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TOM TAT

Cong nghé vi bao nano dugc sir dung dé khic phuc nhuge diém vé kha niang phan tan va do o6n
dinh cua tinh dau chanh khi ing dung vao thuc phdm. Muc tiéu ctia nghién ctru 1a khao sat mot s6 yéu
t6 cong nghé (ty 18 tinh dau va dau dira, ty 1 pha dau trong tong hé, ty 1 chit nhil hoa va pha dau, toc
d6 khudy, ty 1& chit nhii ho4) nhim tao ra hé nano nhii twong tinh diu vé chanh (Citrus limonia Osbeck)
¢6 kich thude hat nhé va hoat tinh khang oxy hoé cao. Tinh dau vo chanh st dung trong nghién ctru ndy
¢6 chira 134 hop chit d& bay hoi, v6i 25 hop chit c6 ndng d6 16n hon 0,5%. Két qua cho thay diéu kién
dé tao dwoc mau nano nhii trong tinh dau tdt nhat véi kich thude hat 76,8 + 1,2 nm, chi s PDI1 0,316 +
0,003, va thé zeta -50,8 £ 1,7 mV, v&i ty 18 tinh dau va dau dira 6:4, ty 1é pha dau trong tong hé 10%, ty
1& chét nhii hoa va pha dau 1:1, tbc do khudy 1200 rpm, ty 1& chit nhii hoa Tween 80 va lecithin 8:2.
Mau nano nhii tuong tinh dau thé hién kha nang khang oxy hoa tuong duong véi mau tinh dau nguyén
chat xac dinh theo phuong phap DPPH 1an lugt ¢6 ICso 1a 33,51 £ 1,11 va 32,63 + 0,02 mg/mL va theo
phuong phap ABTS lan luot co ICs1a 29,00 £ 0,36 va 45,67 = 0,58 mg/mL. Két qua cho thiy hé nano
nhil twong tinh dau chanh c6 tiém ning tmg dung vao thuc pham vdi vai tro 1a chat phy gia ¢ ngudn
gbc tu nhién.

Tir khod: Citrus limonia Osbeck, nano nhii trong tinh dau, hoat tinh khang oxy hoa, phwong phép diém
dao pha.

1. MO PAU

Cudce song ngay cang phat trién thi van d¢ strc khoé ngay cang dugc quan tam, the hién qua hanh
dong huong dén 16i song lanh manh, st dung thyc pham va dugc phdm c6 ngudn goc tu nhién. Mot
trong s0 nhitng huéng nghién ciru vé hop chét c6 hoat tinh sinh hoc trong thuc vat dang dugc quan tam
1a cac thanh phan hop chit dé bay hoi, thuong ton tai ¢ dang tinh dau [1]. Thanh phan chu yéu cuia tinh
dau 1a cac hop chat tao mui va dé bay hoi, bao gdm terpene, acid, alcohol, ester, aldehyde, ketone
epoxyde, sulfide, amine, ... Cac thanh phan nay dugc chimg minh ¢6 kha nang khang oxy hoa tot dong
thoi co kha nang khang khuan Gram &m va Gram duong ciing nhu khang nam, nho dé co tiém ning
ng dung lam chét bao quan tu nhién trong cong nghé thyc pham, dic biét 1a san pham thit, trai cay [2].
Dbi vdi qua chanh noi riéng va trai cdy chi Citrus n6i chung, 16p vo ngoai (flavedo) chira nhiéu tuyen
tinh dau. Trong tinh ddu v6 qua chanh, thanh phin cac hop chét ti nhién dugc tim thdy c6 thé 1én dén
hon 200 hop chét, tuy vao ting giéng chanh, hon 85% trong sé d6 1a cac hop chit d& bay hoi. Cc thanh
phan chiém phan 16n bao gdm limonene, B-pinene, y-terpinene, o-terpineol, o-pinene, o-terpineolene,
thé hién hoat tinh khang oxy hoa va khang khuan cao [3]. Tai Viét Nam, cdy chanh c6 san lwong 16n va
phan bd kha rong, cac giéng chanh ciing da dang. Trong d6, giéng chanh truyén thong c6 hat 1a mot
trong nhing giong pho bién nhét. Do d6, viée lua chon chanh (Citrus limonia Osbeck) lam nguyén li¢u
dé thu nhén tinh dau c6 y nghia thyc tién trong nghién ctru timg dung vao cong nghiép thuc pham.
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Thanh phan hgp chat d& bay hoi trong tinh dau chi yéu 14 cac hop chét ky nude, do d6 kho phan
tan trong moi trudng nudce khi img dung vao thuc pham. Ngoai ra, cac thanh phan cia tinh ddu nhay
cam voi diéu kién clia moi truong nhu khong khi, anh sang, nhiét do, ... nén kho bao toan dugc hoat
tinh trong qua trinh ché bién va bao quan. Dé khic phuc nhimg véan dé nay, can c6 ky thuét dé bao boc
c4c tinh dau dé giup chiing phan tan t6t hon, dong thoi bao vé cac hoat chét, dam béao hoat tinh cta tinh
dau khi ing dung trong c6ng nghiép thyuc pham. Mot trong nhimg k¥ thuat pho bién 13 tao hé nhii tuong
nano dau trong nudc d6i véi tinh dau chanh ciing nhu céc loai tinh dau khac [4]. Hién nay, cong nghé
nano la cong ngh¢ hién dai dang dugc (ng dung rong rai trong nhiéu linh vyc nhu thuc pham, hoa hoc,
dugc pham, ... Cong nghé nano c6 thé tao ra hé nhii tuong tinh dau véi cac giot c6 kich thudc nanomet
cung véi nhleu ddc tinh gitip bao vé thanh phan tinh dau khi tmg dung vao cong nghiép thuc pham [4].
Sy tao thanh hé nhi twong nano dau trong nudce duoc thuc hién bang cach bao boc tinh dau trong 16p
mang tao thanh tir chat nhii hoa va phan tan pha dau nay vao pha nudc. Cong nghé nano gitp hé phan
tan tot hon trong méi trudng nudc, bén nhiét hon, bao vé duoc cac hop chit ¢6 hoat tinh sinh hoc trong
tinh dau, dam bao hiéu qua hoat dong cua tinh dau trong thuc pham [4]. Cuing nho vao kich thudce hat
nho, hé nano nhii trong tinh dau d& dang tac dong ¢ 16p ngoai ciia mang té bao vi sinh vat, tir d6 ting
kha nang khang vi sinh vat khi tng dung lam chat bao quan thyc phdm [5]. Hién nay c6 nhiéu phuong
phap duoc sir dung dé vi bao tinh dau, trong d6 phwong phap diém dao pha (EIP - Emulsion Inversion
Point) 14 k¥ thuat tao hé nhil twong bang cach dao nguoc pha chuyén tiép, bao gdm chuyén tir hé nhii
tuong nudc trong dau (W/O) sang dau trong nude (O/W) va nguogce lai [6]. Dé tao hé nhii tuong O/W,
trong qua trinh thyc hién chuyén pha, pha lién tuc (thuong 1a nuéc) dugc thém dan vao pha phan tan
(chtra tinh dau va chat nhii hod) va khudy lién tuc. Hé nhil tvong s& trai qua su thay doi cau tric khi
luong nudce tang dan trong hé. Ban dau, khi nude vira duge thém vao hdn hop tinh dau va chit nhii hoa
s& hinh thanh hé nhii twong nudc trong dau (W/O), lugng nude ting dan s& tao thanh hé nhii twong
dau/nude/dau (O/W/0), cudi cung 1a dao pha tao thanh hé dau trong nude (O/W). Qué trinh nay dién ra
do su két hop cua nhiing giot nuéc. Ban du giot nude phan tan trong pha ¢ dau, khi cac giot nudc két
hop lai, ting kich thudc va bao liy giot pha dau nhung thanh phan pha dau van nhiéu hon pha nudc, tao
thanh hé O/W/O. Cubi cung, khi luong nude tiép tuc ting s& din dén sy dao pha hoan toan, khi d6 s&
hinh thanh céc giot pha phén tén nam trong pha lién tuc (h¢ nhii twong O/W) [6]. Phuong phap dlem
dao pha thudc nhoém k¥ thuét nang lugng thap, so véi ky thuat nang luong cao thi c6 vu diém it tiéu ton
nang luong, it ton kém, \quy trinh thyc hién don gian, d& phat trién 1én quy mé cong nghiép [6]. Nhin
chung cac nghién ctru vé hé nano nhii tuong tinh dau chanh va mot s6 nguyén liéu thudc chi Citrus chii
yéu st dung ky thuat nang luong cao va chat nhii hoa 1a Tween 80 hoac Tween 20 [7, 8]. Tuy nhién, dé
tang chat luong va hoat tinh ctia hé nano nhii tuong tinh dau thi can phai nghién ctru ting ham lugng
tinh dau trong hé nano nhii twong, dong thoi giam lugng chét nhii hoa tong hop sir dung dé tang tinh an
toan khi img dung nano nhii twong tinh ddu vao thuc pham. Trén co s& do, nghién ctru nay dat muc tiéu
khao sat mot sd yéu td anh huéng dén qué trinh nano hoa tinh dau vé chanh st dung phuong phap diém
dao pha (EIP) nhidm tao ra hé nhil twong c6 kich thuéc hat nho, hiéu sut vi bao cao va c6 kha ning bao
toan cac hoat tinh sinh hoc cta tinh dau vé chanh. Két qua nay co thé duoc su dung lam tién dé cho céac
nghién ctru chuyén sau hon nhu qua trinh t6i wu hoa diéu kién nano ho4 tinh dau vo chanh hoic tng
dung hé nhii trong nano tinh dau vo6 chanh trong ché bién va bao quan thuc phdm.

2. NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. Nguyén liéu va hoa chit

Chanh dugc sir dung trong nghién ctru 1a gidng chanh ta (Citrus limonia Osbeck), dwoc thu mua
tir nha vuon ¢ tinh Tién Giang. Chanh dugc thu hai va thyc hién chung cat bang hé thong chung cat 16i
cudn hoi nudc tai phong thi nghiém. Chanh sau khi lay vé dugc loai bo trai bi dap, chin vang, sau do
rira sach v6i nudce de loai bo bui bén, tap chat dinh trén vo. Phan vo duoc tach khoi trai, lay phan vo
xanh mong, tranh cét qua sau dé han ché phan vo tring va thit qua, do tinh diu chi yéu nim 0 phan Vo
xanh. V6 chanh sau d6 dwoc xay nho bang may xay trong thoi gian 15 gidy trude khi chung cit dé ting
hiéu qua giai phong tinh du. Sau khi xay nho, vo chanh dugc cho vao hé théng chung cét 16i cudn hoi
nudc trong 105 phut (thoi gian duoc tinh tir lac xut hién giot tinh du déu tién di ra khoi hé thong)
Sau khi chung cét, tinh dau dugc thu nhan va lam khan bang mudi Na;SOs, bao quan trong lo t6i mau
& 4 °C cho dén khi st dung.

DAu dura sir dung trong nghién ctru 1a dau dura ¢ép lanh nguyén chét cua thuong hiéu Vietcoco, dugc
st dung truc tiép ma khong can thém budc tién xur ly.
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Hoé chat dugc sir dung trong nghién ctru bao gdm chat nhii hoa dé tao hé nano nhii twong tinh dau
va mot s6 hoa chit dé do cac tinh chét ciia hé nhil trong 1a cac hoa chat phd bién sir dung trong phong thi
nghiém. Hoa chat DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), ABTS ((2,2'-Azinobis-(3-Ethylbenzthiazolin-
6-Sulfonic Acid))), K»S,0s (potassium sulphate) ctia cong ty Sigma Aldrich (Hoa Ky).

2.2. Phwong phap vi bao nano tinh dau

Heé nhii trong nano tinh dau chanh dugc tao thanh voi phuong phap diém dao pha (EIP), quy trinh
thyc hién dya theo nghién ctru ciia Komaiko va cong su [9]. Tinh dau va dau dira duge can cho vao cbc
thuy tinh theo ti 1& da chon, sau d6 khudy tron bang may khudy tir v6i toc do 600 rpm trong thoi gian 5
phiit. Vi hé nhii chi c6 chat nhii hoa Tween 80, chat nhii hoa duoc thém vao hdn hop dau va khudy tron
v6i toe d6 600 rpm trong 10 phiit. Vi hé nhii twong sir dung hdn hop chat nhii hoa Tween 80 va lecithin,
lecithin dugc thém vao hdn hop dau trude, khudy tron 15 phat dén khi bot lecithin tan hoan toan, sau d6
mdi cho tiép Tween 80 vao, khudy tron 10 phiit. Sau d6 nude cit duge thém vao véi luu lugng 1 mL/phut
bang dng nho giot, trong qué trinh thém nude van giit hdn hop dwoc khudy tir véi te do 600 rpm. Sau khi
cho hét nude cat vao hé nhil, tiép tuc khqu tron véi toe dd 600 rpm trong 20 phut dé én dinh hé nhil tuwong
(Hinh 1). Téng khéi luong cho mdi 14n tao hé nhii twong nano 1a 15 g. Tat ca ty 18 phdi tron nguyén lidu
trong hé déu duoc xéac dinh theo khdi lwong (w/w). Hé nhii trong nano tinh diu sau d6 duoc cho vao lo
thuy tinh, day kin nép, bao quan ¢ nhiét do 4 °C trong sudt qua trinh thi nghiém.

600 epm, 5 phit

Chiiz thil hod lecithin

00 rpm, 15 phit
600 £, 10 phit Phdi rgn Chét nhil hod Tween 80
1 miLphie
G600 rpm, 20 phiit Ky 1

Whil tueng nano tink diu

Hinh 1. So db quy trinh tao mAu nano nhii trong tinh dau.

Nghién ctru thyc hién khao sat anh hudng cia ty 16 tinh dau va dau dira, ty 1¢ pha du trong hé nhii
twong, ty 16 chat nhii hod va pha dau, téc do khudy, ty 1& cht nhii hod Tween 80 va lecithin dén kich thuéc
hat, chi sé da phan tan, va thé zeta ctia hé nano nhii tuong. Cac yéu t anh hudng dugc danh gia doc lap,
& mdi yéu t6 xac dinh dwoc diéu kién t6t nhat, sau do giit ¢b dinh diéu kién d6 cho céc thi nghiém sau.

2.2.1. Khado sdt anh hiong ciia 1y 1¢ tinh dau va dau mang

Dau mang duoc sir dung trong thi nghiém 1 dau dira ép lanh nguyén chat. Thi nghiém khao
sat 5 mirc ty 16 tinh dau va dau dira gdm: 2:8, 4:6, 5:5, 6:4, 8:2 va 10:0 (w/w). Cac yéu tb duoc giit
¢d dinh bao gdm loai chét nhii hoa Tween 80, ty 1& pha diu trong hé 1a 5%, ty 16 pha dau va chét nhii
hoala 2:1 (Bang 1).
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Bang 1. Thiét ké thi nghiém khéo sat anh hudng cua ty 18 tinh dau va du mang

Ty 18 tinh dau va déu mang (w/w) | Tinh déu (% w) | Déu dira (% w) | Tween 80 (% w) | Nudc cit (% w)
2:8 1 4
4:6 2 3
5:5 2,5 2,5
10 85
6:4 2
8:2 4 1
10:0 0

2.2.2. Khado sdt anh hieong ciia 1y 1é pha dau trong tong hé nhii twong

Thi nghiém khao sat 3 murc ty 1¢ ciia pha dau trong téng hé nhil twong: 5%, 7,5%, 10% va 12,5%.
Céc yéu to dugce gilt ¢o dinh bao gom loai chat nhii hoa Tween 80, ty 1€ tinh dau va dau dua la 6:4, ty

1¢ chat nhii hoa va pha dau 1a 2:1

(Bang 2).

Bdng 2. Thiét ké thi nghiém khao sat anh huéng cua ty 18 pha dau trong téng hé nhil twong

Ty 18 pha dau trong hé (% w) | Tinh dau (% w) | Déau dira (% w) | Tween 80 (% w) | Nuéc cét (% w)
5 3 2 10 85
7,5 45 3 15 77,5
10 6 4 20 70
12,5 75 5 25 62,5

2.2.3. Khado sdt anh hiong ciia 1y 1é chdt nhii hod va pha dau

Thi nghiém khao sat 3 muc ty 1& chat nhii hoa va pha dau: 1:1, 1,5:1 va 2:1. Cac yé"u t6 dugce gitr
co dinh bao gom loai chat nhii hoa Tween 80, ty 1¢ pha dau trong h¢ 1a 10%, ty 1¢ tinh dau va dau dira

la 6:4 (Bang 3).

Béng 3. Thiét ké thi nghiém khao sat anh hudng ciia ty 18 chat nhii hod va pha dau

Ty 1& chit nhii hoa va pha ddu (w/w) | Tinh dau (% w) | Déu dira (% w) | Tween 80 (% w) | Nué6c cit (% w)
1:1 10 80
1,5:1 6 4 15 75
2:1 20 70

2.2.4. Khdo sat anh hieong cia toc do khudy

Thi nghiém khéo sat nam muec tc d khuay: 600, 800, 1000, 1200, va 1400 rpm. Céc yéu t6 dugc
giir c6 dinh bao gom loai chat nhii hoa Tween 80, ty 1¢ pha dau trong h¢ 1a 10%, ty 1€ tinh dau va dau
dura 13 6:4, ty 1€ chat nhii hoa va pha dau la 1:1, ty I¢ pha nudc 1a 80%.

2.2.5. Khado sdt anh huong ciia 1y 1¢ chat nhii hod Tween 80 va lecithin

Bing 4. Thiét ké thi nghiém khao sat anh hudng ciia ty 16 Tween 80 va lecithin

Tween 80 (% w) | Lecithin (% w) | Tinh diu (% w) | Dau dira (% w) | Nudc cit (% w)
10 0
9 1
8 2
6 4 80
7 3
6 4
5 5
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Thi nghiém khao sat ty 1& chat nhii hoa Tween 80 va lecithin véi 6 muc ty 18 (% w): 10:0, 9:1, 8:2,
7:3, 6:4 va 5:5 dé tao hdn hop chét nhii hoa khac nhau. Céc yéu té dugc giir ¢d dinh bao gdm ty 1é tinh
dau va dau dira 1a 6:4 (w/w), ty 1& chat nhil hoa va pha dau 1a 1:1 (w/w), ty 1& pha dau trong tong hé nhii
tuong 1a 10% (Bang 4).

2.3. Xac dinh thanh phin hoa hoc ciia tinh dau

Thanh phan hoa hoc ciia tinh dau duge xac dinh bang phuong phép sic ky khi ghép khdi pho tir
cuc (GC-MS/MS) véi hé thong thiét bi phan tich sic ky khi (Shimazu AOC-20i plus, GCMS-
TQ8040NX), cot mao quan (TG-WAXMS, kich thude 30 m x 0,25 mm X 0,25 pm), khi mang heli.
Diéu kién thuc hién dugc cai dit nhu sau: nhiét do cot 70 °C, ché d6 tiém co chia dong, ty 1¢ chia dong
1:100, chuong trinh nhiét do 70 °C giir trong 2 phit, ting 1én 120 °C véi tdc d6 ting nhiét 2 °C/phut,
sau d6 tang 1én 230 °C véi toe d6 tang nhiét 5 °C/phut va giit trong 15 phut. Nhiét d6 ngudn ion ¢ mirc
250 °Cva nhiét do giao dién 1a 250 °C. Cac hop chét sau khi di ra khoi cot duoc dinh danh dua theo co
s& dit liéu tham khao tir Vién Tiéu chuén va Cong nghé Qudc gia Hoa Ky.

2.4. Xac dinh kich thwéc hat, chi s6 da phan tan, chi s6 zeta

Tinh chét dic trung cta hé nhii tuong nano tinh dau bao g6m kich thudc hat, chi sé da phéan tan,
va thé zeta dugc x4c dinh bang may do quang phd tan xa anh sang dong (Horiba SZ-100, HORIBA
Scientific) [10]. Mau dwoc do & diéu kién 25 °C, gbc tan xa 90° va 173°. Trude khi do, mau dugc pha
loang 50 14n véi nudce cit dé tranh hién tugng tan xa thir ca?ip.

2.5. Xac dinh hiéu suit vi bao

Hiéu suét vi bao dugc xac dinh theo phuong phap ciia Zhao va cong sy [11]. Hon hop gém tinh
dau chanh va dau dura theo ty 1¢ xac dinh duogc pha véi dung dich hexane, sau d6 do d¢ hép thu ctia hdn
hop ¢ diy budce song 200 - 320 nm bang may do quang pho (Jasco - V730, Nhat Ban) dé xac dinh do
hép thu t6i da ciia hon hop. Day ndng do cia tinh dau va dau dura & ty 16 xac dinh dwoc pha lodng véi
hexane theo murc 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 va 12 mg/mL dé dung duong chuén. V&i mau nano tinh dau, 1 g
mau duge pha v6i 5 mL hexane, sau d6 ly tim véi toc d6 3000 rpm trong 15 phut, thu 1y phan dung
dich trén bé mat dé do do héip thy, xac dinh duogc lugng dau tu do chua duge vi bao. Hiéu suét vi bao
duoc xac dinh bé‘mg cach so sanh lugng tinh dau duoc vi bao véi lugng tinh dau duoc st dung trong
cong thire tao hé nhii trong nano. Cong thirc xac dinh hiéu suét vi bao (%) nhu sau:

Téng lwong dau st dung — Lwong dau tw do trén bé mat

Hiéu suat vi bao (%) = X 100%

Téng lwong dau st dung
2.6. Xac dinh hoat tinh khang oxy hoa
2.6.1. Phuong phap DPPH

Phuong phap do hoat tinh khang oxy hoa dua vao DPPH duoc thyc hién theo Misharina [12]. Mot
day ndng d6 tinh diu cuia miu dwogc pha lodng & muc 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80 va 100 mg/mL dé dung
duong chuan. V&i mau can phan tich, 2 mL mau duoc cho vao 2 mL dung dich DPPH 0,1 mM (pha
trong ethanol tuyét d6i). Mau d6i chimg bao gom 2 mL dung dich DPPH 0,1 mM va 2 mL ethanol tuyét
d6i. Hon hop sau d6 duge 1 30 phut trong bong tdi va do do hap thu OD & budc song 517 nm bang may
do quang phé (Jasco - V730, Nhat Ban). Kha ning bét goc tw do (RSA%) dugc xéc dinh theo cong thirc:

RSA (%) _ ODgsi chitng— OPmau x 100%
ODggi chieng

Sau khi xay dung dugc dudng chuin, mau s& duoc xac dinh gia tri ICso (ndng do trc ché 50%

luong gbe tw do DPPH).

2.6.2. Phuong phap ABTS

Phuong phap do hoat tinh khang oxy hod dua vao ABTS dugc thyc hién theo Liang va cong su [13].
Dung dich ABTS 7 mM (pha trong nudc ct) duoc pha v6i dung dich K»S,05 2,45 mM (pha trong nuéc
cét) theo ti 18 1:1, sau d6 1 trong bong t6i & nhiét d6 phong trong 12-16 gid. Sau khi 1, dung dich ABTS*
duoc pha loang véi ethanol tuyét ddi sao cho do hap thu c6 gia tri 0,70 £ 0,02 ¢ budc song 734 nm. Mot
day néng do tinh diu ctia miu duoc pha loang ¢ muc 10, 20, 30, 40, 50 va 60 mg/mL dé dung dudng
chuan. V&i mau can phan tich, 0,3 mL mau duoc cho vao 3 mL dung dich ABTS. Miu ddi chimg bao
gém 3 mL dung dich ABTS va 0,3 mL ethanol tuyét d6i. Hon hop sau d6 dugc 1 6 phut trong bong t6i
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va do do hp thu OD & budc song 734 nm béng miy do quang phd (Jasco - V730, Nht Ban). Kha ning
bat goc tu do (RSA%) dugc xac dinh theo cong thire:
RSA (%) _ ODgsi ching— 0Dy x 100%
O0Dggi chirng
Sa}l khi xay dung duqc, dufmg chuén, miu s& duge xac dinh gia tri 1Csg (p@)ng do e ché 50%
lwong goc tw do ABTS*). Chat doi chung duong 1a Trolox, duoc pha thanh day nong d9 10, 15, 20, 25,
30, 35 va 40 pg/mL dé dung dudng chuan theo quy trinh tuong tu.

2.7. Phén tich va xir Iy s6 liéu

Tét ca thi nghiém trong nghién ciru déu duge lap lai ba lan, két qua dugc thé hién & dang Kkét qua
trung binh + d6 Iéch chuén. Két qua tinh toan gia tri trung binh, d6 1éch chuén, va v& dd thi duoc thuc
hién v6i phdn mém Microsoft Excel. Két qua duoc xtr Iy ANOVA dé xac dinh sy khac biét c6 nghia
v6i d6 tin cdy 95% (p < 0,05), str dung phdn mém SPSS Statistics version 20.0 (SPSS Inc., Hoa Ky).

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Thanh phin cic hop chit d& bay hoi ¢é trong tinh diu

Séc ky do cuia tinh ddu chanh khi phan tich cac thanh phan hop chit dé bay hoi bang phuong phap
sac ky khi ghép khbi phé GC-MS duoc thé hién & Hinh 2. Két qua phan tich cho thay c6 134 hop chét
duogc xac dinh trong thanh phﬁn tinh dau vé chanh. Cac hop chat dugc xac dinh dua trén thoi gian luu
va khéi phd, tham chiéu véi co s dir lidu tir Vién Tiéu chuan va Cong nghé Quéc gia.

Tc

i}

148
T
i
25429
28.1

T —— ————
300 400 500 550
min

Thoi gian luu (phut)
Hinh 2. Sic ky d6 cua tinh dau vo chanh

Thong tin & Bang 5 thé hién mot s6 thanh phan chu yéu c6 trong mau tinh dau vo chanh, trong dé
chi thé hién thong tin ctia 25 hop chat ¢ ham luong 16n hon 0,5%. Thanh phan cac hop chét dé bay hoi
¢6 trong tinh ddu vo chanh trich ly bang phuong phap chung cét 16i cuén hoi nudce chi yéu la cac
monoterpene hydrocarbon. Ngoai ra con ¢6 cac terpene alcohol va monoterpene aldehyde. Két qua phan
tich cho thay tinh dau vo chanh c6 62 hop chat véi ham lugng tir 0,05% va 25 hop chét v6i ham lugng 16n
hon 0,5%. Mot s6 thanh phan c6 ham lugng cao trong tinh dau chanh 1a D-limonene (34,95%), y-terpinene
12, 56%), L-B-pinene (7 43%), B- -myrcene (5,95%), a-pinene (4,25%), a-sabinene (3,5%). Cac hop chit
d& bay hoi c6 trong mau déu la cac hop chit dic trung cho tinh dau chi Citrus nhu limonene, y-terpinene,
B-pinene, sabinene, ... Nhiéu nghién ctru khac da thyc hién trude do ciing thé hién két qua phan tich twong
tu khi phan tich thanh phén tinh diu vo chanh, trong d6 hop cht limonene ludn chiém ham lwong cao nhét
(cao hon 30%) [7, 14]. Cac thanh phan con lai c6 sy khac biét vé& ham luong, tuy nhién cac thanh phan chi
yéu ngoai limonene bao gdm y-terpinene, p-pinene, a-pinene, citral, linalool, ...
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Bdng 5. Thanh phén cac hop chat d& bay hoi chu yéu trong tinh dau vé chanh.

STT Hop chét Thoi gian luu (phut) Ham luong (%) Phan nhom

1 a-pinene 2,754 425

2 B-pinene 3,693 7,43

3 o-sabinene 3,831 3,50

2 B-myrcene 4.446 5.95 Monoterpene hydrocarbon
5 o-terpinene 4,787 1,76

6 D-limonene 5,662 34,95

7 sabinene hydrate 5,700 1,42

8 trans-B-ocimene 6,054 0,65

9 y-terpinene 6,479 12,56

10 B-ocimene 6.554 0.72 Monoterpene hydrocarbon
11 o-cymene 7,007 1,69

12 (+)-4-carene 7,320 2,16

13 octanal 7,534 0,76 Aldehyde

14 citronellal 14,851 1,80 Monoterpene aldehyde
15 decanal 15,702 0,55 Aldehyde

16 linalool 18,261 0,83 Terpene alcohol

17 cis-o-bergamotene 19,618 1,26 Sesquiterpene hydrocarbon
18 caryophyllene 19,880 1,73 Sesquiterpene hydrocarbon
19 terpinen-4-ol 20,605 1,43 Oxygenated monoterpene
20 -copaen-4a-ol 25,429 1,31 Terpene alcohol
21 a-terpineol 25,559 2,12 Terpene alcohol

22 [-bisabolene 26,801 2,12 Sesquiterpene hydrocarbon
23 a-citral 27,259 0,57 Monoterpene aldehyde
24 a-famesene 28,179 1,46 Sesquiterpene hydrocarbon
25 citronellol 29,090 0,62 Terpene alcohol

* Két qua chi mang tinh dinh lwong so' bj, chiea phdn dnh bién dong tir nhién trong tinh dau Citrus limonia

3.2. Pi¢u kién tao hé nhii twong nano tinh diu

3.2.1. Anh hwong cia ty 1é tinh dau va dau mang

Trong nghién ctu nay, dau dira duoc st dung lam diu mang, c6 vai tro hoa tan tinh dau chanh va
1am chét rc ché qua trinh két ty Ostwald (Ostwald ripening) trong hé nhil twong. Hién tugng| két tu Ostwald
xay ra do sy di chuyen ctia tinh dau tir cac giot nho (noi ¢ 4p suét Laplace cao hon) dén gin vao cac giot
16n hon (noi c6 ap suat Laplace thip hon), sau d6 hop giot lai lam hinh thanh cac giot 16n, hé qua 14 lam
tang kich thude hat, tham chi xuét hién su tach 16p cta hé nhii twong nano [15]. Ngoai ra dau mang con
gitp ting do nhét ctia hé, tir d6 1am cham tde d6 di chuyén cia cac giot trong pha phén tan két tu va hop
giot véi nhau. Dau dira duoc sir dung két hop véi tinh dau ¢ cac ty 16 1a 0:10, 2:8, 4:6, 5:5, 6:4, 8:2. Két
qua vé kich thuéc hat, chi s6 da phan tan (PDI), va thé zeta dugc trinh bay trong Bang 6.

Bdng 6. Két qua khao sat anh hudng cua ty 18 tinh ddu va dau dira

Ty 16 tinh dau va dau dira (w/w) Kich thudc hat (nm) PDI Thé zeta (mV)
2:8 189,73 + 8,812 0,440 + 0,040° 27,7 +1,85¢
4:6 137,40 + 3,72° 0,414 £ 0,035 35,7 +1,51°
5:5 45,67 +1,97¢ 0,430 + 0,027° 422 +1,71
6:4 23,93 +0,25¢ 0,220 + 0,016¢ 44,1 + 1,04
8:2 32,40 +0,78¢ 0,584 + 0,028° 3744140
10:0 Tach 16p

*S4 liéu theo sau boi cac ky tu a, b, ¢ khac nhau & ciing mot cot thé hién si khac biét 6 nghia (p < 0,05).
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Két qua khao sat cho thay kich thudc hat co xu huéng giam dan khi ty 1¢ tinh diu va dau dira ting
tir muc 2:8 dén muc 6:4, sau d6 tiép tuc tang 1én khi ty 16 tinh diu va dau dira ting 1én mirc 8:2. O ba muc
ty 1& tinh diu va dau dira 14 5:5, 6:4, va 8:2 kich thudc hat hinh thanh nho hon 100 nm (45,67 + 1,97 nm,
23,93 £ 0,25 nm, va 32,4 + 0,78 nm), cac mau con lai cho kich thudc hat 16n hon 130 nm. Mau nhil twong
nano tinh dau véi ty 16 tinh diu va dau dira 6:4 cho kich thu6c hat nhé nhét (23,93 + 0,25 nm).

Vi chi s6 PDI, xu hudng ciing tuong tu kich thudc hat, tuy nhién ¢ mirc ty 1¢ tinh dau: dau dira
2:8,4:6, 5:5 c6 két qua khong thé hién sy khac biét c6 nghia vé mit thong ké. O mirc ty 1¢ tinh dau: dau
dira 6:4, chi s6 PDI dat mirc nho nhét (0,22 + 0,016), sau do6 tang 1én 0,58 + 0,028 khi muc ty 1¢ tinh
dau: ddu dira & mic 8:2. Pidu nay cho thiy murc ty 18 tinh diu va dau dira ciing ¢6 anh hudng dén chi
s6 PDI. Xu hudng nay c6 thé duoc giai thich 1a do su c6 mit cta diu dira da gitp hoa tan phan tinh dau,
gitp tinh diu phan tan 6n dinh trong hé nhii twong, ngan hién tugng két tu Ostwald, tir d6 giup giam
kich thu6c hat. Tuy nhién, dau dira hay bat ky loai diu mang nao ciing can dwoc sir dung véi ty 16 phu
hop, phu thudc vao tinh chit cia tinh dau va dau mang [16].

Gié tri thé zeta cho thdy d6 16n cua dién tich & 16p bao xung quanh cua giot pha phan tan, thé hién
kha nang tao luc déy tinh dién gitra cac giot, do do co thé duoc sir dung dé danh gia tinh on dinh coa hé
nhil trong nano tinh dau theo thoi gian. V&i gia tri thé zeta 16n, dién tich gitta cac giot ¢ thé tao luc
déy tinh dién 16n hon lyc hut tinh dién trong hé nhii trong nano, nho doé cac giot dugc giir khoang cach
khong qué gan nhau, tranh hién tuong két tu hodc hop giot. Két qua khao sat cho thiy thé zeta ciia mau
nhil trong nano tinh dau véi ty 16 tinh ddu va dau dura 14 2:8 ¢6 gia tri 4m thap nhét (-27,73 + 1,85 mV),
trong khi d6 vai cac muce ty 1¢ 4:6, 5:5, 6:4 va 8:2, thé zeta co gia tri am 16n hon -30 mV, cho théy cac
mau nhii twong c¢6 d6 on dinh tuong ddi t6t. Mau nhil twong o ty 1¢ tinh dau: du dira 5:5 va 6:4 cho
gia tri thé zeta tot nhat va co su khac biét co nghia vé mat théng ké so v&i ba mau con lai (-42,2 + 1,71
mV va -44,1 £ 1,04 mV). Hai mau nhil twong véi ty 1¢ tinh dau: dau dira 5:5 va 6:4 cho gia tri thé zeta
khong c6 su khac biét c6 nghia vé mat théng ké, tuy nhién mau nhii tvong véi ty 18 6:4 cho kich thudc
hat va chi s6 da phan tan nho hon, do d6 ty 1¢ tinh dau va dau dira 6:4 phi hop hon ddi véi hé nhii twong
nano tinh dau chanh. Do d6, mau nhii trong nano véi ty 1¢ tinh dau va dau dira 6:4 dugc giir ¢6 dinh va
sir dung d¢ tiép tuc khao sat cac yéu td tiép theo.

3.2.2. Anh hwong cia ty 1é pha dau trong tong hé nhii tiwong

Trong thi nghiém nay, Tween 80 dugc sir dung 1am chét nhii hod, ty 1¢ cht nhii hod va pha dau
2:1, pha déu’(gém tinh dau chanh va dé}l dira vai ty 1€ 6:4) dugc t}lay doi ¢ 4 muc ty 1€ 5%, 7,5%, 10%
val2,5%. Két qua kich thudc hat, chi s0 da phan tan (PDI), va thé zeta dugc trinh bay trong Bang 7.

Bdng 7. Két qua khao sat anh hudng cua ty 18 pha dau trong téng hé nano

Ty 18 pha déu (%) Kich thuéc hat (nm) PDI Thé zeta (mV)
5,0 23,93 +0,25¢ 0,220 +0,016¢ 44,1 +1,04°
7,5 29,33 +£0,47b 0,362 +0,011° -51,0 + 0,76
10,0 23,00 +0,10° 0,141 +0,007¢ -36,3 +0,87¢
12,5 42,73 2,06 0,441 +0,021° -40,1 + 1,47¢

*S4 lidu theo sau boi cac ky tu a, b, ¢ khac nhau & ciing mot cot thé hién si khac biét co nghia (p < 0,05).

Két qua cho thiy & ca 4 miu véi cac mirc ty 16 pha dau trong tong hé nano khac nhau déu tao
thanh hé nano dat kich thuéc dudi 50 nm. Khi ty 16 pha dau trong tong hé nano ting tir 5% 1én 7,5% thi
kich thudc hat tang tir 23,93 £ 0,25 nm 1én 29,33 + 0,47 nm. Khi tiép tuc tang ty 1€ pha du 18n 10% thi
kich thu6c hat lai giam xubng 23,00 + 0,10 nm, sau d6 lai ting 1én 42,73 + 2,06 nm khi ty 1& pha dau
tang 1én 12,5%. Nhu véy, 6 ty 1¢ pha dau 5% va 10%, hé nhii trong c6 kich thudc hat nho nhét, va giira
hai ty 1& nay ciing khong c6 su khac biét c6 nghia vé mit thong ké. Chi sé PDI ciing c6 xu huéng twong
tu kich thudce hat. Chi s6 PDI tang tir 0,224 £ 0,016 1én 0,362 + 0,011 khi ty 1¢ pha dau tang tr 5% 1én
7,5%, sau d6 giam xudng 0,141 =+ 0,007 khi ty 1 pha dau tang 1én 10%. Khi ty 1¢ pha dau ting lén
12,5%, chi s6 PDI tang lén 0,441 + 0,021. O méu nhii tuong voi ty 1¢ pha déu 5% va 10%, chi sb PDI
& mirc thap, cho thay kich thudc hat c6 khoang phéan bd hep, trong khi véi mau nhii twong v&i ty 1¢ pha
dau 7,5% va 12,5%, kich thudc hat c6 khoang phan bd tuong ddi rong.

Véi thé zeta, ca 4 mau nhii twong nano c6 ty 1é pha dau 5%, 7,5%, 10%, 12,5% c6 gia tri am lQn
hon -30 mV (lan Iugt 1a -44,1 £ 1,04 mV, -51,0 +£ 0,76 mV, -36 + 0,87 mV, -40,1 £ 1,47 mV), cho thay
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hé c6 do bén cao. V6i mau nhi twong ¢6 ty 1¢ pha déu 10%, gia tri thé zeta & mirc am thép nhét, tuy
nhién, gi tri thé zeta nay van dam bao hé c6 d6 bén t6t. Nghién ctru trude day cho thiy nong do pha
dau trong hé nhil tuvong tang 1én ¢6 thé dan dén sy giam gia tri thé zeta do mat d6 cac giot dau cao ¢
thé che 1ap 1dn nhau, lam anh huong dén kha ning cac chit nhii hoa hap phu 1én bé mit cta giot [17].

Vi muyc dich tang téi da lugng tinh dau c6 trong hé nhii twong, mau nhii trong nano vdéi ty 16 pha dau
10% dugc lya chon 14 mirc ty 1¢ phii hop nhat, twong duong véi ham lugng tinh du chanh c6 trong hé
13 6%. Do d6, mirc ty 1¢ pha dau 10% duoc Iua chon giit cd dinh dé thuc hién thi nghiém tiép theo.

3.2.3. Anh hwong ciia ty 1é chdt nhii hod va pha ddu

Trong thi nghiém nay, Tween 80 dugc sir dung 1am chét nhii ho trong quy trinh tao hé nhii trong
nano tinh dau chanh. Pha dau dugc giit ¢ dinh & mtic 10%, chat nhii hod duoc thay ddi vai ty 16 1:1,
1,5:1 va 2:1 so véi pha dau. Két qua cho thay hé nhil twong tinh dau chanh v&i ham luong chét nhii hoa
bang ham lugng diu c6 trang thai tring duc. Khi lwong chét nhii hoa ting 1én gap 1,5 1an lugng dau, hé
bat dau trong hon. Khi tiép tuc ting lugng chét nhii hod 1én gap 2 1an lugng dau, hé¢ méi dat trang thai
trong md. Nhin chung ca 3 miu déu c6 trang thai 6n dinh, khong c6 hién twong tach 16p. Két qua xéac
dinh kich thudc hat, chi sé da phan tan (PDI), va thé zeta dwoc trinh bay trong Bang 8.

Bdng 8. Két qua khao sat anh hudng cua ty 18 chit nhii hoa va pha diu

Ty 18 chét nhii hod va pha dau (w/w) Kich thu6c hat (nm) PDI Thé zeta (mV)
1:1 135,57 +1,51° 0,292 + 0,052° -38,0 + 0,90

1,5:1 99,47 +0,47% 0,362 £0,011° -39,4 +2,06°

2:1 23,00 £ 0,10° 0,141 + 0,007¢ 36,3 +0,87°

*S§ 1iéu theo sau boi cac ky tu a, b, ¢ khac nhau & cung mot cdt thé hién sy khac biét co nghia (p < 0,05).

Két qua khao sat cho thay kich thudc hat 6 xu hudng giam dan tir 135,57 + 1,51 nm xudng
23,00 + 0,10 nm khi lugng chat nhii hoa ting tir ty 18 1:1 1én 2:1 so véi pha dau. Chi s6 PDI ctia mau nhii
tuong véi ty 18 chét nhil hoa va pha dau 2:1 thip hon mau véi ty 1¢ chit nhii hoa va pha dau 1:1, tuy nhién
ca hai mau déu c6 gia tri < 0,3, cho thay kich thudc hat c6 khoang phan bd hep. Trong khi 6, chi s6 PDI
clia mau nhil twong vai ty 1¢ chat nhii hoa va pha dau 1,5:1 ¢6 chi s6 PDI 1én dén 0,362 + 0,011, cho thiy
mau nhii trong c6 khoang phan bd kich thudc hat tuong ddi rong. Két qua cho thiy ty 1¢ chét nhii hoa
¢6 anh huong dén kha nang tao hé nhii twong nano. Chat nhii hoa c6 vai trd hap phu 1én bé mat lién pha,
bao phu cac giot dau lam giam stc cing bé mat cta hai pha, gitip cac giot dau phén tan tét hon trong hé
nhii twong. Chat nhii hoa c6 thé ngin chin hién tuong két tu va hop giot lam anh huéng dén tinh 6n
dinh va do bén caa hé nhil twong [18]. Luong chét nhil ho4 can phai dat murc do nhét dinh so véi luong
dau c6 trong hé dé co thé thyc hién tét vai tro nhii ho. Luong chat nhii hoa qué it s& khong du dé bao
phu céac giot dau, ciing nhu khong du dé lam giam stc cing bé mat, tir d6 hé nhil twong hinh thanh s&
¢6 kich thude hat 16n. Tuy nhién, néu lwong chit nhii hoa qua nhiéu c6 thé d& xay ra hién twong cac
phan tir chat nhii hod tu lai véi nhau, 1am giam kha nang bao phu cua chit nhii ho 1én céc giot dau [10].

V6i thé zeta, ca 3 miu déu cho két qua d6 4m 16n hon -30 mV, ching t6 mau c6 kha ning day
tinh dién giita cac hat & muc t6t, hé co thé giit do bén theo thdi gian. Trong d6, mau nhil twong véi ty 18
chét nhii hod va pha dau 2:1 cho két qua thé zeta thip hon hai mu con lai (-36,3 + 0,87 mV so v6i -
38,0 £ 0,91 mV va -39,4 + 2,06 mV), tuy nhién giita mau véi ty 1& 2:1 va ty 1& 1:1 cling nhu mau véi ty
& 1:1 va mau 1,5:1 khong c6 su khac biét co y nghia vé mit thdng ké. Mic du céc chi tiéu chat luong
ctia mau 6 ty 1¢ 1:1 khong tdt bang mAu nhi twong nano vdi ty 1€ 2:1 nhung lai giam dugc 50% luong
chat nhii hoa téng hop sir dung, nh¢ do tang tinh an toan cho mau nano nhi twong khi tmg dyng vao
thuc pham. Do d6, ty 1é cht nhii hoa va pha dau 1:1 duoc giit ¢6 dinh dé khao sat cac yéu to tiép theo.

3.2.4. Anh hwong cua téc do khudy

Trong thi nghiém nay, Tween 80 dugc str dung 1am chat nhii hod trong quy trinh tao hé nhii trong
nano tinh dau chanh. Pha dau dugc gilt ¢b dinh & muc 10%, ty 1€ tinh dau va dau dira 6:4, ty 1& chét nhii
hoa va pha dau 1:1. Téc d6 khudy dugc thay doi trong khoang 600 - 1400 rpm. Két qua xac dinh kich
thudc hat, chi sb da phan tan (PDI), va thé zeta duoc trinh bay trong Béang 9.
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Bdng 9. Két qua khao sat anh hudng cua toc do khudy

Téc do khudy (rpm) Kich thuéc hat (nm) PDI Thé zeta (mV)
600 135,57 + 1,512 0,292 & 0,052 -38,0 £0,91°
800 129,50 + 1,130 0,326 £ 0,012 37,2 £0,28°
1000 128,35 + 1,63° 0,245 + 0,04° -36,3 £0,78°
1200 121,25 £0,21¢ 0,275 +0,01° -38,5 +£2,00°
1400 120,40 + 1,13¢ 0,274 +0,02° 38,1+ 0,92

*S4 1iéu theo sau boi cac ky tu a, b, ¢ khac nhau & cung mot cdt thé hién sy khac biét co nghia (p < 0,05).

Theo két qua dat dwoc, kich thude hat ¢6 xu huéng giam tir 135,57 + 1,51 nm xubng 120,40 +
1,13 nm khi té¢ do khudy ting tir 600 rpm 1én 1400 rpm. Khi tdc d6 khudy tang tir 600 rpm 1én 800 rpm,
kich thu6c hat giam tir 135,57 + 1,51 nm xudng 129,5 + 1,13 nm. Khi tiép tuc tang téc d6 khudy 1én 1000
rpm, kich thudc hat giam nhe, tuy nhién két qua khong c6 sy khéac biét c6 nghia vé mat thong ké. Khi toc
d6 khudy tang 1én 1200 rpm, kich thuéc hat giam xudng 121,25 + 0,21 nm va khong c6 su khac biét co
nghia vé mat thong ké so voi mau ¢ toc do khudy 1400 rpm. Véi chi sé da phan tan, khi thay doi tbc do
khuay tir 600 rpm 1én 1400 rpm, chi s6 PDI giam tir 0,292 + 0,05 xudng 0,274 + 0,02, tuy nhién su khac
biét nay khong c6 y nghia vé mit thong ké. Nhin chung, sy thay ddi toc d6 khudy khong lam anh huong
nhiéu dén chi s6 PDI ctia mau nano nhii twong. Chi s6 PDI ctia da s6 cac mau déu & mirc thap hon 0,3 (trir
mau ¢ téc d khudy 800 rpm) cho thdy mau c6 khoang phan b kich thudc hat hep.

Qué trinh khudy gitap dong nhit cac thanh phan trong hé nano nhii twong, phéan tan pha dau va
chat nhii hoa vao pha nudc. Tdc do khudy qua thap cé thé dan dén sy ddng nhat mau khong hoan toan,
¢6 su phan tach giira pha dau va pha nudc, hodc hién tuwgng chat nhii hoa bi vén, dinh 1én thanh cbc
chtra mau va dung cu khudy. Nguoc lai, tc d6 khudy qua cao c6 thé lam thanh phan tinh dau bi ving
1én thanh cta cdc chira mau, gy that thoat tinh dau, anh huong dén chét luong cua h¢ nano nhi tuong
tao thanh. Ngoai ra, khudy o toc do qua cao con cé thé 1am ting nhiét 6 cua mau, tiéu tén nhleu nang
luong. Toc do khuay vira du c6 thé tao ra hé nano nhii twong c6 kich thuéc nhu mong mudn, néu tiép
tuc tang tc do khudy c6 thé dan dén hién twong hop giot do céc giot méi tao thanh bi khudy trén manh,
tang kha nang va cham va két lai voi nhau. Trong qua trinh tao hé nhii twong, chit nhii hoa ciing can
mot khoang thoi gian dé c6 thé phan tan, bao boc, va 6n dinh hé nhil tuong. Khi tde do khqu ting dan
dén cac giot bi két tu va hop giot trude khi dugce chét nhil hoé bao boc, tir d6 hé nhil tuwong co thé kém
bén va bi tach 16p. Do d6 viéc khao sat va lwa chon tdc d khudy phit hop 13 vo cing can thiét dé dam
bao quy trinh c6 thé tao ra mau nano nhil twong dat kich thugc hat nho, phan tan dong déu, dong thoi
dam bao han ché that thoat trong qué trinh tao nano. Nghién ciru cia Akram va cong su [19] vé quy
trinh tao nano nhi twong bang phuong phéap ning luong thap cho thiy viéc ting tdc do khudy tir 100 -
500 rpm d lam giam kich thudc hat tir 270 nm xudng 210 nm, chi s6 PDI tir 0,35 xuéng 0,1. Khi tiép
tuc tang téc do khudy 1én 700 rpm thi kich thudc hat bi ting tro lai, chi sé PDI khong c6 su thay dbi
dang ké. Mot nghién ctru khac duge thyc hién voi mau nano tinh dau bac ha tao thanh bang phuong
phap nang luong thap, khi ting toc do khuay tr 500 rpm 1€n 900 rpm thi kich thudc hat giadm tr 112 nm
xudng 41 nm, tuy nhién thoi gian khudy trong thi nghiém ctia nghién ctru nay 1én dén 3 gio [20].

Két qua cho thiy thé zeta dao dong trong khoang tir -36,3 + 0,78 mV dén -38,1 £ 0,92 mV va
khong ¢6 su khac biét c6 ¥ nghia vé mit thong ké khi toc do khudy thay doi tir 600 rpm dén 1400 rpm.
Gia tri thé zeta ctia cac mau ciing ¢ gid tri m 16n hon -30 mV cho thdy cac mau nano c6 lyc day tinh
dién tdt, co thé giir d6 on dinh cua hé. Tir két qua cia nghién ctru ¢6 thé thay kich thudc hat bi anh
hudng nhiéu boi tbe do khudy trong qua trinh tao hé nano nhil twong tinh dau chanh, trong khi thé zeta
gn nhu khong bi anh huéng. Thi nghiém cho thy tdc d6 khudy & mirc 1200 rpm 1a phu hop va duoc
lwa chon dé thuc hién thi nghiém tiép theo.

3.2.5. Anh hwong cia ty 1é chat nhii hod Tween 80 va lecithin

Trong thi nghiém nay, hdn hop Tween 80 va lecithin dugc sir dung lam chat nhii ho4 trong quy
trinh tao hé nhil trong nano tinh dau chanh. Pha dau duogc giir ¢ dinh & mtc 10%, ty 1é tinh dau va dau
dira 6 4, ty 1& chét nhil ho4 va pha dau 1:1, téc d6 khudy 1200 rpm. Ty 1& Tween 80 va lecithin duogc
thay ddi theo mirc 10:0 dén 5:5. Két qua xac dinh kich thudc hat, chi s6 da phan tan (PDI), va thé zeta
dugc trinh bay trong Bdng 10. Két qua thi nghiém cho thiy khi chat nhii hoa chi c6 Tween 80 (ty 1&
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Tween 80 va lecithin 10:0), kich thudc hat ¢ gid tri 121,25 + 0,21 nm. Khi ty 1& nay thay d6i & mirc
9:1, kich thude hat giam xuong 116,4 + 0,57 nm, tuy nhién sy khac biét nay khong coy nghia vé mit thong
ke. Khl ty 1¢ Tween 80 va lecithin thay d6i sang mirc 8:2, kich thudc hat giam xudng mirc thip nhét, dat
gia tri 76,79 £ 1,25 nm. Khi tiép tuc giam lugng Tween 80 va tang luong lecithin (twong mg mirc ty 1¢
7:3, 6:4, 5:5), kich thudce hat ting 1én 181,7 + 3,82 nm, 194,9 + 3,39 nm, va 210,95 + 6,01 nm.

Bang 10. Két qua khao sat anh hudng ciia ty 18 Tween 80 va lecithin

Ty 1& Tween 80 va lecithin (w/w) | Kich thuéc hat (nm) PDI Thé zeta (mV) | Chisd HLB
10:0 121,25 +0,21¢ 0,275 +0,001¢ -38,5 +2,00¢ 15
9:1 116,40 + 0,57¢ 0,279 + 0,003¢ 47,3 + 0,40 14,2 -14,3
8:2 76,79 +£1,25° 0,316 0,003 | -50,8+1,75¢ 13,4-13,6
7:3 181,7 £ 3,82° 0,361 +0,018* | -56,3+1,61° 12,6 - 12,9
6:4 194,9 +3,39° 0,381 +0,052° -62,4+2,15 11,8-12,2
5:5 210,95 = 6,01° 0,447 +0,027° -66,3 £ 0,282 11-11,5

*S4 1iéu theo sau boi cac ky tu a, b, ¢ khac nhau ¢ cung mot cdt thé hién su khac biét co nghia (p < 0,05).

Chi s6 PDI ¢6 xu hudng ting dan tir 0,275 + 0,001 dén 0,447 + 0,027 khi ty 16 Tween 80 va lecithin
thay ddi tir 10:0 dén 5:5. MAu nano nhii twong & ty 18 10:0 va 9:1 ¢6 chi s6 PDI thdp hon 0,3, cho thiy
mau c6 khoang phan bd kich thudc hat hep. Trong khi d6, 4 mau con lai cho gié tri chi s6 PDI cao hon
0,3, thé hién khoang phan bd kich thude twong ddi rong. Nhu véy, qua trinh phdi tron Tween 80 va
lecithin da lam thay d6i chi s6 HLB ctia hdn hop chat nhii hoa. Chi sé HLB c¢6 gié tri tir 0-20, cho biét
ty 1¢ thanh phan nhém wa nudce va nhém ky nude c6 trong chat nhii hoa. Chat nhii hoa c6 chi s6 HLB
tir 8-18 s& thich hop dung cho hé nhii twong dau/nude (O/W), trong khi chét nhii hoa c6 chi s6 HLB
thap hon 8 s& thich hop dung cho hé nhii twong nudce/dau (W/O). Tween 80 ¢ chi s HLB 1a 15, lecithin
dau nanh c6 chi s HLB nam trong khoang 7-8. Khi két hop theo ty 1¢ Tween 80 va lecithin 10:0 dén
5:5, chi s6 HLB cua hé chat nhil hoa s& thay doi trong khoang 11-11,5 dén 15. Mdi hé nhii twong s& can
chit nhil hoa v&i chi s6 HLB khac nhau dé dam bao hoat dong cua chét nhil hoé dat murc tot nhét. Theo
mot s& nghién ctru, chit nhii hoa c6 chi sé HLB khoang 12-13 thuong cho hé nhii twong dau/nude (O/W)
c6 d6 bén t6t nhét [21]. Trong nghién ctru nay, ty 16 Tween 80 va lecithin 1a 8:2 cho két qua vé kich
thudc hat nho nhét, chi s PDI ¢ muc trung binh. O ty 1& nay, chi s6 HLB ciia hdn hop chit nhii hoa
nam trong khoang 13,4 - 13.6.

V&i hé chat nhii hoa Tween 80 va lecithin, khi luvong Tween 80 giam va lugng lecithin tang thi d6
4m cua thé zeta ciing tang dan tir -38,5 + 2,00 mV 1én -66,3 + 0,28 mV. O mirc ty 16 9:1 va 8:2, sy thay
dbi gia tri thé zeta khong c6 ¥ nghia vé mat thong ké. Nhu vay, viée st dung két hop Tween 80 véi
lecithin d lam giam 20% luong chét nhil hoa tong hop sir dung, tir d6 ting tinh an toan cho mau nano
nhil trong. Thém vao do, lecithin ciing 12 hop chét tot cho sirc khoé cua ngudi sir dung. Két qua thi
nghiém chimg minh rang sir dung két hop Tween 80 va lecithin 1a hoan toan kha thi, c6 tiém nang tng
dung trong quy trinh tao hé nano nhii twong tinh du chanh.

3.3. Hiéu suit vi bao ciia h¢ nano nhii twong tinh dau

Hiéu suét vi bao cta hé nano nhii twong tinh dau chanh st dung chat nhii hoa Tween 80 hoic sir
dung két hop hé chét nhii hoa Tween 80 va lecithin véi ty 1€ 8:2 dugc xac dinh dé danh gia kha nang
bao boc tinh dau ciia hé nano (Hinh 3). Hon hop tinh dau chanh va dau dira ¢ ty 1é 6:4 dugc pha lodng
v6i hexane va xac dinh do hép thu t6i da. Theo két qua thi nghiém, d6 hép thu tdi da ciia mau duoc thé
hién & bude song 259 nm.

Hiéu suét vi bao ctia cac hé nano nhii twong tinh dau trong nghién ciru nay dat mirc 78,92 +0,59%
va 83,82 + 0,06%, twong tng vai viée st dung chét nhii hoa Tween 80 va hé chét nhii hoa Tween 80 va
lecithin ¢ ty 1& 8:2. Trong nghién ctru ciia Madhi va cong sy, hiéu suit vi bao tinh dau quyt trong hé
nano nhii trong str dung cac chit nhii hoa khic nhau nam trong khoang tir 36,29 + 2,90 dén 92,08 +
6,45% [22]. Mot nghién ctru khac véi tinh dau sa cho thay hi¢u suat vi bao ctia hé nhii twong nano tinh
dau dat 41 - 60% khi st dung chét nhii hoa Tween 20/80 va sodium dodecyl sulphate [23]. Nghién ctru
clia Hassanzadeh va cong sy thuc hién v6i mau nano nhii twong chira 10% tinh dau toi c6 higu suat vi
bao 86,33 £ 1,25% [24].
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Hinh 3. Hiéu sut vi bao cla hé nano nhii tuong tinh dAu chanh sir dung chit nhil hoa Tween 80
) va hé chat nhii hod Tween 80 va ,lecithin voity 1€ 8:2.
*S6 liéu theo sau boi cac ky tw a, b, ¢ khac nhau thé hién su khac biét co y nghia (p < 0,05).

Hiéu sut vi bao ¢ su khac biét giira cac nghién ciru do thong sb nay c6 thé bi anh huong boi
nhiéu yéu té khac nhau nhu ban chit ctia cac thanh phén trong hé nano nhil tuvong, tinh chat ciia chat
nhii hod, phuong phép tao nano nhil twong, diéu kién vé ty 1 thanh phan, thong s0 ky thuét,... Nhin
chung, hiéu sut vi bao ciia phuong phép diém déo pha & nghién ctru nay nim & mirc cao, c6 thé dam
bao lugng tinh dau duoc bao boc trong h¢ dat mc cao ddi v6i hé nhil twong nano co ty 1¢ pha dau trong
thanh phan cao va duoc tao thanh bang phuong phap ning luong thip.

3.4. Hoat tinh khang oxy ho ciia hé nhii twong nano tinh diu

Mau nano nhii twong tinh dau chanh & diéu kién ty 1€ tinh déu va dau mang 6:4, ty 1€ pha dau 10%,
ty 1¢ pha dau va chat nhii hoa 1:1, tc d6 khuay 1200 rpm, ty 1¢ chat nhil hoa Tween 80 va lecithin 8:2
duge chon 13 mau tdt nht véi kich thuée hat 76,79 + 1,25 nm, chi $6 PDI 0,316 = 0,003, va thé zeta -
50,8 + 1,75 mV. Mau nano nhii trong & diéu kién nay dugc xac dinh hoat tinh khang oxy hoa theo cac
phuong phap DPPH va ABTS. Két qua thé hién hoat tinh khéng oxy hoé cia mau tinh diu va mau nano
nhil twong tinh dau dugc thé hién & Hinh 4. Déi voi géc tu do DPPH, mau tinh dau chanh (EO) va nano
nhil tvong tinh dau chanh (N-EO) cho két qua ICso lan luot 1a 32,63 + 0,02 mg/mL va 33,51 + 1,11
mg/mL, va sy khac biét nay khong c6 y nghia vé mit thong ké. Diéu ndy cho thay tinh dau nam trong
hé nhil twong nano van giit nguyén dugc hoat tinh khéang oxy hoa so v&i mau tinh dau nguyén chét. Chat
dbi chig Trolox co gia tri ICso 1a 0,0026 + 0,00003 mg/mL, gia tri ICso cang thp chung t6 kha ning
khang oxy hoa cia mau cang tot. D6i v6i gbc ABTS*, miu tinh dau chanh cho két qua ICso 1a 45,67 +
0,58 mg/mL, trong khi d6 mau nano nhi twrong tinh dau cho két qua ICso 13 29,00 + 0,36 mg/mL. Két
qua nay cho thdy mau nano nhil trong tinh dau ¢ hoat tinh khang oxy hoa tot hon. Piéu nay c6 thé
dugc giai thich do ABTS 1a gbc tan trong nudc nén dé tuong tac v6i hé nano nhil twong tinh dau hon so
v6i tinh dau nguyén chat. Chét d6i chimg Trolox c6 gia tri ICso 14 0,027 + 0,0005 mg/mL, cao gip 10
lan gié tri ICsp & phuong phap DPPH, cho thiy Trolox thé hién hoat tinh khang gdc tu do DPPH tét hon
nhiéu so véi ABTS*. Nhu vay, sau khi tao h¢ nhii tuong nano tinh dau, kha nang khang géc tu do DPPH
ctia hé khong c6 su thay ddi dang ké, trong khi kha ning khang gbc ABTS* duoc ting 1én. Didu nay
cho thiy ring hé nano nhil tuong tinh dau c6 thé bao vé tét phan tinh dau nim trong hé, do d6 gitr
nguyén dugc kha niang khang oxy ho cia tinh ddu. Xu huéng twong ti dugc thé hién qua nghién ciru
ctia Liu va cong sy (2022) v6i tinh dau chanh, két qua cho thdy mAu nano nhii tvong tinh dau c6 kha
ning khang oxy hoa cao gip 6,59 1an miu tinh diu & phuwong phap DPPH, trong khi véi phuong phap
ABTS, miu tinh du va nano nhii tvong tinh dau khong c6 su khac biét vé kha nang khang oxy hoa
[14]. Nghién ctru cua Lou va cong su (2017) cho thiy mau tinh diu chanh yén c6 hoat tinh khang oxy
hoa thép hon 1,63 lan so vOi mau nano nhil twong tinh dau [25]. Kich thudc hat giam co6 the gop phan
lam tang dién tich tiép xtc giita tinh dau véi cac gde tu do, tir 6 cai thién kha nang bat gbe ty do, dam
bao hoat tinh khang oxy hoa cua h¢ nano nhii tuong tinh dﬁu. Tinh diu ndm trong hé nano nhii tuong
dugc bao vé tot hon, it bi anh huong boi cac yéu té moi truong nhu khong khi, anh sang,... nén khong
bi suy giam hoat tinh khang oxy hoa. Bén canh d6, trong thanh phan ciia hé nhil twong nano & nghién
clru ndy con co chira dau dira va chat nhii hod lecithin, day ciing 1a hop chét dugc cho 1a ¢6 kha ning
khang oxy hoa [26].
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4. KET LUAN

Mau tinh diu v6 chanh (Citrus limonia Osbeck) c6 chita 134 hop chat d& bay hoi, véi 62 hop chit
¢6 ham lugng bang hoidc 16n hon 0,05% va 25 hop chit ¢6 ham lugng 16n hon 0,5%. Nghién ctru da
khao sat anh huong cia cac diéu kién tao hé nhii twong nano tinh dau vo chanh (Citrus limonia Osbeck)
bang phuong phap diém dao pha dén céc dic tinh vat Iy va kha ning khang ooxy hoa. Két qua cho thay
cac yeu t6 nhu ty 1 tinh dau va dau dtra, ty 1¢ pha dau, ty 1& chat nhii hoa va téc do khudy déu anh huong
dang ké dén kich thudc hat, chi s6 phan bo kich thude (PDI) va thé zeta ciia hé nano. Hé nano nhii tuong
¢6 ty 1¢ tinh dau va dau dira 6:4, ty 1é pha dau trong tong hé 10%, ty 1¢ chat nhii hod va pha dau 1:1, toc
d6 khudy 13 1200 rpm, ty 1& chét nhii hoa Tween 80 va lecithin 8:2 tao ra kich thudc hat trung binh 76,79
nm, chi s6 PDI 0,316 + 0,003, va thé zeta -50,8 + 1,75 mV, hiéu suat vi bao dat 83,82%. Hoat tinh khang
oxy hoa cua hé dugc danh gia qua chi sb ICso trong hai phwong phap DPPH va ABTS. Két qué cho thiy
hé nano nhil twong tinh dau duy tri dugc hoat tinh so v&i tinh ddu nguyén chét (ICso DPPH gan tuong
duong), v c6 cai thién dang ké trong hé ABTS cho thiy kha niang bét gbc ti do hiéu qua hon trong moi
truong nuée. Tuy nhién, nghién ctru chua danh gia do 6n dinh theo thoi gian va khéao sat kha ning tng
dung trong mé hinh thyc pham thyc té. Cac khao sat tiép theo can tap trung vao danh gia do bén hé, kha
ning khang khuan va thir nghiém trén san pham thyc phdm nham xéc 1ap tiém niang ung dung cta hé
nano nhii twong nay nhu mot chat bao quan c¢6 ngudn gdc tw nhién.

Loi cam on: Nghién ciru ndy dugc tai trg bi Pai hoc Quoc Gia Thanh phd Ho Chi Minh (VNU-HCM)
cho d& tai ma s6 B2023-20-11.
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ABSTRACT

EFFECT OF ENCAPSULATION CONDITIONS ON CHARACTERISTICS AND
ANTIOXIDANT CAPACITY OF NANO EMULSIONS OF LIME ESSENTIAL OIL
(Citrus limonia Osbeck) USING THE EMULSION INVERSION POINT METHOD

Ngo Kim Ngan'?3, Phan Ngoc Hoa?, Nguyen Thi Lan Phi'-**
"Ho Chi Minh City University of Technology (HCMUT)
*Vietnam National University in Ho Chi Minh City
’Sai Gon Technology University
*Email: lanphi@hcmut.edu.vn

Nano-encapsulation technology was employed to address the challenges of dispersibility and
stability associated with lime (Citrus limonia Osbeck) essential oil when used in food applications. The
objective of this study was to investigate several technological factors (the ratio of essential oil to coconut
oil, the ratio of the oil phase in the total system mass, the ration of emulsifier to oil phase, stirring speed,
and emulsifier concentration) to create a nano emulsion system of lime peel essential oil with small particle
size and high antioxidant capacity, which can be applied in food processing as a natural additive. The lime
peel essential oil used in this study contained 134 volatile compounds, with 25 compounds present at
concentrations greater than 0.5%. The results indicate that the optimal conditions for fabricating a high-
quality nano emulsion with a particle size of 76.8 + 1.2 nm, a PDI index of 0.316 + 0.003, and a zeta
potential of -50.8 + 1.7 mV were as follows: an essential oil-to-coconut oil ratio of 6:4, an oil phase ratio
of 10%, an emulsifier-to-oil phase ratio of 1:1, a stirring speed of 1200 rpm, and an emulsifier ratio of
Tween 80 and lecithin of 8:2. The lime essential oil nano emulsion exhibited antioxidant capacity
comparable to that of pure essential oil. Based on the DPPH method, the ICsy values were 33.51 + 1.11
mg/mL for the nano-emulsion and 32.63 + 0.02 mg/mL for pure essential oil. According to the ABTS
method, the ICso values were 29.00 + 0.36 mg/mL for the nanoemulsion and 45.67 + 0.58 mg/mL for pure
essential oil. The results showed that the lime essential oil nanoemulsion had the potential to be used as a
natural additive in food.

Keywords: Citrus limonia Osbeck, essential oil nanoemulsion, antioxidant capacity, emulsion inversion
point method.
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