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TACH AXIT BEO KHONG NO DA NOI BOI TU DAU CA NGU BANG
PHUGNG PHAP TAO PHUC VGI URE
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SUMMARY

Free farty acids (FFA) from tuna oil were separated by wrea complexation. Influences of
temperature, FFA to urea ratios and urea 1o solvent ratios were investigated. The optimal
condition to obtained high purity and recovery yield of polyunsaturerated fatty acids including
eicosahexaenoic acid and docosapentaenoic acid was at 4°C and the ratios of FFA rurea=1:3

and wrea : methanol = 3 : 16.

1 - GIGI THIEU

Ure ta mot chdt ¢ cdu tric mang tinh thé
dac biét, ¢é khd néng tao phitc vdi cdc mach
hydrocarbon thiang va dai. Tuy nhién, néu mach
hydrocarbon khéng phai 1a mach thing do c6
cac mach nhdnh hay do su ¢é mat cua cdc ndi
doi thi khi nang tao phic véi ure trd nén rit khé
khan. Dya trén kha nang tao phitc véi cdc goc
alkyl no mi ure di dugc tmg dung rat nhiéu dé
phan tich ciac hén hop khac nhau trong dé cé
hén hgp cla céc axit béo. Day 14 mot phuong
phdap don gian, s dung dung moi ré tién
(metanol hay etanol), va chi cdn thay déi ham
lwong urea, lugng dung mdi st dung hay nhiét
do két tinh 14 ¢6 thé diéu chinh dugc chat lugng
san phim tao thanh. Nhiéu tdc gid da sir dung
kha ning tao phic clia ure dé phan tach PUFA
ra khoi hén hgp cdc axit béo ty do dugce ldy tir
nhiéu nguén nguvén lidu khdc nhau nhu tir ddu
lanh, ddu “borage”, ddu thu dugc tir vi sinh vat
hay dau ca (Bengtsson et al., 1998, Giménez et
al. 1998, Robles Medina et al., 1995). Tuy nhién
diéu kién t6i wvu cua phuong phdp cling nhu két
qua ma céc tac gid khic nhau dat duge la khédc
nhau chi y&u 1a do su khdc nhau vé thanh phén
cdc axit béo ¢6 mat trong nguyén liéu ban dau
va do muc tiéu ma cdc tdc gia chon 1a khédc
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nhau. Hiu hét cic tac gia khac khi nghién cau
vé vin dé nay déu chon phuong phdp t6i uu hoa
sao ¢ho ham lugng PUFA thu dugce 13 cao nhat
ma trong nhiu trudng hop chap nhan mot hiéu
sudt thu héi khong phai 13 61 vu.

Trong phan nay, kha niang phan tich PUFA,
trong d6 chi yé€u bao gom EPA va DHA ra khoi
hén hop céc axit béo w do duge 1dy tir ddu cd
nglt duge nghién ciu bing phuong phip rao
phiic vé6i urea. Muc dich cua nghién ctru niy la
nhim thu duge hén hgp ¢6 him lugng PUFA
(trong dé cd chi trong téi ham lugng EPA va
DHA) cao nhét vdi hiéu sudt thu héi chdp nhan
dugc. Thudng trong cic phuong phdp phan tch,
do6 tinh sach thu duoc va hiéu sudt thu hoi hay di
nguge chiéu nhau ¢ nghia 12 do tinh sach cing
cao thi hiéu suat thu hoi cang giam va ngugce lai.
Do d6 khé ¢6 thé dat duge cing ldc cd 2 véu cau
rén déu tdi wu. Trong phin nghién céu nay do
tinh sach cia cdec PUFA thu duge cd tam quan
trong I16n hon so vGi hiéu sufit thu héi. Tuy
nhién, néu hi¢u suat thu hdi qua thap thi phuong
phdp ciing khé c6 kha nang dugc Ung dung
trong thyc t&€. Béi vay, dé dung hod ci hai yeéu
cdu trén, ham muyc tiéu trong nghién cttu nay (y)
duoc chon 1a téng cua 2 ldn him lugng cua
PUFA trong hén hop thu duge cong véi hicu
suat thu héi PUFA.



Nhu trén da dé cap tdi, hiéu qua cta phuong
phdp nay phu thudc vio 3 yé€u 16 bao gém nhiét
d6 két tinh, lugng ure va lugng metanol sir dung.
Ba yéu td nay s¢ lan lugt duge khao sdt véi
nguyén liéu 1 dau ca ngir.

I - PHUONG PHAP NGHIEN cUU

Dau cd dugc thuy phan thanh cic axit béo
biang NaOH. Axit béo ty do duge hoa tan véi ure
va methanol theo nhitng ty 1& nhat dinh sau dé
duge dé & nhiét do thép trong thoi gian 18 - 20
gi¢, HAn hop 2 pha thu duge duge ly tAm & nhiét
dé két tinh dé tach pha. Pha rin va pha long tao
thanh duoc trich ly bing hexan dé thu hdi cic
axit béo.

Khaio sat anh hudng cia ty 1é FFA:ure

Ty l&é FFA:ure (w/w) dugc thay déi tir 1:1
dén 1.4, Ty l&¢ ure:metanol (w/v) dugc giit
nguyén la 1:4, nhiét d6 két tinh Ia 4°C.
Khao sat anh hudng cua ty 1é ure:metanol

Ty 1& ure:metanol (w/v) duge thay ddi tir 3:8
dén 3:16. Ty 1& FFA:ure {w/w) dugc gilt nguyén
1a 1:3, nhi¢t do két tinh 12 4°C.
Khao sat anh hudng cua nhiét do

Nhiét do két tinh 13 4°C va 25°C. Ty le
FFA:ure (w/w) dugc gilt nguyén 1:3. Ty lé
ure:metanol {w/v) duge giit nguyén la 3:16.
Cac chi tiéu theo doi

- Hiéu sudl thu héi PUFA, DHA, EPA: H,
(%)=(khéi lugng chat i trong pha long/khdi
lugng chat i trong nguyén liéu trude khi két
tinh)*100 véi i=PUFA, DHA hay EPA

- Thianh phin % cdc axit béo trong pha long:
dugce phan tich bang phuong phap sic ky khi.

I - KET QUA NGHIEN CUU

Anh huéng cGa nhiét do két tinh

Nhiét do két tinh ¢6é anh hudng dén do tinh
sach ciling nhy hiéu sudt thu héi cua ché phdm
thu duge. Hon thé nita, né con anh hudng tdi
tinh kinh 1€ cua qud trinh k&t tinh. Robles
Medina et al. (1995) khao sat nhiét dé két tinh

dao dong tir -36°C dén 36°C va nhan thdy 4°C la
nhiét do t& uu cho qua trinh thu nhan EPA vi
DHA tir ddu ¢4 tuyét. Tuy nhién, Giménez et al.
(1998) nhan thay d nhiét do 28°C, qua trinh thu
nhan EPA va AA tir vi tao dat hiéu suat thu héi
cao hon trong khi dé tinh sach gidam khong ding
k& Nguge lai, Hayes et al. (1998) lai cho rang
nhigét do tao phite cua ure khong nén cac hon
25°C. Phin nghién cittu nay sé khao sdt 2 nhiét
do két tinh 1a 4°C va 25"C. K&t qua duge trinh
bay trén hinh 1, 2 va 3.
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Hinh 2: Thanh phdn % va hicu sudl thu hdi cia
PUFA, EPA va DHA trong phan long theo nhiét
dé tao phiice

Hinh 1 cho thdy ham lugng PUFA trong
phan khong tao phic tang khi nhiét ¢ giam.
Nguge lai, %SFA vii MUFA tang khi nhiét d6
ting. Diéu nay hoan toan phi hop véi két qui
cua cdc tic gia khdc (Robles Medina et al. 1995,
Hayes et al., 1998) vi ¢é thé duge gidi thich
theo Robles Medina et al. (1995) khi cho ring
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tai 4°C, ure tao phitc véi cdc SFA va MUFA bén
viing nhit. & nhiét d¢ cao hon, cdc phic ndy
kém bén vimg hon din dén ham lugng SFA vi
MUFA trong phan khong tap phiic tang,
%PUFA giam.

Tuong tu nhu PUFA, d¢ tinh sach cia DHA
déu giam nhung higéu suat thu héi thi tang khi
ting nhiét do tao phirc. Doi v6i EPA, nhiét do
25°C ¢6 hiéu suat thu hdi cao hon nhung do tinh
sach khong it hon so véi nhiét do 4°C. Diéu do
cho thdy nhiét do 4°C thich hgp cho viéc lam
giau DHA va téng PUFA, tuy nhién EPA cén
nhiét d¢ la 25°C, tai d6 kha niang {am giau EPA
s& cao hon. Két qua twong tu ciing dugc ghi
nhan boi Robles Medina et al. (1995) va
Giménez et al. (1998). Theo ho, EPA c¢6 kha
nang tao phiic véi ure ¢ 4°C, do d6 tai nhiét do
nay, kha nang lam giau EPA trong phén long
khong cao. Ngugc lai, tai 28°C kha nang tao
phiic cia EPA giam xudng, do d6 né ¢6 mat
trong phén long nhiéu hon,

K&t qua trén hinh 2 ciing cho thdy, higu suat
thu héi va dé tinh sach cha DHA vi téng PUFA
déu di nguoe chiéu nhau khi thay déi nhiét do
tao phic. Diéu d6 cho thiy khong thé 16i uvu
ciing lic ca 2 chi tiéu trén. Do d¢ tinh sach ¢6 y
nghia quan trong hon so vdi hiéu sudt thu hdi, &
diay ham muc tién s& duge chon 1a y=2*thanh
phin %+hiéu suit thu héi. Su thay déi clia y
theo nhiét do duogc biéu dién trén hinh 3.
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Hinh 3: ham muc tiéu y=2*thanh phan %
+ hiéu suét thu hdi theo nhiét do tao phic

Tir d6 thi trén hinh 3 ¢6 thé thay, d6i véi
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EPA, nhié¢t do 25°C cho y cac hon nhung sy
khdc biét khong 1on lim khi so sanh véi 4°C.
Tuy nhién doi véi DHA va téng PUFA, nhiét do
4°C dat duge gid tri y cao hon nhiéu so vé6i &
25°C. Boi DHA 12 mot PUFA chinh trong dau ¢d
ngir va cling ¢6 mot gid tri kinh (¢ dang ké hién
nay, do dé & day s€ chon diéu kién sao cho gid
tri ¥pua 18 10n nhat. Vai tiéu chi d6, nhiét do 4°C
la nhhiét do thich hop hon va s& duge sir dung
trong cdc thi nghiém tiép theo.

Anh huéng cia ty 16 FFA:ure

Trong phuong phédp tao phic véi ure, ty lé
gilta axit béo vdi ure Ia mot yéu td quan trong
quy¢t dinh téi do tinh sach thu duge va hiéu sudt
thu héi ciia PUFA mong mudn. Néu ty 1¢ nay
qua lon thi ure sé khong di kha niang tao phic
véi tdt ca cdc axit béo no va it néi dai, do 46 do
tinh sach thu duge s& khong cao. Tuy nhién néu
ty I¢ nay qud nho thi ure s& ¢6 kha nang tao
phic v6i ca mot s6 PUFA nhiéu ndi doi do d6 sé
lam cho hiéu suat thu hdi PUFA thap, Trong thi
nghiém nay ty 1& FFA:ure dugc thay déi tr 1:1
t¢i 1:4. Ty 1é ure:dung moi dugc giit khong doi
13 1:4 va nhiét do két tinh 14 4°C. Két qua duoc
thé hién trén hinh 4 va 5.

B 7o o s 7 g o T P o PR P P P P P T o P P ]
loletedeletilteteleleteleleleleteleleteteteleleted:

Ot S N N TS T %

2 [ R R R

R 2 A R R R e

B %SFA RS S RS ST

coanra 1L BRI
5 %AFA

0% 20  40% - 0% 8%
tharh phén %

100%

Hirh 4: Thanh phin % cua SFA, MUFA va
PUFA trong phan long theo danh hudng clha ty 1¢
FFA:ure (w/w)

Hinh 4 cho thdy % ciia SFA vi MUFA giam
khi giam ty 1& FFA:wure. Tai ty 1& 1:3, va 1:4
trong phdn long da khong con SFA. %PUFA
tang khi giam ty 1& FFA:ure va dat gid tri cuc
dai tai ty 1¢ 1:3. Khi giam thém ty 1& nay,
%PUFA khong tang thém nlra. Tuong w,
%DHA ciing tang khi ty ¢ FFA:ure giam tir 1:1



toi 1:4, tuy nhién gifra ty 1¢ 1:3 va 1:4 khong c6
su khdc nhau dang ké (hinh 5). %EPA dat cuc
dai tai ty 1& 1:3 va bat ddu giam & ty l& 1:4,
chitng to, n€u tang thém lugng ure thi EPA sé ¢6
khuynh huéng tao phiic véi ure rd rét 1dm thanh
phdn % cua né giam. Hiéu sudt thu héi cia
EPA, DHA va PUFA 16ng déu ¢6 xu hudng
giam khi giam ty 1& FFA:ure chitng t6 luong ure
st dung cang nhiéu thi cang 1dm tang kha nang
tao phitc v6i cdc axit béo (ké ca cdc PUFA). Khi
lam giau n-3PUFA tir dau cd tuyét, Robles
Medina et al. (1995) thu duge két qua hoan toan
twong tu. Nhom tac gia nay giai thich ring ure
tao phirc v6i FFA theo ty 1€ 3:1 (w/w). Khi ty 1&
nay tang lén ure bat ddu c6 kha nang tao phiic
vai tat cd cdc axit béo (khong ngoai trirt PUFA).
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Hinh 5: Thanh phan % va hiéu sudt thu héi cia
PUFA, EPA va DHA trong phéin long theo ty 1&
FFA:ure

Ham muc tiéu y cia PUFA, EPA vad DHA
dugc thé hién trong hinh 6.
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Hinh 6: Him muc tiéu y=2*thanh phan % +
hiéu suét thu héi theo ty 1& FFA:ure

Gid tri ypy, dat cuc dai tai ty 1& FFA:ure =
1:3, tuy nhién gid tri ygp, dat cuc dai tai ty 1é 1:2,
Do DHA chiém wu thé hon so véi EPA nén &
day s& chon ty 1& 1:3 la ty 1¢ t6i wu. Tai ty 1& nay
%DHA tang tir 32% lén 79% uic la tang 2,46
14n trong khi EPA tang tir 8,9% lén 10,8% tic 12
chi tang 1,2 lan.

Anh huéng cia luong dung méi

Ty 1¢ urea: dung moéi ciing ¢6 kha nang anh
hudng t6i kha nang lam gidu PUFA cia phuong
phap. Trong thi nghiém nay ty 1& ure:dung moi
duge thay doi tir 3:8 t5i 3:16. Ty 1¢ FFA:ure
duge giir khong déi 1a 1:3 v nhiét do két tinh 1a
4°C. K&t qua dugc thé hién trén hinh 7 va 8.

316 [//////////////////////”/z////////////////////r///q
g
‘?3‘14 AL ELEL, 20 CALLLLE, ]
H n %SFA
b
6 VN NPl rr P ar 00 b s b1 b2 b 7P 1 0001 P P27 8000 707002772770 D%MFA
g @ %PUFA
%349 [Frr7727 o277 27777 7 & '
- z L
e
BB it AP ERE P01 07 LEEAT 2770 d T2 L0 1 I b0
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Thanhphdn %
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Hinh &: Thanh phan % va hiéu suat thu héi clia
PUFA, EPA va DHA trong phdn Iong theo ty Ié
ure:metanol

Két qua & hinh 7 cho thdy % SFA vi MUFA
tang khi ting luong metanol su dung. & ty l¢
ure:metanol la 3:8, ca SFA vi MUFA déu khong
¢é mat trong phan long, ching té ching da bj
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tao phifc hodn toan vdi ure. %PUFA giam nhe
khi ting ham lwgng metanol va dao dong
1009%-96,5%, chitng to, véi phuong phdp nay co
khd nang loai gin nhu hoan todn SFA va
MUFA. %DHA trong phin léng bit ddu gidm
khi gidm ty l¢ ure:dung moi téi 3:12 (hinh 8).
Néu giam theém ty 18 nay, %DHA s& gidm dang
ké. %EPA tang nhe khi tang ty l¢ ure:metanol,
¢6 thé do %DHA giam di dan dén sy tang nay.
Hiéu sudt thu hdi cia ca EPA, DHA va PUFA
tdng déu ting khi tang luong metanol sir dung.
Nhimg két qua trén ching 16 khi st dung nhiéu
metanol s& ¢6 kha nang rira phéan 1ong khoi phan
ran (14 phdn tao phic v6i ure) tot hon, tuy nhién
phitc tao thanh c6 thé kém bén hon, do dé s&
gidi phéng mot phan SFA va MUFA vao phén
l6ng, 1am cho d9 tinh sach cua PUFA trong pha
1ong giam. Khi xét t6i ham muc tiéu y dugc biéu
dién trén hinh 8, ¢6 thé nhan thdy yuopa V2 Yepa
16n nhat khi ty & ure:dung méi la 3:16, trong
khi ypua 16n nhat khi ty 1& do 12 3:12. Trong
trudng hop nay, ¢6 thé chon ty 1€ 3: 12 hay 3: 16
tuy thudc vao yéu cdu vé san phdm. Nhimg tic
gid khic (Robles Medina et al., 1995 va
Giménez et al, 1998) déu chon ty 1¢
urea:metanol thap dé dat duge do tinh sach cla
cac PUFAs cao nhit. V6i nhing két qua trong
nghién citu ndy, ¢ ty 1& urcaimetanol la 3:12 ¢
thé¢ thu duoc trong phdn long 79.1% DHA,
10,9% EPA trong téng s6 98,1% PUFA tang
tuong dng so vdi hon hop trade khi tao phic la
2.4: 1,2 va 2 lan. Hiéu sudt thu héi coa DHA,
EPA va PUFA lan luot 12 47,8; 24,2 va 39,5. ¢
ty 1 3:16 c6 thé dat duge hiéu sudt thu héi cua
DHA, EPA va PUFA lan luot 14 55,5%, 51,1%
vi 52.7% véi do tinh sach wrong tng 1a 67,8%;
16,9% va 96,5%, gap 2,1; 1,9 va 2 lin so véi
maiu chua xir ly.

460

SESTEIEY

BESTEEES

T‘ G WPUFA
I G

a0y

Hresétsietetetd

310 312 314 3:16
ty b urea: metanal (whiv

Hinh 9; Haim muc tiéu y=2*thanh phan % +
hiéu suat thu hdi theo ty 18 ure:metanol

IV - KET LUAN

Piéu kién 161 vu dé tich PUFA bang phuong
phép tao phitc v6i ure 12: Dau cd ngir: ty 1& FFA:
ure = 1:3, ty 1& ure:metanol = 3:16, nhiét do tao
phtc = 4°C.
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