 ciing thu dugc
tlr su san xuat ctia Kemin Animal Nutrition and Health (Asia-Pac). Viéc xac dinh
trans-capsanthin trong huyét thanh mau va long d6 trung dugc thuc hién bing cach sir

dung phuong phap tiéu chuén.

Diéu ché tién chdt dang léng Kem GLO 10 dwgc phdn tdn nano. Ché phém
chira carotenoit vi nhil trong hai pha lién tuc dugc thiét 14p trong Vi du 1 ma gbm cb
tween 80:etanol/limonen:glyxerol/H20. Ty 1¢ trong lugng cla limonen véi etanol va
glyxerol véi nude 1an ot duge cb dinh & 1:2 va 1:3. T 1¢ ciia dau/chat hoat dong bé
mit/nude duge st dung lan luot 1a 32,5/32,5/35 (% trong luong), v6i 5,4g/kg trans-
capsanthin. Ché phdm carotenoit vi nhil twong hai pha lién tyc dugc tao ra bang
phuong phap cta Vi du 1. Tém lai, carotenoit (37,2% trong lugong) dugc hoa tan trong
hdn hop vi nhil tuong (15% trong luong) gém dAu, chit hoat dong bé mit va dong chét
hoat dong bé mit & 25°C trong bé nude déng nhiét dé tao thuén lgi cho su hoa tan. Tao
16¢ xo04y hdn hgp thu dugc cho dén khi thu dugc dung dich rd rang. Sau do, 1am cén

bang dung dich ndy & nhiét d moi trudng trong it nhit 2 gid va dugc kiém tra d6i véi
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su biéu hién cua tinh chat duc hodc sy chia tich pha trudc cic nghién ctru kich c¢& nhé

giot va quang hoc.

Diéu ché Kem GLO 10 khé dwoc phdn tdn nano. Dang rdn cla carotenoit duoc
tao ra. Tém lai, silic dioxit va cay lua mi cét ngon (21,8% trong lugng/26,0% trong
luong) dau tién dugc bd sung vao may tron. Sau d6, thém 52,2% trong lugng
carotenoit vi nhil tuong dugc phin tin nano chira carotenoit dugc xa phong hoa
(37,2% trong lugng) vao may tron kem khudy khéng ddi & nhiét do trong phong trong
15 phut cho dén khi thu duge hdn hop ddng nhit. Gom bét thu dugc tir may tron va do

do6i v6i ham lugng trans-capsanthin cudi cung.

Mé td ddc diém cua tién chat dang long Kem GLO 10 dwoc phdn tdn nano. Su
phén bd kich ¢& hat ctia miu duge do béng cach st dung thiét bi phén tich kich c& hat
HORIBA (LA-950V2). Kich ¢& hat cta carotenoit mau dé dugc xa phong hda thd
cling dugc xac dinh dé so sanh. Thir nghiém d6 6n dinh lau dai bao gbm do kich c& hat
cling dugc thuc hién & khoang thoi gian da néu trong mot thang Iuu giir ¢ 25°C. pé
quan sat hinh thai hoc, carotenoit-vi nhii twong dang long duoc ling dong mot cach
truc tiép trén mang cacbon dugc d& boi khung ludi bing ddng, dugc nhudm bing dung
dich trong nudc 1% chira osimi tetroxit (OsOas) va dugc nghién clru bing céch sir dung
kinh hién vi dién t& truyén din (TEM) JEOL 1010 & 100kV. Hinh thai hoc cia

carotenoit mau do duoc xa phong hoa thé cling duge xéac dinh d€ so sanh.

Mikc sinh khd dung: Thit nghiém 16p duge thuc hién & Genetic Improvement &
Farm Technologies Sdn. Bhd., Malaysia. Thir nghiém nay dugc thuc hién bang cach
str dung cac xir Iy dbi ching va hai xir Iy khac nhau (Kem GLO 10 dugc phan tén nano
va Kem GLO 10 hién tai). Ché phdm khau phan #n dbi ching dugc liét ké trong Bang
2 dugc sir dung trong thir nghiém nay. Hai ché phim duoc bao gdm & tbc do 1kg/tén
thirc an. D4i véi hai xr Iy thir nghiém, ndng do cua trans-capsanthin trong thirc an la
khoang 5,4g/tdn. Ga mai Lohamann Brown hai muoi chin tudn tudi duge sir dung.
Chim duogc cho an véi khdu phin an thir nghiém va cho phép mét tudn dé thich nghi
voi mdi truong moi cia ching. Chim dugc dat vao 16ng day diy riéng r& duge bb tri
theo hai vanh dai trong 16ng canh mé trong 14L; ché d6 chiéu sang 10 D. Bdn long

chim dugc cho #n tir mang 4n thic an don 1€ va dugc cho la mdt ban sao thtr nghiém.
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M3i khiu phin #n thir nghiém dugc ding theo tAm ban sao (32 chim/lan xir 1y). Thirc
an va nudc udng dugc dung tu do trong sudt khiu phan an thir nghiém. Mdi tuan,
mudi qua tring va miu mau tr mbi nhom dung khdu d6 an dugc liy dé phan tich
trans-capsanthin. Huyét twrong dugc tach khoi mau va ham lugng trans-capsanthin
duoc dinh lugng. Mot nhém gdm 8 ngudi quan st duge dio tao duge yéu cau danh
gia cac qua tring nay bing cach sir dung quat mau c6 bén trén thi trudng (DSM). Céc
dit liéu duge phan tich v& mit théng ké bing phuong phap mét kiéu ANOVA.

I'4
A

Két qua

Mé té ddc diém ciia tién chdt dang 1ong Kem GLO 10 dwoc phdn tdn nano. Ché
phdm chira thanh phén lipit ma cu thanh pha tam phin ctia Kem GLO 10 vi nhil
tuong dugc phan tan nano dugc tdi wu héa dugce thé hién trong Bang 1. Hat dang rin
duoc 1am khd bing cach phun cé cic dic tinh vé kha nang dong chay tbt do sy c6 mat
ciia silic dioxit va cm liia mi, ma duoc xét dén 1am chit mang thich hop ddi véi céc
dang lidu dang ran. Ham lugng trans-capsanthin cudi cing ciia dang ran dugc tao ra 13

5,4g/kg trans-capsanthin.
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Bang 1. Ché phim chira tidn chét dang 16ng Kem GLO 10 dugc phin tan nano duoc

t0i uvu hoda va chat ran kho

Loai t4 duge dang Tén Ché phém (%)
long
Chét 16ng Chét rin
Dau Limonen 1,625 1,625
Chat hoat dong bé Tween 80 4,875 4,875
mat
Pong chét hoat Etanol 3,25 3,25
dong bé mit
Pha nuéc Glyxerol/nudc 5,25 5,25
(1:3)
Carotenoit Nhura dau 6t cua 37,2 37,2

ga dugc xa phong

hoa

Chét mang Silic dioxit/Lua NA 47,8

mi cat ngon

Bang 2. Ché phim chua thirc in dang cdm 1ép dung cho gia cim

Thanh phan 4130

Hoi 4m (% ti da) 13

Tro (% tdi da) 15

Protein thd (% tdi thiéu) 17
Chat béo thd (% tbi thiéu) 3
Soi thd (% toi da) 6

Canxi (%) tir 3,5 dén 4,5
Téng photpho (% t6i thiéu) 0,5
Xantophin dugc do trong thirc &n 2,52 x 103g/kg
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Fig.8 thé hién két qua tuong (g ctia su phan tich kich c& hat d6i v6i tién chit
dang 1ong Kem GLO 10 dugc phén tan nano va carotenoit tho (tién chit dang long
Kem GLO 10). Kich ¢& hat cta carotenoit trong vi nhii tuong dugc duy tri trung binh

& khoang 0,5um tuong phan véi kich ¢ hat khoang 20um d6i véi carotenoit tho.

Fig.9 th hién su phan b kich c& hat cta tién chit dang 16ng Kem GLO 10
dugc phan tan nano & ngdy thit 0, tha 7, thir 14, thir 21 va thir 28 & nhiét d§ trong
phong (25°C). Khéng c6 sur khac nhau dang ké nao vé sy phan b kich c& hat d6i véi
mau trong 1 thang nghién ciru. Cac két qua ctia do 6n dinh 1au dai d4 chimg minh ring
carotenoit dugc bao vé vi nhil tuwong la dn dinh hon va dugc phan tan mét cach d(“)ng
nhét hon véi viée khong c6 su két tu (nhu dugc thé hién trong Fig.8(b)). Dugc cho
rang chit hoat dong bé mit va pha dau dugc thir dung trong nghién ctru nay khong chi
tac dong dén su hinh thanh cia chit keo bao vé dép tmg véi su thiét lap do 4n dinh
dang keo dbi voi su két ty, nhung ciing trg gitp vi nhii trong dugc tao thanh trong da
day duoc cdu tric lai mot cach dé dang thanh mang luéi hai pha lién tuc. Piéu nay
cling ¢o thé x4y ra thdm chi v4i sy khong c6 mit cia phospholipit mat, nho d6 tao

thuén loi cho viéc hép thu carotenoit trong dudng da day-ruot.

Mutc sinh kha dung. Mic sinh kha dung dugc nghién ctru bing cach phén tich
trans-capsanthin trong huyét tuong va long dé tring cua chim dé trimg, sau khi ding
qua dudng miéng Nano Kem GLO 10 dugc phén tan nano so véi Kem GLO 10 hién
tai va xtr ly ddi chimg. M&i quan hé ndng do-thdi gian cla trans-capsanthin trong
huyét tuong va long dé trimg tir hai ché phim dugc thé hién trong cac Fig.10 va 11.
Nhu dugc thé hién trong Fig.10, kich ¢& hat tao ra sy tac dong déng ké dén mirc sinh
kha dung tuong di. Huyét tuong dugc gom tlr chim dugc xtr Iy véi Nano Kem GLO
10 duoc phéan tan nano c6 gia tri trung binh 0,125ppm capsanthin, trong khi cac mau
dwoc lay tir chim dugce xtr ly voi khéu phin an d6i chitng va Kem GLO 10 hién tai lan
luot c6 gid tri trung binh 0,0028ppm va 0,043ppm. Dua trén cac két qua nay, c6 thé
biét duoc rang su hip thu capsanthin tir Kem GLO 10 dugc phéan tén nano ting glp 2,9
Iin (191%) so v6i Kem GLO 10. Dya trén Fig.11, trimg duge gom tir viéc xir Iy doi
ching va Kem GLO 10 hién tai l4n luot c6 0,034ppm va 0,54ppm capsanthin trong
ldong d6 tring. Dya trén cac két qua nay, c6 thé biét dugc ring su ling dong capsanthin

tir Kem GLO 10 ting 20% so voi Kem GLO 10 hién tai. Cling quan trong dé luu y
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rang su ling dong capsanthin trong trimg tang gip khoang 19 1an tir Kem GLO 10
duoc phén tan nano so véi tring duge gom tur chim dugc xir ly véi khau phin an déi
chimg. Nhu déi véi didm sb YCF cua trimg, nhu dugc thé hién trong Fig.12, tritng cua
chim dugc xtr ly véi Kem GLO 10 duge phén tan nano ¢d diém sb trung binh 11,25,
trong khi cac mAu dugc 14y tir chim dugc xir Iy voi Kem GLO 10 hién tai ¢6 diém sb
trung binh 8,75. C6 su cai thién 28,5% vé diém sb mau sic ctia Kem GLO 10 dugc
phén tan nano so véi Kem GLO 10 hién tai. Cling quan trong dé Iuu y ring c6 sy gia
tang khoang 1,5 1in vé mau sic long d6 trimg trong trimg xuét hién tir Kem GLO 10
dugc phén tan nano, dugc so voi trude duge gom tir chim duge xit Iy voi khiu phan #n

d6i ching.
Mo ta

Dua trén mbi quan hé ndng do-thoi gian cla trans-capsanthin trong huyét thanh
va long do trimg thu duge ddi véi Kem GLO 10 duge phén tén nano (cac Fig.10 va
11), su khac nhau dugc nhin théy duoc so véi cac két qua thu dugc dbi véi cac xir ly
bing cach sir dung Kem GLO 10 hién tai va kh4u phin #n dbi chimg. Didu nay ching
minh su lién quan cua vi nhil trong ndi sinh va tac dung giam kich ¢& trong viéc thuc
déy s hoa tan cua trans-capsanthin in vivo. Pd dugc bao céao réng trans-capsanthin,
tuong ty lutein, 1a hop chét va chét béo c6 thé hoa tan trong nuéc kém va cho phép
dudng hép thu lipit giéng nhau'*!5, Mic dit co ché chinh xac cta viéc hép thu 1a vin
chua dugc hiéu mot cach d'?ly du, trans-capsanthin dugc cho 1a dugc hép thu qua té bao
rudt nhd sy khuéch tan don gian hodc vén chuyén qua trung gian thy thé. Hon nita,
trans-capsanthin dugc tao nhii hoa thanh céc giot lipit nho trong da day va con duge
hop nhit vao cac mixen hdn hgp nho tac dung cla mubi méat va phospholipit méit, sau
khi d¢6 mixen hdn hgp nay duge hép thu bai té bao rudt. Do d6, vé b& ngoai cua ndng
do tuong doi thip cua trans-capsanthin trong huyét trong cla chim va long dé trimg
¢6 thé 1a do su tham gia cua co ché hép thu duoc ké dén trén day. Hon nira, viéc sir
dung chit hoat dong bé mat da dugc biét 1a dé tro gitip tinh thidm cua hoat chit qua su
rdi loan ciia mang té bao (su thAm gian bao) va/hodc lam bién ddi mbi ndi khong thdm

gitra sur thdm c4n bao cua t& bao'®18,
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Trong Kem GLO 10 dugc phén tan nano, Tween 80 dugc st dung 1am chét nhii
twong va céc tic gia sang ché da gia thiét rang trans-capsanthin c6 mit & dang vi nhii
twong dugc hoa tan trong dudng da day-rudt, co thé 1am tang cudng sy hép thu cla
trans-capsanthin béi t& bao trong rudt. Sau khi dung qua dudng miéng, khéng c6 sy
hoa tan tiép dugc yéu cau do trans-capsanthin s& dugc duy tri ¢ trang thai dugc hoa tan
hoan toan, sau khi tién chét c6 dic vi nhii tuong hai pha lién tuc tu tao nhil hoa khi tiép
xuc v6i dich da day trong da day. Cac ddy hai pha lién tuc nho va ddng nhét nay chira
trans-capsanthin con cé thé dugc tao nhii héa boi cidc mixin mat/lexithin trong dich
trong rudt, dugc ti€u hoa béi céc enzym va dugce chuyén hoéa thanh cac hat lipit thdm
chi nho hon. Quy trinh tiéu héa nay co thé 1am gia tang rat 16n dién tich bé mit cla
trans-capsanthin aé truyén vao biu mé rudt. Viéc nay cé thé giai thich sy cai thién
déng k& cua diém sé YCF dbi véi trang tir xt Iy Kem GLO 10 dwgc phén tan nano,
mdt 1an nita cho biét réng su khac nhau dugce phat hién vé mirc sinh kha dung 13 déng

ké & muc cao.
Két ludn

Két luan, Kem GLO 10 kho dugc phén tan nano chira vi nhii trong hai pha lién
tuc duoc tao ra mdt cach thanh cong dbi voi su phéan phéi cua trans-capsanthin. Su
phéan tich kich c& giot cho biét kich ¢& dic trung cta tién chit dang léng khoang
0,5um duge so véi carotenoit thd khoang 20pum. Nghién ctru muc sinh kha dung dugc
thuc hién trong thir nghiém 16p dén dén gia tang su hép thy trans-capsanthin gip 2,9
1An (191%) trong huyét thanh cua chim va sy ling dong trans-capsanthin ting 20% &
triang chim tir ché phim dugc phan tan nano. Hon nira, diém s YCF ciia trimg tir chim
duoc xir Iy voi ché pham dugc phan tan nano dugc so véi ché phim hién tai c6 diém
s6 trung binh 13n lugt 14 11,25 va 8,75. Céc két qua ndy chitng minh mt cch rd rang
kha ndng tuyét voi cua ché phim dang rin méi, v6i su tham gia clia vi nhii tvong ndi
sinh va tac dung gidm kich c@, trong viéc cai thi¢n sy hoa tan va su hép thu cda trans-

capsanthin in vivo.
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Vidu3

Neguyén liéu va phuong phap

Nguyén liéu. Tween 80, limonen, etanol, glyxerol, cdm lua mi va silic dioxit
thudc loai dung cho thirc an. T4t ca cac chit hoa hoc va thudc thir dugc sir dung trong
quy trinh phén tich 12 loai thudc thir phan tich va nuéc duge chung cét hai 1an dugc st
dung. Ngbn n dinh cia carotenoit mau dé dugc xa phong hoa tir phan chiét cta 6t cua
ga va Kem GLO 10 thu dugc tir sy san xuit cia Kemin Animal Health And Nutrition

(Asia-Pac).

Tao ra Kem GLO 10 khé dugc phan tan nano. Dang rin cua carotenoit dugc tao
ra. Tom lai, silic dioxit va cdy loa mi cit ngon (21,8% trong lugng/26,0% trong lugng)
dau tién duge bd sung vao may trdn. Carotenoit vi nhil trong dugc phan tan nano, sau
d6 thém 52,2% trong luong (nhu ddi véi Vi du 2) chira carotenoit duge xa phong hoa
(37,2% trong lugng) vao mdy tron kem khudy khong ddi & nhiét do trong phong trong
15 phit cho dén khi thu dugc hdn hgp ddng nhét. Mau dugc tao ra dugc phan tich
chira 12,47g/kg carotenoit.

Tao ra bot xay thé ding cho thirc dn dugc xir Iy. Thirc dn dang cam 16p dung
cho gia cAm (nhu ddi véi Vi dy 2) chira 17% protein, 3% chit béo va khong nhiéu hon
6,0% soi thd. Thirc dn dugce xit Iy dugc tao ra bdi nha may thur nghiém 16p (Genetic
Improvement & Farm Technologies Sdn. Bhd., Malaysia) bang cach b sung 0,5kg/tAn
hoac l,Okg/tén Kem GLO 10 dugc phén tan nano va Kem GLO 10 vao thirc n chira

carotenoit thap.

Luweu trit bit tho diing cho thike dn. Bt thd dung cho thire dn duge xur ly dugc
phan phéi cho Kemin Animal Health And Nutrition (Asia-Pac) bdi nha may thir
nghiém 16p va dugc luu trit trong tai mé & 25°C trong 3 thing. Ham luong sc td dugc
xéc dinh theo phuong phap AOAC 970.64. Nhiéu I4n phan tich dugc thuc hién déi véi
mdi mau va cac gia tri thu duge dugc tinh trung binh.

I3
A

Két qua

Téng carotenoit bi mét trong 3 thang luu trit cia Kem GLO 10 trung binh 13

44,75%, duoc so voi su mét it hon 22,25% dugc quan st trong bot thd dung cho thuc
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dn duoc xir ly vai Kem GL 10 dugce phén tén nano. Nhu duoc thé hién trong Bang 3,
Kem GLO 10 bi mit mot nira carotenoit ban dau trong thdi gian luu trit 3 théang trong
khi d6 én dinh cua carotenoit trong Kem GLO 10 dugc phén tan nano (dugc tao ra
béng céng nghé vi nhil trong) 1a dugc cai thién rAt nhidu, chi bi mit mot phﬁn ba
carotenoit ban du & lidu twong tu. Ngoai ra, d6 6n dinh tuong dbi cua carotenoit ciing
dugc giam mot cach ting l1én khi lugng carotenoit 16n hon dugc bd sung vao thirc in
(& 1,0kg/tAn). Su duy tri carotenoit giam tiép 10% va 20% d6i véi Kem GLO 10 va
Kem GLO 10 dwgc phén tan nano, 1an lugt duge so véi sy b sung thip hon 0,5kg/tén.
Céc tac gia sang ché ciing quan sat thiy ring muc d9 carotenoit b mat tir thirc dn dugc
xu ly bﬁng Kem GLO 10 dugc phan tan nano 13 tir tir hon nhu duge so véi mirc d6 cia
Kem GLO 10 cho biét né c6 thé 1a do phuong phép tao ra khac nhau va hiéu qua bao
vé tét hon (Bang 4).
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Bang 3. D6 &n dinh cta carotenoit tir Kem GLO 10 va Kem GLO 10 duoc phén tdn

nano duoc bo sung va thic an 16p

Liéu Kem GLO 10 Kem GLO 10 dugc phén tan

nano

Nong do Duy tri sau Néng dd Duy tri sau 3

carotenoit ban 3 thang & carotenoit  thang & 25°C
dau 25°C (%) ban dau (%)
(g/thn) (g/thn)
0,5kg/tan 7,02 55,25 6,24 71,75
1,0 kg/tin 14,04 43,52 12,47 60,10

Bang 4. Thir nghiém do dn dinh xanthophin trong thirc dn

Liéu ORO GLO 20 Tbng xantophin Tbéng xanthophin
dugce phan tdn nano phuc hdi (g/tén) phuc hoi (g/tan)
trong thure an (kg/tan) (Tudn 0) (Tuén 2)
0,25 4,95 4,49
0,5 9,70 9,55
0,75 14,45 14,0
1,0 20,48 15,7
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Lieéu ORO GLO 20 | Tdngsuphuchdi | Téng su phuc hdi
trong thirc an xanthophin xanthophin
(kg/tin) (Tuan 0) (Tuin 2)
0,25 7,50 5,04
0,5 10,12 10,86
0,75 13,19 8,93
1,0 19,31 11,91

Mo ta

Nhu duoc ké dén trén day, vai yéu t co thé tac dong dén 6 én dinh turong d6i
cla carotenoit khi dugc bd sung va thirc 4n. D biét duoc rang khi carotenoit & dang
dugc bao nang, chung co thé dugc bao vé khéi su thoai bién sém ma c6 thé do anh
sang, oxy vd/hodc nhiét gdy ra. Kem GLO 10 dugc phén tdn nano c6 sy duy tri
carotenoit dugc cai thién nhu dugc so vai Kem GLO 10, ¢ thé 1a do carotenoit khi
duoc hoa tan va duge chira trong hé vi nhii tuong 14 duge bio vé tét hon do céu trac
phan tir cua sdc td trong chét nén vi nhil twong. Vi nhil twong dugc cho 14 tao ra 16p
chén vat ly giita sdc td va cac chit xuc tac oxy héa (nhu oxy) va ca dic tinh phén tan
anh sang cda nd co thé trg gitip dé lam giam cudng do 4nh sang di dén séc td dugc biy
trong ching. Ngoai ra, cac tac gia sang ché ciing doan truéc rang kich c¢& hat nho hon
cuia sic td carotenoit dat dugc bing cach sir dung vi nhii twong s& cho phép né duoc
phan phéi mot cach dé dang hon va ddng nhéit hon vio dudng xdp bén trong cla hat
chit mang ma s& con trg gitip 1am gidm chi phi do su oxy héa giy ra trén bé mit va

lam ting cudng d6 6n dinh cua san pham.
Vidu4

Su phdn tan nano clia cac chat ua nudc va ua chat béo dugc tao ra bang cach s

dung cac thanh phin dugc néu trong cac Bang tir 5 dén 9.
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Bang 5. Chéit khing vi sinh vat: Monolaurin (ua chét béo)

Thanh phén (% trong Vidul Vi du 2
lugng)

Tween 80 35,0 25,0
Limonen/Etanol (1:2) 35,0 25,0
Glyxerol /Nudc (1:3) 30,0 50,0

Monolaurin (ppm) tir 500 dén | tir 500 dén
1000 1000
Thanh phan (% trong Vidu3
luong)
Dau thau dau dugc etoxyl 32,5
héa (EL35)
AXit propionic 32,5
Nudc 35,0
Monolaurin (ppm) tir 500 dén
1000

Bang 6. Vitamin C va chét chéng oxy hoa: Axit ascorbic (ra nudc)

Thanh phan (% trong Vidu 4 Vidus
lugng)

Tween 80 45,0 35,0
Limonen/Etanol (1:2) 45,0 35,0
Glyxerol /Nudc (1:3) 10,0 30,0
Axxit ascorbic (ppm) | tir 200 dén tir 500 dén

500 1000
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Bang 7. Axit anim: L-lysin, L-arginin hydroclorua (ua nuéc)

Thanh phén (% trong lugng) Vidu6

Tween 80 32,5
Limonen/Etanol (1:2) 32,5
Glyxerol /Nudc (1:3) 35,0

L-Lysin Hydroclorua (% trong | tir 1 dén S

lugng)

Thanh phén (% trong luong) Vidu7

Tween 80 32,5
Limonen/Etanol (1:2) 32,5
Glyxerol /Nugc (1:3) 35,0

L-Arginin Hydroclorua (% tir 1 dén 5

trong lugng)

Bang 8. Mudi mit (Iudng tinh)

Thanh phan (% trong Vi du 8

luong)
Tween 80 32,5
Limonen/Etanol (1:2) 32,5
Glyxerol /Nudc (1:3) 35,0

Mubi mat (% trong tir 0,1 dén 1

lugng)
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Bang 9. Enzym: Amylaza (ua chét béo)

Thanh ph?m (% trong Vidu9
luong)

Tween 80 32,5
Limonen/Etanol (1:2) 32,5
Glyxerol /Nuéc (1:3) 35,0
Chat l6ng amylaza (% tir 0,1 dén

trong lugng) 1,0

Viéc ap dung cu thé ma & d6 cac chat ua chét béo va wa nuéc co thé duoc két
hop trong vi nhil tvong don 1€ cua sang ché 1a trong ché phim thudc nhudém dung cho
md sinh hoc nhu duge md ta trong don yéu cdu cp patent My sb 13/433,526, dugc
ndp ngay 29 thang 3 ndm 2012, va ndi dung dugc dua ra trong ban mo ta sang ché nay
dé tham khéo. Viéc ap dung ddi tuong mo ta thudéc nhudém ma chira lutein hoic
zeaxanthin, ca hai cung la ua chét béo, v6i thudc nhudm truyén théng, nhu mau xanh

trypan, ma thuong 1a uva nudec.
Vidu5s

Vi nhil tuong cua sang ché co thé dugc sir dung dé tao ra bdt ma cé kha ning
chay dugc ting cuong. Diéu nay dugc thé hién bdi tac dung doi véi goc nghi cia khoi

nguyén liéu nhu duge néu trong Bang 10.

Bang 10. So sdnh gbc nghi

Nano Kem 10 | Kem GLO 10 | Nano Oro GLO | Oro GLO 20
GLO kho kho 20 kho kho
Goc nghi 19,3 Khong c6 kha 19,69 25,27
ning chay

Thong thudng, géc nghi nhd hon 40 dbi v6i san phdm c6 thé chay va nhé hon

gdc nghi san phim c6 thé chay nhiéu hon. Céc dir liéu the hién rang vi nhii tvong cla

sang ché tao ra bot ma c6 kha ning chay dugc ting cuong.
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Phin moé ta va céc hinh v& trén ddy bao gdm cic phuong 4n minh hoa cla sing
ché. Cac phuong an trén ddy va cic phuong phap duge mo ta trong ban md ta sang ché
ndy c6 thé thay ddi dua trén kha ning, thir nghiém va su vu tién cta chuyén gia trong
linh vuc nay. Chi don luét liét ké cac bude cua phuong phap theo mot s6 thir ty ma
khong céu thanh gi6i han bét ky dbi véi thir tw céc budce clia phuong phép. Phan mo ta
va hinh vé& trén ddy chi don thun giai thich va minh hoa séng ché va sang ché khong
bi gidi han dén su giai thich ndy, ngoai trir trong pham vi cta cac diém yéu ciu bao ho.
Chuyén gia trong linh vyc nay 1a ngudi ma c6 kha nang boc 16 trudce khi ho ¢6 kha

ning thuc hién cac bién ddi va thay doi ma khong tach roi pham vi clia sang che.

- 28 -



21833

Danh muc cac tai liéu tham chieu

1. An phém: Solans, C., Pons, R., Kunieda, H "Overview of basic aspects of
microemulsions” Industrial Applications of microemulsions, Solans, C., Kunieda, H.

Eds.; Dekker: New York, (1997); 66:1-17.

2. An phdm: Dungan, S. R. "Microemulsions in foods: properties and applications”

ibid 148 170

3. An phdm: Holmberg, K. "Quarter century progress and new horizons in
microemulsions" in Micelles, microemulsions and Monolayers, Shah, 0. Ed.; Dekker:

New York (1998) 161 192.

4. An pham: Garti, N., "microemulsions, emulsions, double emulsions and emulsions
in food" in Formulation Science (proceeding from formulation forum '97-association

of formulation chemists) (1998) 1, 147 219.

5. An phém: Ezrahi, S., Aserin, A., Garti, N. in microemulsions-fundamental wad
applied aspects Kumar, P. and Mittal, K. L. Eds. Marcel Dekker, Inc. New York
(1999) "Aggregation behavior in one-phase (Winsor I'V) systems" 185 246.

6. An phém: Garti, N., Clement, V., Leser, M., Aserin, A. Fanun, M. "Sucroza este
microemulsions J. Molec. Liquids (1999) 80, 253 296.

7. An phém: Anton, N., Benoit, J. P., & Saulnier, P. (2008). “Design and production of
nanoparticles formulated from nano-emulsion templates a review”. Journal of

Controlled Release, 128(3), 185-199.

8. An phdm: A. Spernath, A. Yaghmur, A. Aserin, R. E. Hoffman and N. Garti.
(2002). “Food-Grade microemulsions Based on Nonionic Emulsifiers: Media To

Enhance Lycopene Solubilization”. J. Agric. Food Chem., 50, 6917-6922.

9. An phidm: A. Spernath, A. Yaghmur, A. Aserin, R. E. Hoffman and N. Garti,
(2003). “Self-Diffusion Nuclear Magnetic Resonance, Microstructure Transitions, and
Solubilization Capacity of Phytosterols and Cholesterol in Winsor IV Food-Grade
microemulsions”, J. Agric. Food Chem., 51, 2359-2364.

-29.-



21833

10. An phdm: A. Yaghmur, A. Aserin, I. Tiunova and N. Garti. (2002). “Sub-zero
temperature behaviour of non-ionic microemulsions in the presence of propylen glycol

by DSC”. J. Therm. Anal. Cal., 69, 163-177.

11. An phdm: A. Yaghmur, A. Aserin, B. Antalek and N. Garti, (2003),
“Microstructure Considerations of New Five-Component Winsor IV Food-Grade
microemulsions Studied by Pulsed Gradient Spin—Echo NMR, Conductivity, and
Viscosity”, Langmuir, 19, 1063-1068.

12. An phdm: Chow P.Y. and Gan L.M. (2005). “Microemulsions Polymerizations and
Reactions” Adv Polym Sci.,175: 257-298.

13. An phém: Yoshida, K., Sekine, T., Matsuzaki, F., Yanaki, T., & Yamaguchi, M.
(1999). “Stability of vitamin A in oil-in-water-in-oil-type multiple emulsions”. Journal

of the American Oil Chemists Society, 76, 195-200.

14. An phém: Yonekura, L., Nagao, A., “Intestinal absorption of dietary carotenoids”,

Mol. Nutr. Food Res. 51 (2007) 107-115.

15. An phém:Clevidence, B.A., Bieri, J. G., “Association of carotenoids with human

plasma lipoproteins”, Methods Enzymol. 214 (1993) 33-46.

16. An phém: Franceschinis, E., Voinovich, D., Grassi, M., Perissutti, B., Filipovic-Greic,
J., Martinac, A., Meriani-Merlo,F., “Self-emulsifying pellets prepared by wet granulation
in high-shear mixer: influence of formulation variables and preliminary study on the in

vitro absorption”, Int. J. Pharm. 291 (2005) 87-97.

17. An phém: Tuleu, C., Newton, J.M., Rose, J., Euler, D.,Saklatvala, R., Clarke, A.,
Booth, S., “Comparative bioavailability study in dogs of a self-emulsifying formulation of
progesterone presented in a pellet and liquid form compared with an aqueous suspension

of progesterone”, J. Pharm. Sci. 93 (2004) 1495-1502.

18. An phdm: Kohli, K., Chopra, S., Dhar, D., Arora, S., Khar, R. K., “Self-emulsifying
drug delivery systems: an approach to enhance oral bioavailability”, Drug Discov. Today

15 (2010) 958-965. SA-12-00763.

-30 -



21833

19. An phém: Livingston, A. L., Bickoff, E. M. and Thomson, C. R., “Effect of added
animal fats and antioxidant on stability of xanthophyll concentrates in mixed feeds”,

Journal of Agricultural and Food Chemistry 3 (1955) 439.

-31-



21833

YEU CAU BAO HO
1. Phuong phap bao nang carotenoit trong cac cdu tric nano vi nhil twong hai pha lién
tuc dé dung cho ddng vit, trong d6 phuong phap nay bao gbm cac budc:

(a) tao ra vi nhii tuong hai pha lién tuc hodc Winsor typ III bing cach t& hop

chét nhii trong, dung méi va chit ddng nhii twong va khudy hoic lic t hgp nay;

(b) bd sung carotenoit vao vi nhii twong va tron ché phdm thu dugc dén dong
nhit dé thu dugc carotenoit bao nang c6 do bén dé chéng lai viéc giai phéng cua ché

phém trong thdi gian it nhat 1a mot thang; va

(c) pha trdn vi nhil tuong ctia buéde (b) voi chét mang kho dé tao ra bot chay tu
do.

2. Phuong phap bao nang carotenoid dé dung cho dong vit, trong d6 phuong phéap nay

bao gdm cac budc:

(a) trdn carotenoit véi chét ddng nhil twong bing cach t& hop;

(b) bd sung chét nhii twong, dung mdi va chét ddng nhil twong vao dé tao ra vi
nhil trong hai pha lién tuc hodc Winsor typ III; va

(¢) pha trdn vi nhii tuong cua budc (b) vai chét mang kho dé tao ra bot chay tu

do.

3. Phuong phép theo diém 1, trong d6 chét nhii twong 14 polysorbat 80, dung mdi dugc

chon tir nhém gdm c6 glyxerol va limonen va chét ddng nhil twong 14 etanol.

4. Phuong phdp theo diém 1, phuong phép nay con bao gbm budc bd sung nude vao

budc (a) hodc budc (b) hodc cd hai budc nay.

5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 carotenoit dugc chon tir nhom gbm c6 lutein,

capsanthin, zeaxanthin va caroten.

6. Vi nhii tvong hai pha lién tuc dé 1am ting cuong sy bao nang va do 4n dinh cua
carotenoit trong ché phim thirc an va thyuc phim ding cho dong vat & dang bdt chay tu

do, bao gdm:

(a) carotenoid;
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(b) pha dau bao gdm nguyén lidu cb thé hoa tan trong diu ludng tinh hodc ua

chét béo;
(c) pha nudc bao gdm nguyén liéu c6 thé hoa tan trong nudc ludng tinh hodc va
nudc; va
(d) hé chét nhil twong loai ding cho thirc &n bao gbm:
(i) chét nhil trong ion hoic khong ion hodc ion ludng tinh, va
(ii) chit ddng nhil twong; va

(e) trong d6 pha diu nay dugc phén tén nhu hat c6 dudng kinh trung binh nhé

hon 1um, trong pha nudc nay; hodc

(f) trong @6 pha nuéc duge phan tan nhu hat hogc pha lién tuc c6 dudng kinh

trung binh nhé hon 1um, trong pha dau nay.

7. Vi nhii trong hai pha lién tuc theo diém 6, trong d6 pha nudc chiém khoang tir 10%
dén 90% tdng sb, phan con lai 1a pha diu va hé chét nhii tvong loai dung cho thic in
hodc trong d6 pha dau chiém khoang tr 10% dén 90% tbng s, phéan con lai 1a pha

nudce va hé chét nhil trong loai ding cho thirc an.

8. Vi nhii trong hai pha lién tuc theo diém 6, trong d6 pha nudc hogic diu chira céc
nguyén liéu dugc hoa tan dugc chon tur chét tao mau, vitamin, nuéc qua ép, chét chéng
oxy hoa, phin chiét cta cac thanh phén tu nhién, thudc, phenol don, polyphenol,
bioflavonoit, san phdm dugc lam tir sira, protein (bao gbdm enzym), peptit, axit amin,
mudi, dudng, chét tao ngot, chét tao huong vi, tién chét tao huong vi, chét dinh dudng,
chit khodng, axit va chét tao gia vi va cac hdn hop chira chiing.

9. Vi nhil trong hai pha lién tyc theo diém 6, trong d6 chit nhii twong dugc chon tir
nhém bao gém glyxerol este cua axit béo, monoglyxerit, diglyxerit, monoglyxerit
duoc etoxyl hoa, polyglyxerol este cua axit béo, lexithin, glyxerol este cua axit béo,

sorbitan este clia axit béo, sucroza este ctia axit béo va cac hon hgp chira ching.

10. Vi nhii twong hai pha lién tuc theo diém 6, trong do chat d6ng nhii trong 1a chét
nhii hoa rugu tron 1an dugc véi nude duge chon tir nhom bao gém etanol, propanol,

propylen glycol, glyxerol va cac hdn hgp chira ching.
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11. Vi nhil twong hai pha lién tuc theo diém 6, trong d6 diu dugc chon tir nhém bao

gbm limonen, diu thuc vat, diu dong vat, polyol polyeste va cac hdn hop chira ching.
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