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(54) PHUONG PHAP PIEU CHE HON DICH NANO

(57) Sang ché d& cap dén phuong phap diéu ché hdn dich nano 6n dinh chira it nhit mot
nguyén liéu ty nhién, bao gém cac budc sau: a. diéu ché it nhat mot nguyén lidu ty nhién
c6 kich ¢& hat (Do) nhé hon 320pm; khong phai 13 chiét xut; b. phan tan it nhit mot
nguyén liéu ty nhién thu dugc & budce a. trong dung méi; c. nghién thé phan tan thu duoc ¢
budc b. dén kich ¢& hat (Dgg) nhé hon 1000nm (Dgy < 1000nm), trong do6 it nhat mot
nguyén liéu ty nhién duoc phan tan trong budc b. & ham luong nam trong khoang tir 0,5%
dén 20% (khdi lwong/khdi lwong), tinh theo tong ham luong dung mai st dung trong hdn
dich nano, va trong d6 budc phan tan b. hodc budc nghién c. bao gdm cong doan bd sung
chat on dinh; trong d6 chét 6n dinh duge chon tir nhém bao gom phospholipit; polysorbat;
hydroxypropyl xenluloza, hydroxypropyl metylxenluloza va polyvinylpyrolidon; copolyme
ba khdi dang khong ion; copolyvinylpyrolidon; caprylocapropyl polyoxyl-8 glyxerit;
lauraoyl polyoxyl-32 glyxerit; gelatin; lecithin (phosphatit); gém acacia; cholesterol;
tragacanth; polyoxyetylen alkyl ete; dan xuat dau thau dau polyoxyetylen; este cua axit béo
va polyoxyetylen sorbitan; este cuia axit béo va sorbitan; polyetylen glycol; polyoxyetylen
stearat; monoglyxertit va diglyxerit; silic dioxit dang keo; natri dodexylsulfat; magie nhdm
silicat; trietanolamin; axit stearic; canxi stearat; glyxerol monostearat; rugu xetostearylic;
xap nhil héa xetomacrogol; ruou mach ngin va mach trung binh; oleoyl polyoxyl-6
glycerit; plurol oleique; propan-1,2,3-triol, rugu polyvinylic va dioctyl natri sulfosucxinat;
trong do it nhat mot nguyén lidu ty nhién duoc chon tir nhom bao gém thyc vat, vi khuan
lam, tio va nam.
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Linh vue kj thudt dwoe dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phap diéu ché hon dich nano tir nguyén li¢u tr nhién,
hon dich nano chira it nhat mét nguyén liéu tr nhién, thudc chira hon dich nano nay; va

ché phiam bé sung dinh dudng chira hdn dich nano nay.
Tinh trang ki thuit ciia sing ché

Cac nguyén li¢u tu nhién, nhu thyc vat, vi khuén lam, tao hodc nidm, chira hoat
chit ¢6 hoat Tuc diéu tri bénh. Dé chiét xudt cdc hoat chit nay tir nguyén liéu tu nhién,
nhiéu duoc pham di biét bao gdm ché phiam ngam hodc ché pham tam rugu hodc nudc,
chiét xuft bot khé & dang vién nén hodc vién nang, hodc ché phim tiém truyén. Tuy
nhién, c¢é nhiéu nhuoe diém lién quan dén viée sir dung cac loai thude nay. Nhiéu thanh
phin nay bi phan hiy trong dudng tiéu hoa hodc bi chuyén hoa lan diu & gan. Ngoai ra,
mot s& nguoi kho nudt vién tron hodc khéng thé dung nap dang thude rin bat ky. Tlon
nita, nhiéu hoat chat cia cac nguyén liéu tu nhién hoa tan kém trong nude. Do do. hoat
luc va tac dung diéu tri bénh cua nhi¢u hoat chiit cna cac nguyén liéu tu nhién bi han ché,

Patent My sb 5,858,410 dé cap dén dugc phim “hdn dich nano™ duge diéu ché
bing phuong phip ddng nhit héa & ap suit cao. Trude khi sir dung phuong phap déng
nhédt hoa & dp sudt cao, hdn dich nano dugc diéu ché bing quy trinh nghién bang ngoc
trai, 12 quy trinh tén thoi gian hon so véi phuong phap dong nhdt hoa bing ap suit. K§
thuat nay ciing 1a dbi twong ciia Patent My s6 5,271,944, Mot s& phuong phap khac da
duoe sir dung dé diéu ché hdn dich nano véi mirc do thanh cong khac nhau bao gom
phuong phip khudy sir dung ning lugng thip, phuong phap khudy bing tuabin, phuong
phap nghién keo, phuong phap sir dung song 4m thanh, phuong phép st dung voi phun,
phuong phap nghién véi dung méi, phuong phap trén sir dung roto va stato va phuong
phap siéu am.

Don Patent Trung Quédc s6 CN 1 416 847 A dé cap dén phuong phap diéu ché hén
dich nano chita Radix Panacis Quinquefolii (Nhin sdm M¥) duoc diéu ché bing phuong
phap dbng nhit héa & ap sudt cao & ham lugng nim trong khoang tir 20% dén 11,1%

(khéi lugng/khbi lugng).
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Pon Patent Chau Au sb EP 2 226 171 Al & cép dén phuong phép phan giai vat
liéu gb (vi du gb linh sam (Douglas fir)) bing cbi xay dé thu dwoc soi xenluloza c6
dudng kinh soi trung binh cao nhit bang 30nm va vat lidu két hop soi xenluloza tuong

tng dugc san xudt tir soi xenluloza ndy. Cac soi ndy ¢ chiéu dai trung binh bang 50pm.

Pon Patent Han Quéc s KR 2011 0 130 104 A d& cap dén phan bén hitu co chira
. cac hat nano chira tao bién, bot v6 cuia dong vat c6 vo, zeolit va cac khoang chit khéc,
trong dé mdi hat khic nhau co thé duoc nghién cho dén khi dat dugc kich ¢& nim trong

khoang tir Inm dén 100nm.

Tuy nhién, phuong phap diéu ché hén dich nano di biét khong bao gdm phuong
phéap diéu ché hén dich nano tir nguyén liéu tu nhién chira lugng 16n nguyén li€u tu
nhién, tirc 13 ndng d cao ciia nguyén liéu tu nhién. Do d6, van can co phuong phap diéu
ché hdn dich nano tir nguyén liéu tu nhién, hdn dich nano ndy c6 thé hitu ich trong didu

tri hodc phong ngtra bénh.
Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Muc dich cta sang ché 1 @& cap dén phuong phéap diéu ché hén dich nano tir toan
bo hodc mot ph?ln nguyén liéu tu nhién cé thé duge st dung trong bao ché thude.

Theo khia canh thtr nhét, sang ché dé cap dén phuong phap diéu ché hdn dich nano
6n dinh chira it nhit mot nguyén liéu tu nhién, bao gdm cac budc sau:

a. diéu ché it nhat mot nguyén liéu tu nhién c6 kich ¢& hat (Do9) nhé hon 320pm;
khong phai 13 chiét xuat;

b. phén tan it nhat mét nguyén lidu tr nhién thu duge & budc a. trong dung méi;

c. nghién thé phan tan thu dugc & bude b. dén kich ¢ hat (Dgy) nhé hon 1000nm
(Dgo < 10001’11’1’1),

trong d6 it nhit mot nguyén liéu ti nhién dugc phan tan trong budc b. & ham
lwong nim trong khoang tir 0,5% dén 20% (khéi lwong/khdi luong), tinh theo tdng ham
lugng dung mdi st dung trong hdn dich nano, va trong d6 budc phan téan b. hoic budc
nghién c. bao gdbm cong doan bd sung chét én dinh;

trong d6 chat 6n dinh dwgc chon tir nhém bao gdm phospholipit; polysorbat;
hydroxypropyl xenluloza, hydroxypropyl metylxenluloza va polyvinylpyrolidon;
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copolyme ba khéi dang khéng ion; copolyvinylpyrolidon; caprylocapropyl polyoxyl-8
glyxerit; lauraoyl polyoxyl-32 glyxerit; gelatin; lecithin (phosphatit); gdém acacia;
cholesterol; tragacanth; polyoxyetylen alkyl ete; din xudt dau thiu ddu polyoxyetylen;
este cia axit béo va polyoxyetylen sorbitan; este cia axit béo va sorbitan; polyetylen
glycol; polyoxyetylen stearat; monoglyxertit va diglyxerit; silic dioxit dang keo; natri
dodexylsulfat; magie nhom silicat; trietanolamin; axit stearic; canxi stearat; glyxerol
monostearat; rugu xetostearylic; xap nhii hdéa xetomacrogol; ruou mach ngén va mach
trung binh; oleoyl polyoxyl-6 glycerit; plurol oleique; propan-1,23-triol, ruou
polyvinylic va dioctyl natri sulfosucxinat; trong d6 it nhit mot nguyén liéu ty nhién duoc

chon tir nhém bao gém thuc vat, vi khuan lam, tdo va nam.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén hdn dich nano thu dugc tir phuong

phap theo khia canh thir nhat.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cap dén hdn dich nano theo khia canh tha
nhét dé st dung trong bao ché thubc dé sir dung qua khoang miéng, khu tri hodic qua
duong miéng cho dong vit, t6t hon 1a nguodi, hodc dé su dung trong bao ché thubc dé su
dung ngoai dudng ti€u hoa, tiém vao ndi tuy mach, tiém tinh mach, qua da hodc qua ni€ém
mac, tot hon néu st dung qua khoang miéng, khu trii hodc qua dudng miéng, cho dong
vat, t6t hon 1a nguoi.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé cap dén hén dich nano theo khia canh thit
nhét dé sir dung trong diéu tri hodc phong ngtra bénh ung thu, bénh viém rudt, bénh viém
khép, bénh lay nhiém virut giy suy giam mién dich & ngudi, cac bénh 13y nhiém virut
khac, bénh da lidu, nhu bénh viém da than kinh hoic bénh vy nén, hodc bénh tu mién,
nhu bénh xo cimg rai rac. Sang ché ciing md ta viéc sir dung hdn dich nano theo khia
canh thir nhat dé bao ché thube.

M ta vin tit cdc hinh vé

Fig.1 13 hinh v& thé hién thiét bi hoa keo;

Fig.2 13 d6 thi thé hién kich c& hat (Dyo) ctia hdn dich nano diéu ché tir 14 6liu &
nang luong riéng dugc sir dung dé nghién theo vi du 1.1;

Fig.3 la biéu dd thé hién khoi lugng kho cua chiét xuét va hdn dich nano diéu ché

tir 14 6liu theo vi du 1.3;
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Fig.4 13 d thi thé hién kich ¢& hat (Do) ctia hdn dich nano diéu ché tir spirulina &

ning lrong riéng duoc sir dung dé nghién theo vi du 2.1;

Fig.5 13 biéu db thé hién khéi luong kho cia chiét xuit va hdn dich nano diéu ché

tu spirulina theo vi du 2.3;

Fig.6 1a db thi thé hién kich ¢& hat (Dgg) ctia hén dich nano diéu ché tir agaricus
subrufescens (ABM) & ning luong riéng dugc st dung dé nghién theo vi du 3.1 (dudng

nét ddm) va vi du 3.2 (duong nét dat);

Fig.7 1a dd thi thé hién kich c& hat (Do) ctia hdn dich nano diéu ché tir agaricus
subrufescens (ABM) & ning luong riéng duge st dung dé nghién theo vi du 3.1 (dudng

nét ddm) va vi du 3.3 (dudng nét duat);

Fig.8 1a bi€u do thé hién khoi lugng kho cua chiét xuat va hon dich nano diéu ché

tur agaricus subrufescens (ABM) theo Vi du 3.5;

Fig.9 1a biéu do6 thé hién ham lugng beta-glucan cda hon dich nano va cac chiét
xuat khac nhau di€u ché tir agaricus subrufescens, so vGi bot agaricus subrufescens nhu

dugc diéu ché theo vi du 4.1.

Fig.10 12 biéu dd thé hién tic dung ctia phuong phap 6n dinh vat Iy dbi véi hén

dich nano silic oxit dugc diéu ché theo vi du 5.1.

Fig.11 1 biéu d6 thé hién tac dung ctia phwong phép 6n dinh hoa hoc khong st
dung propan-1,2,3-triol d8i v6i hdn dich nano diéu ché tir agaricus subrufescens nhu

dugc diéu ché theo vi du 3.1.

Fig.12 14 biéu db thé hién tic dung ciia phuong phép 6n dinh héa hoc co sir dung
20% (thé tich/thé tich) propan-1,2,3-triol d6i v6i hén dich nano didu ché tir agaricus
subrufescens nhu dugc didu ché theo vi du 3.1.

Fig.13 12 biéu d6 thé hién tic dung ciia phurong phap 6n dinh hoa hoc ¢ 50% (thé
tich/thé tich) propan-1,2,3-triol d6i v6i hdn dich nano diéu ché tir agaricus subrufescens
nhu dugc diéu ché theo vi du 3.1.

Fig.14 13 d6 thi thé hién khéi luong riéng (vi du, khéi lwgng mol trung binh) cia

beta-1,3/1,6-glucan ctia hdn dich nano agaricus subrufescens 5% (khéi luong/khdi



29985

luong) dugc didu ché theo vi du 3.1 va chiét xult agaricus subrufescens 5% (khéi

luo‘ng/khéi lugng) duoc diéu ché theo vi du 3.4.

Fig.15 12 biéu d thé hién ham luong twong dbi ciia bach cau don nhan biéu hién
dectin-1 (tinh theo %) trong mau té bao don nhan mau ngoai vi khong duge kich thich
(PBMC - peripherial blood mononuclear cell), PBMC dugc kich thich bang hén dich
nano agaricus subrufescens 5% (khéi lugng/khéi lugng) duoc diéu ché theo vi du 3.1 va
chiét xuét agaricus subrufescens 5% (khéi lu’c_mg/khéi lugng) dugc diéu ché theo vi du

3.4.

Fig.16 12 biéu dd thé hién mirc d6 cam tmg in-vitro xytokin TNF-alpha giy ra boi
hdn dich nano agaricus subrufescens 5% (khéi lugng/khéi lugng) duoc diéu ché theo vi
du 3.1 va chiét xuét agaricus subrufescens 5% (khdi lugng/khdi luong) dugc diéu ché

theo vi du 3.4.

Fig.17 12 biéu d6 thé hién mirc d6 cam tng in-vitro xytokin IL-10 giy ra béi hén
dich nano agaricus subrufescens 5% (khbi luong/khdi lwong) dugc diéu ché theo vi du
3.1 va chiét xuit agaricus subrufescens 5% (khéi luong/khdi luong) dugc diéu ché theo

vidu3.4.

Fig.18 13 biéu d6 thé hién mitc d6 cam (g in-vitro xytokin IL-6 giy ra bdi hén
dich nano agaricus subrufescens 5% (_khéi luong/khéi lugng) dugce diéu ché theo vi du
3.1 va chiét xuit agaricus subrufescens 5% (khbi lugng/khdi luong) dugc diéu ché theo

vidu3.4.
Fig.19 1a d6 thi thé hién phan bd kich c& hat ctia hdn dich nano agaricus
subrufescens 5% (khbi luong/khéi lugng) duge diéu ché theo vi du 3.1.
Fig.20 1a db thi thé hién phan bd kich c¢& hat ctia hdn dich nano agaricus
subrufescens 5% (khdi luong/khéi lugng) (nhu duoc diéu ché theo vi du 12). |
Fig.21 12 bidu dd thé hién mirc d6 cam ting in-vivo té€ bao T biéu hién CD3 va
CD25 hoat hoa boi CD25 giy ra boi hdn dich nano agaricus subrufescens 5% (khdi
lrong/khéi lugng) (nhu dugc didu ché theo vi du 12) khi st dung theo dudng ubng.
Fig.22 14 bidu dd thé hién mirc d6 cam g in-vivo t€ bao T biéu hién CD3 va

CD25 hoat hoa boi CD25 gay ra béi bot agaricus subrufescens & dang vién nang udng.
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M6 ta chi tiét sang ché
Sang ché va pham vi cia sang ché dugc x4c dinh boi bd yéu ciu bao hd kém theo.
Phin mé ta chi tiét sang ché chi nhim muc dich minh hoa. Cac phuong an khong thudc

cac diém yéu cau bdo h¢ nay chi nham muc dich d6i chiéu.

Sang ché dé cap dén phuong phap diéu ché hdn dich nano én dinh chira it nhit mot

nguyén lidu tu nhién, bao gém cac budc sau:

a. diéu ché it nhat mot nguyén li€u tu nhién cé kich c& hat (Do) nho hon 320pm;
khong phai 13 chiét xuét;

b. phan t4n it nhit mot nguyén liéu tu nhién thu duge & bude a. trong dung mai;

c. nghién thé phan tan thu duoc & budc b. dén kich ¢& hat (Dgo) nhé hon 1000nm
(Dgo < lOOOnm),

trong d6 it nhit mot nguyén liéu tu nhién duge phan tan trong budc b. & ham
luong niam trong khoang tir 0,5% dén 20% (khéi lugng/khdi Iwong), tinh theo tong ham
luong dung modi st dung trong hon dich nano, va trong @6 budc phéan tan b. hodc budc

nghién c. bao gom cong doan bd sung chat on dinh;

trong do chit 6n dinh dugc chon tir nhém bao gém phospholipit; polysorbat;
hydroxypropyl xenluloza, hydroxypropyl metylxenluloza va polyvinylpyrolidon;
copolyme ba khdi dang khéng ion; copolyvinylpyrolidon; caprylocapropyl polyoxyl-8
glyxerit; lauraoyl polyoxyl-32 glyxerit; gelatin; lecithin (phosphatit); gém acacia;
cholesterol; tragacanth; polyoxyetylen alkyl ete; din xudt dau thiu dau polyoxyetylen;
este cua axit béo va polyoxyetylen sorbitan; este cia axit béo va sorbitan; polyetylen
glycol; polyoxyetylen stearat; monoglyxertit va diglyxerit; silic dioxit dang keo; natri
dodexylsulfat; magie nhom silicat; trietanolamin; axit stearic; canxi stearat; glyxerol
monostearat; rugu xetostearylic; xap nhii hoa xetomacrogol; rrou mach ngin va mach
trung binh; oleoyl polyoxyl-6 glycerit; plurol oleique; propan-1,2,3-triol, ruou
polyvinylic va dioctyl natri sulfosucxinat; trong d6 it nhat mét nguyén liéu tw nhién dugc

chon tir nhém bao gom thuc véat, vi khuan lam, tdo va nam.
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Sang ché nhu mb ta dudi day co thé dugc thuc hién trong truomg hop khéng c6 bat
ky yéu td hodc cac yéu td, giéi han hodc cac gidi han khong duge boc 16 cu thé trong ban
mo ta nay.

Sang ché s& dugc md ta voi cac phuong an cu thé va mot sd hinh v& kém theo,
nhung sang ché khéng chi giéi han & cac phuong 4n va hinh vé nay ciing nhu bd yéu ciu
béo ho. Cac thuit ngir duge dé cip dudi ddy dugc hiéu theo nghia thong thudong cia

chung trir khi c6 quy dinh khéc.

Khi thuit ngir “chira” duoc sir dung trong phin md ta va yéu cdu bao hd cia sang
ché, n6 khéng loai trir cac yéu td khac. Thuat ngir “bao gdm” duge xem 12 phuong an uu
tién cua thuat ngit “chira”. Sau day, néu mot nhém duge xac dinh dé chira it nhat mot sb
phuong an cu thé, thi diéu nay cling can dugc hiéu 1a dé boc 10 mot nhém, ma t6t hon néu

chi bao gom céc phuong 4n nay.

Trong trudng hop mao tir bit dinh hay xac dinh dugc st dung khi d& c4p dén danh
tir sb it, tirc 13 “a”, “an” hodc “the”, mao tir nay cling bao gdm danh tir sé nhiéu trir khi c6

quy dinh khéc.

Thuat ngit “co thé thu dugce” hodc “cé thé xac dinh” va “thu dugc” hodc “xac
dinh” duoc st dung thay cho nhau. Thuit nglt nay c6 nghia 13, trir khi c6 quy dinh khac,
thuat ngir “thu dugc” khong cé nghia 1a dé chi, vi du phuong 4n phai thu duoc bang, vi
du trinh tu cac buéce theo sau thuat ngit “thu dugce” mac du do 1a mot su hiéu biét han ché

1udn luén bao gdm béi thuit ngir “thu duoc” hoic “xac dinh” 13 phuong 4n ru tién.

Thuét ngit “hén dich nano” dugc dung trong ban mo ta dé chi hdn dich chira hat
nano trong dung méi, vi du nudc, etanol, hodc hén hop cia chiing. Hon dich nano c6 thé
con chira chat dn dinh, hodc cac hop chét khac. Hon dich nano chira hop chét hoa tan it
trong nudc & dang hat nano dugc tao hdn dich trong dung moi. Hén dich nano nay dugc
sir dung dé tang cudng “dd hoa tan” (hoic d6 phan tin) ciia hop chét hoa tan it trong
dung méi, mdi trudng lipit, hodc ca hai. Khi “d6 hoa tan” ting, thi ndng d6 cao hon trong
huyét twong ctia hop chét kém hoa tan dat duoc va ndng do cuc dai trong huyét twong ciia
hop chét dat dugce nhanh hon. Thuat ngit “hdn dich” va “thé phén tan” dugc sir dung thay
cho nhau trong sang ché, khi chi hat ran trong dung méi.
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Thuét ngit “hat nano” dugc dung trong ban mo ta dé chi hat c6 kich c& hat nho
hon 1000nm. Hat nano chira hgp chét trong dung moi co thé 13 hat so cép, hodc hat tich
tu chita hat c6 kich c¢& nhé hon. Kich c¢& hat trong hdn dich nano cé thé dugc do béng

thiét bi phéan tich nhiéu xa laze (vi du Beckman Coulter LS 13320 ho#c Horiba LA-950).

Thuét ngit “do hoa tan” hodc “gidi han dd hoa tan” cua nguyén li€u tu nhién duogc
dung trong ban mo ta dé chi ham luong t6i da cla nguyén liéu tu nhién cé thé hoa tan
trong dung méi. Theo sang ché, do hoa tan cta nguyén liéu tu nhién trong dung méi dic
hiéu c6 thé duoc x4c dinh nhu sau: ham luong ban diu cia nguyén liéu t nhién kho ¢
kich c& hat Dgg <320pm dugc st dung dé diéu ché hén dich chua nguyén li€u tu nhién
trong dung moéi, nhu nudc cit, & ham lugng bang 5% hodc 10% (khdi lugng/khdi lugng).
Pé diéu ché hdn dich nay, nguyén liéu ty nhién dugc tao hdn dich trong 60 phut trong
dung méi & nhiét do 30°C. Sau do, hon dich thu duoc duoce ly tim & tbc d6 1500g trong
30 phut, va chat két tia duoc phan tach ra khoi dich ndi va cin dé kiém soat. Dich néi
duge siy & nhiét d6 60°C trong 24 gid, din dén nguyén liéu ty nhién duoc hoa tan trong
dich ndi (tinh theo khéi luong kho), va can. D6 hoa tan dugc tinh toan bing phuong trinh

sau:

D6 hoa tan (%) = khdi luong cia dich ndi (tinh theo khéi lugng khé) x 100/khéi

lugng ban diu cua bot nguyén liéu tw nhién (tinh theo khdi lugng khd).

Thuét ngir “chi s6 hoa tan” dugc ding trong ban md ta dé chi lugng nguyén liéu tu
nhién trong hdn dich nano theo sng ché so v6i dd hoa tan hoic gidi han d6 hoa tan cia
nguyén lidu tu nhién trong dung mdi st dung dé diéu ché hdn dich nano. Chi sb hoa tan
la luong nguyén liéu tr nhién co trong hdn dich nano (tinh theo % (khéi luong/khbi
lugng)) chia cho d§ hoa tan ctia nguyén li€u tu nhién trong dung moi sir dung. Néi cach
khac, khi chi sb hoa tan béng 1, gi6i han do hoa tan ciia nguyén li€u tu nhién trong dung
mdi dat dugc. Khi chi sb hoa tan nhé hon 1, lwong nguyén liéu tu nhién trong hén dich
nano nho hon giéi han dd hoa tan, va chi sd hoa tan cao hon 1 cho thiy ring luong
nguyén lidu tir nhién hoa tan trong dung moi c¢é trong hdn dich nano cao hon, tirc 13 ham

luong ctia nguyén liéu tir nhién trong hdn dich nano cao hon gi6i han d6 hoa tan cia no.

Thuit ngit “soi xenluloza” dugc diung trong ban mo ta dé chi soi thuc vat (dac bict
13 sgi g8) chira polysaccarit véi chudi mach thing gdm vai trim dén hon mudi nghin don

vi beta-1,4-D-glucoza véi chiéu dai soi > lpm. Do d6, soi xenluloza khong chira beta-
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1,3/1,6-glucan c6 dang hinh cau véi dudong kinh < 1pm hogc hinh elip c6 chiéu dai ban

truc < 1pm.

Theo phuong &n uu tién, it nhit mot nguyén liéu tu nhién dugc chon tr nhém bao
gbm thuc vat, t6t hon néu thuc vat khong bao gdm nhin sim va/hodc soi xenluloza, vi
khuén lam, tdo va ndm. Theo phuong 4n khéc, nguyén liéu tu nhién khéng bao gbdm nhén
sam va/hodc soi xenluloza. Thuc vat theo sang ché ¢6 thé bao gé‘)m thuc vat co6 hat, vi du
16p bach qua (cay bach qua), nganh day gam, thuc vat 12 kim, qua nén (vi du cay 14 kim)
va thuc vat hat kin (thuc vat ¢6 hoa), vi du cac phan 16p, nhu phan 16p ngoc lan, phan 16p
hanh (vi du dira), bd so i (vi du ciy co ban, vo cdy lidu trang), phan 16p hoa héng (vi du
cay tAm ma), thuc vt ho cai (vi du du du), bd dau (vi du cdy dau van dai), bo bac hé (vi
du ciy 6liu va 14 6liu), b tuc doan (vi du cdy com chdy). Vi khuin lam c6 thé bao gdm
spirulina. Tao c¢6 thé bao gdm domains rhodobionta (vi du tao dd, tio ndu va tao silic),
tao luc va glaucobionta. NAm c6 thé bao gbm acrasobionta, myxomycota,

heterokontobionta, va mycobionta (vi du nam try, nhu agaricus subrufescens).

Theo phuong 4n uu tién khéc, nguyén li€u tu nhi€n 1a cdy bach qua, dua, ciy co
ban, vo cdy lifu tring, ciy tdm ma, du dd, cdy ddu véan dai, 14 6liu, cAy com chdy,
spirulina, tao luc chlorella, tdo dd, tdo ndu va tao silic tdo luc va glaucobionta, agaricus
subrufescens, cAy nhil huong, ciy ré vang, vo cdy canhkina, ciy ipeca, ciy méan tudi, ciy
nhing, ré cham, ciy nghé, cdy méng quy, cdy méng meo, cystus incanus, hat lanh,
sylibum marianum (ciy ké stra), chelidonium majus (ciy bach khuit hai 14 16n), cay quy

thién trac (kaplan-pelargonie), cay cuc dai, hat nho.

Theo phuong 4n uu tién khac, nguyén li€u tu nhién khéng bao gdm nhén sim

va/hoic soi xenluloza.

Theo phwong 4n uu tién khac, it nhat mdt nguyén liéu tu nhién 13 bd phan hoic
toan bd nguyén liéu ti nhién, t6t hon néu toan bd nguyén lidu tu nhién. Phurong phap theo
sang ché c6 thé sir dung nguyén li€u tu nhién bat ky duéi dang toan b, hodc cac bd phin
cua ching. Vi du, chi cac b phén cia thuc vit co thé duoc sir dung, nhu 1&, than, 14, qua,

hoa, hodc cac bd phén tuong tu, phu thudc vao loai nguyén liéu tu nhién.

Theo phuong 4n wu tién khéc, hdn dich nano chira hdn hgp cia it nhét hai nguyén

liéu ti nhién. Do d6, hén dich nano cé thé 13 hén dich nano chira mot nguyén liéu tu
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nhién, hoic hén hop chira nhidu hon mot nguyén liéu tu nhién, tirc 13 it nhit hai nguyén
liéu tu nhién. Hon dich nano ciing cé thé con chua cac bd phan khac nhau cda cung
nguyén lidu tu nhién, tirc 12 cac bd phan ctia r& va bd phén cia hoa, va/hodc hdn dich
nano c6 thé bao gém cac loai khac nhau cia cac nguyén li€u tu nhién, tic la thuc vat

khéc hodc thuc vat va vi khuan lam.

Theo phuong an uu tién khac, nguyén liéu tu nhién dugce st dung trong diéu ché
hdén dich nano duogc séy O budce a.l, trude khi thuc hién buéce a., t6t hon néu duge séy

déng kho va/hodc sdy nhiét.

Theo phuong an uu tién khac, nguyén liéu ty nhién dugc st dung trong diéu ché
hon dich nano thu dugc & budc a. cia phuong phéap néu trén c¢6 ham lugng nude w nho
hon 15% (w < 15%), tdt hon néu nhé hon 12% (w < 12%), tot hon nita néu nhé hon 10%
(w < 10%), va t6t nhét néu nhé hon 8% (w < 8%).

Tét hon néu nguyén liéu tu nhién duge sir dung trong diéu ché hdn dich nano theo
sang ché c6 ham lugng nuée thip. Thuat ngit “ham lugng nuéc” hodc “ham lugng 4m
du” dugc ding trong ban mé ta dé chi ham lugng nuéc w clia nguyén liéu, nhu nguyén
liéu tir nhién, dugc tinh todn tir khéi lugng cta nguyén li€u Am hodc udt m,g, va khoi
lrong cua nguyén li€u kho khong chira nuée myy,; va khéi luong ctia nguyén liéu c6 ham
luong 4m du my, bang cach sit dung cong thic sau: ham lugng am du [%] w = (mgy, -

M) (Mg = M) *100%0

Ham lugng nuéc thép nhu vay c6 thé c6 loi khi diéu ché hdn dich nano. Ngoai ra,
c6 thé hitu ich khi dua nguyén liéu ti nhién dén kich ¢ hat (D;00) nhé hon 320pm. Nhidu
phuong phap di biét trong linh vuc ndy dé giam ham luong nudc clia nguyén lidu tur
nhién, phuong phap bét ky trong sé cac phuong phap nay cé thé dugc sir dung két hop
v6i sang ché. Vi du, nguyén liéu ty nhién c6 thé dugc déng khd (tic 13, sdy dong kho)
hoac séy nhiét. C6 thé c6 loi dé 1am sach, got vo va’hodc tach 161 nguyén liéu tu nhién,
phu thudc vao loai nguyén liéu tu nhién truéc khi thuc hién budce siy. Vi du cu thé vé hai

phwong phap siy duoc mé ta dudi day.

Céc nguyén liéu ty nhién c6 thé dugc sdy doéng kho bing may ddong khé, tic 13
theo quy trinh 4-budc nhu sau:
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Nguyén liéu tw nhién duoc cit thanh cac miéng nhé c6 kich c¢& khoang 1 dén 2cm

bang dao phu thudc vao kich c& va cau trac cia nguyén liéu ty nhién;

Céc manh c¢6 kich ¢& 1 dén 2cm duge dat trong may phay (vi du Grindomix® 200
ho#ic 300 do Retsch GmbH, Germany cung cp) va nghién theo cac thong s sau: 10 gidy
& tdc dd 2000 vong/phut, tiép theo 10 gidy & tdc d6 5000 vong/phit va giai doan cubi 20
gidy & téc d6 10000 vong/phiit;

Bot nghién thu dugc duoc két déng & nhiét do -18°C trong 4 gi va tiép tuc dit
vao may dong kho va dong kho cho dén khi nhiét d san pham 14 20°C.

Cén hiéu ring quy trinh dong khd néu trén khong bi gidi han cu thé, va chuyén gia
trung binh trong linh vuc ndy cé thé thay d6i quy trinh nay, phu thudc vao loai nguyén
liéu tu nhién. Vi dy, vi khuin lam cé thé dugc séy dong kho truc tiép, khong can nghién
hodc cét truée. Tuong tu, cac théng sb dé cit cic manh trong may phay ciing c6 thé duoc

didu chinh theo nhu ciu.

Céc nguyén liéu ty nhién ciing c6 thé dugc sdy khé trong khéng khi hoic trong 10
& nhiét d9, vi du nam trong khoang tir 36°C dén 45°C cho dén khi ham lugng 4m du nho

hon 8%, phu thudc vao do nhay nhiét cua cac hop chét trong nguyén li€u tu nhién.

Theo phuong an uu tién khéac, nguyén li€u tu nhién dugc st dung trong diéu ché
hdn dich nano thu dugc & budc a. cia phuong phép néu trén dugc nghién thd trudc
va/hoic sau khi sdy & bude a.1, tbt hon néu trong may phay, va tity ¥ dugc sang dén kich
c& hat (Djg0) nhé hon 320pm. Budc nghién nguyén liéu tw nhién cé thé dugc thuc hién
v6i nguyén lidu tu nhién nguyén ven, tirc 13 khong can cit hoic sy trudc, hoic nguyén
lidu tu nhién c6 thé dugc cit thinh cac miéng va/hoic siy nhu mé ta néu trén. Ngoai ra,
nguyén liéu tu nhién c6 thé dugc sang dé thu dugc bot nguyén liéu tw nhién cé kich c&
hat (D;09) nhé hon 320pm.

Vi du v& phuong phap nghién thé va sing nguyén liéu tr nhién di duoc sy dong
kho6 nhur sau:

Bot nguyén liéu tu nhién di duge sdy dong kho duogc dit trong may phay (vi du
Grindomix® 200 hodc 300 do Retsch GmbH, Germany cung cdp) va nghién theo cic
thong sb sau: 10 gidy & téc do 2000 vong/phit, tiép theo 10 gidy & toc dd 5000 vong/phut
va giai doan cudi 20 gidy & tc d6 10000 vong/phut;
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Bot nguyén liéu ty nhién thu dugc tir mdy phay duoc sang bang sang c6 kich c&

mit sang bang 320pum;

Céc hat nguyén liéu tu nhién c6 kich c¢& 16n hon 320pm dugc dat mot 1an nira vao
mAy phay dé tiép tuc nghién, sau d6 sang bang sang c6 kich c& mit sang bang 320pm.

Bot thira cia bude nghién thtr hai hodc thit ba c6 thé dugce loai bo.

Tuong tu, vi du vé phuong phép nghién thd va sang nguyén liéu ty nhién di dugc

say nhi€t nhu sau:

Nguyén liéu tw nhién di dugc siy nhiét dugc cat thanh cac miéng nhd c6 kich c&
khoang 1 dén 2cm bang dao;

Cac manh c6 kich ¢& 1 dén 2cm duoc dit trong may phay (vi du Grindomix® 200
hodc 300 do Retsch GmbH, Germany cung cp) va nghién theo céc thong s sau: 10 gidy
& tde do 2000 vong/phit, tiép theo 10 gidy & tbe do 5000 vong/phit va giai doan cubi 20
gidy & tbc dd 10000 vong/pht;

B6t nguyén liéu tu nhién thu dugc tr may phay dugc sang bang sang c6 kich c&

mit sing bang 320pm;

Céc hat nguyén liéu tu nhién c6 kich ¢& 16n hon 320pm duoc dit mot l4n nita vao
may phay dé tiép tuc nghién, sau d6 sang bang sang c6 kich c& mit sang bang 320um.

Bot thira ctia bude nghién thi hai hodc thit ba c6 thé duge loai bo.

ft nhat mot nguyén liéu ti nhién c6 kich c¢& hat (D;o0) nhé hon 320pum thu dugc &

budc a. dugc phén tan trong dung mdi & bude b. bing phuwong phap theo sang ché.

Theo phuong an uu tién khac, dung méi 14 nudce, tot hon néu nudce cit, hodc hén

hop nuéc va etanol.

Nuéce duge st dung 1am dung méi ¢ thé 13 loai nude bat ky, nhur nuée thuong,
nudge tinh khiét, nudc cit, nu6e cét hai 14n hodc nuée cAt ba 14n, hodc nuéc khir khoang.
Tuong tu, etanol ciing dugc sir dung cé thé 13 etanol thuong, hosic hdn hop nuéc va
etanol. Do d6, hdn dich nano thu dugc cé thé 13 hon dich nano chita nuéc, hodc hdn dich
nano chira etanol, hodc hén dich nano chira hdn hgp nuéc va etanol, hodc dung moi bat

ky hoic hon hgp dung moéi khac. Thuat ngit “dung moi” duge dung trong ban mé ta dé
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chi mot dung moi hoic hdn hop dung méi. Tét hon néu, dung mdi 13 dung mdi dugc

dung khi hdn dich nano duoc st dung lam thude.

Theo phuong 4n tu tién khéc, hon dich nano 12 hdn dich nano chira nude hoic hdn

dich nano chita hon hgp nuéc va etanol.

Khi phéan tdn nguyén li€u tu nhién & budc b. trong dung moéi, nguyén liéu tu nhién
c6 ham luong nim trong khoang tir 0,5% dén 20% (khéi lugng/khéi lugng), tinh theo
tbng ham lugng dung méi sir dung, t&t hon néu nim trong khoang tir 2% dén 10% (khéi
lugng/khéi lugng), tot hon nita néu nim trong khoang tir 2% dén 5% (khéi luong/khbi
luong) hodc nam trong khoang tir 5% dén 10% (khéi lwong/khébi luong). Theo phuong an
uu tién khéc, nguyén li€u tu nhién, t&t hon néu ¢6 ham lugng nam trong khoang tir 0,5%
dén 70% (khdi lugng/khéi lwong), tinh theo téng ham luong dung mdi st dung, tdt hon
néu nam trong khoang tir 40% dén 70% (khdi luong/khéi lwong), hodc nim trong khoang
tir 10% dén 40% (khdi luong/khéi lvgng). Ham luong ciia nguyén liéu tu nhién tinh theo
% (khdi lugng/khdi lrgng) duoc tinh theo téng ham lugng dung mdi sit dung dé didu ché
hén dich nano. Vi du, 50g bot cua nguyén liéu tu nhién cdng véi 1000g dung mdi, hdn
dich nano 5% (khdi luong/khdi lugng) duge didu ché. Vi khoang ndng do niy, budc
nghién tiép theo hdn dich thanh hdn dich nano dugc thuc hién d& dang. Thé phén tén nay
c6 thé dugc diéu ché bang cach khudy dung méi va nguyén lidu tw nhién, vi du bing may

khudy tir hogc thiét bi khudy bat ky khac, tot hon néu véi tc do 1én dén 1000 vong/phut.

Do @6, theo phuong an wu tién khéc, it nhit mét nguyén lidu tu nhién dugc phén
tén trong budc b. & ham luong nam trong khoang tir 0,5% dén 20% (khdi luong/khéi
lugng), tinh theo téng ham lrong dung méi sir dung trong hdn dich nano, t5t hon néu
nam trong khoang tir 2% dén 10% (khdi hwong/khdi lugng), tot hon nira néu nim trong
khoang tlr 2% dén 5% (khéi lugng/khdi luong) hoic ndm trong khoang tlr 5% dén 10%
(khéi Iugng/khbi lugng).

Theo phuong 4n dic biét wu tién, it nhit mét nguyén liéu tu nhién c6 trong hén
dich nano & ham lugng tao ra chi s6 hoa tan cao hon 0,4, hodc cao hon 0,5, hodc cao hon
0,8, hoac cao hon 1, hodc tham chi cao hon 1,1.

Tét hon néu, hdn dich nano dugc 6n dinh bz"mg cach st dung chét 6n dinh. Chét 6n

dinh c6 thé dugc chon tir nhém bao gdm phospholipit, polysorbat, propan-1,2,3-triol
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(glyxerin), chat én dinh tinh dién hoic khong gian va chét hoat dong bé mit. Chét 6n
dinh c6 thé dugc bd sung vao thé phan tan & budc b., hoic trong budc nghién c., hoic
tham chi sau budc nghién c. Tét hon néu mot sb chat dn dinh dugc bd sung vao hon dich
nano, t6t hon néu trong budc phan tan b., nhu phospholipit, chét hoat déng bé mit dang
khong ion va chét nhii hoa, tirc 13 polysorbat. Tét hon néu cac chit 6n dinh khac dugc bd
sung trong budc nghién c., nhur copolyme ba khéi dang khong ion, nhur poloxame. Tham
chi t6t hon néu cac chét dn dinh khac dugc bd sung sau budc nghién c., nhu propan-
1,2,3-triol hodc dioctyl natri sulfosucxinat. Khi chit dn dinh dugc bd sung trong budc
phan tan b., t&t hon néu bd sung chét én dinh & ham luong nim trong khoang tir 50% 1én
dén 200% (khdi luong/khdi lugng), tinh theo tdng ham lurgng ciia nguyén liéu tu nhién,
dic biét khi chét 6n dinh 1 phospholipit. Khi chét on dinh 14 chat hoat déng bé mit dang
khéng ion hodc chét nhi hoa, nhu polysorbat, t6t hon néu chét 6n dinh dugc bd sung &
ham luong 18n dén 1,5% (khéi lugng/khdi lugng), tinh theo ham lugng dung méi. Trong
qua trinh nghién & budc c., khi kich c& hat riéng (Do) nam trong khoang tir 2pm 1én dén
10um da dat dugc, hodc khi kich c& hat (Dgy) khong tiép tuc giam trong budc nghién c.,
vi du it nhit bing 4% trong 1 gid nghién, hodc khi kich c& hat (Dgg) ting trong budc
nghién c. it nhit bang 10% trong 1 gid nghién, t6t hon néu bb sung chit on dinh, nhu
copolyme ba khéi dang khéng ion, nhu poloxame.

Theo phuong 4n wu tién, chit 6n dinh dugc chon tir nhém bao gdm phospholipit;
polysorbat;  hydroxypropyl  xenluloza,  hydroxypropyl  metylxenluloza  va
polyvinylpyrolidon; copolyme ba khéi dang khong ion, nhu poloxame (vi du, Kolliphor®
P407 hodc poloxame 188); copolyvinylpyrolidon; Labrasol®; Gelucire®; gelatin; lecithin
(phosphatit); gém acacia; cholesterol; tragacanth; polyoxyetylen alkyl ete; din xuit diu
thiu dau polyoxyetylen; este clia axit béo va polyoxyetylen sorbitan; este clia axit béo va
sorbitan; polyetylen glycol; polyoxyetylen stearat; monoglyxertit va diglyxerit; silic
dioxit dang keo; natri dodexylsulfat; magie nhom silicat; trietanolamin; axit stearic; canxi
stearat; glyxerol monostearat; rugu xetostearylic; xap nhii héa xetomacrogol; rugu mach
ngén va mach trung binh; Labrafil®; Purol-oleique®; propan-1,2,3-triol, ruou polyvinylic
va dioctyl natri sulfosucxinat. Vi du wu tién vé polysorbat 13 polysorbat 80 va polysorbat
20. Tét hon nita néu chit én dinh dugc chon tir nhém bao gbm polysorbat 80,
polysorbat 20, Kolliphor® P407 va poloxame 188. Theo phuong an dic biét wu tién, chét
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6n dinh 12 Kolliphor® P407, hoic polysorbat 80, nhu Tween® 80. Theo phuong 4n uu tién
khac, budc phan tan b. bao gbm budc bd sung chét 8n dinh dugc chon tir nhém bao gém

phospholipit va polysorbat.

Theo phuong an wu tién khac, buéc phéan tan b. bao gbm budc bd sung polysorbat
& ham luong nam trong khoang tir 0,5% dén 2% (khéi lugng/khbi lugng), tinh theo tbng
ham luong dung moi sit dung trong hdn dich nano, va/hodc polysorbat dugc chon tir

nhém bao gbém polysorbat 80 va polysorbat 20.

Theo phuong 4n uwu tién khac, buéc phin tan b. bao gbm budc bd sung
phospholipit & ham luong nim trong khoang tir 100% dén 200% (khéi luong/khdi
luong), tot hon néu v6i ham lugng bing 130% dén 170% (khdi lugng/khéi lugng), tinh
thzo ham lugng nguyén liéu tr nhién, t6t hon néu phospholipit chira phosphatidylcholin &
ham luong 1én dén 95% (khdi lugng) va lysophosphatidylcholin & ham lugng nim trong
khoang tr 20% dén 30% (khdi luong). Tét hon néu, phospholipit chira
phosphatidylcholin & ham lrong nim trong khoang tir 20% dén 95%, tot hon néu
phospholipit chira phosphatidylcholin & ham lugng nim trong khoang tir 20% dén 75%,
va lysophosphatidylcholin & ham lugng nim trong khoang tir 20% dén 30% (vi du Lipoid
P100, P75, R LPC20 do Lipoid GmbH, Germany cung cip). T6t hon néu phospholipit
dugc bd sung & ham lugng nam trong khoang tir 100% dén 300% (khdi luong/khdi
lwong), t6t hon nita néu nim trong khoang tir 50% dén 200% (khéi luong/khdi lwong),

tinh theo tong ham lwong cia nguyén liéu ty nhién.

Khi chét én dinh khong gian dugc sir dung 1am chit 6n dinh, thi chit én dinh
khong gian dugc hp thy hodc gén vao bé mit ctia hat nano va tao ra hang rao khong gian
c6 kich ¢& 16n va day dic 16n hon luc hip din Van der Waals nho d6 chét 6n dinh khong
gian lam giam két tu, tich tu hodc tham chi két dinh hat. T6t hon néu chit én dinh khong
gian 13 t4 dugc dugc dung va dugc chon tir hydroxypropyl xenluloza, hydroxypropyl
metylxenluloza va polyvinylpyrolidon. Tt hon néu chit én dinh khong gian 13 copolyme
ba khéi dang khong ion Kolliphor® P407. Kolliphor® P407 chira chudi ky nuéc trung tAm
polyoxypropylen (poly(propylen oxit)) duoc giéi han ¢ hai diu boi hai chudi than nuéce
polyoxyetylen (poly(etylen oxit)). Co thé c6 loi dé bd sung chét én dinh khong gian trong

bude nghién c. Do d6, tot hon néu chét én dinh khong gian dugc bd sung & ham lugng
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nim trong khoang tir 0,5% dén 2% (khéi Iuong/khdi Irgng) trong bude nghién c., tdt
hon nita néu khi cac hat ¢6 kich c& hat (Dgo) nhé hon Spm.

Chét 8n dinh wu tién khic duoc sit dung trong phuong phép theo sang ché 1a
glyxerin (propan-1,2,3-triol). Tét hon néu glyxerin dugc bd sung sau budc nghién c., tot
hon nita néu & ham lugng nim trong khoang tir 30% dén 100% (thé tich/thé tich) hoac
nim trong khoang tir 40% dén 100% (thé tich/thé tich), con t6t hon nita néu & ham luong
bing 40% (thé tich/thé tich) hoic 50% (thé tich/thé tich), tinh theo tong thé tich ciia dung
moi.

Ngoai glyxerin, hodc theo cach khac, dioctyl natri sulfosucxinat 13 chit 6n dinh
tinh dién c6 thé duoc sir dung, t6t hon néu & ham lugng nam trong khoang tir 0,5% dén
2% (khéi lugng/khéi lwong), tinh theo tdng ham luong dung méi, t6t hon néu duge bd

sung sau budc nghién c.

Trong budc nghién c., thé phan tan chira nguyén liéu tu nhién & kich c& hat nho
hon 320pm duoc nghién dén kich ¢ hat (Do) nho hon 1000nm. Kich c& nay c6 thé dat
dugc trong may nghién thich hop bét ky.

Theo phuong &n uu tién, budc nghién c. dugc thuc hién trong may nghién bi uét,

t6t hon néu may nghién bi khudy uét.

Theo phuong 4n wu tién khéc, budc nghién c. bao gdm budc nghién thir nhét c.1
trong may nghién bi uét, tt hon néu may nghién bi khudy uét, véi duwong kinh bi nghién
nim trong khoang tir 0,5mm dén 1,5mm, va budc nghién thir hai c.2 trong may nghién bi
u6t, tbt hon néu may nghién bi khudy uét, véi dub‘ng kinh bi nghién nam trong khoang tir
0,3mm dén 0,4mm, va budc nghién thir ba c.2 trong may nghién bi uét, t6t hon néu may
nghién bi khudy u6t, véi dudng kinh bi nghién nim trong khoang tir 0,05mm dén 0,2mm.
Tbt hon néu, budc nghién thir hai c¢.2 duge sit dung cho dén khi thu duogc kich ¢ hat
(Dgo) nim trong khoang tir 3 dén 6pum, va budc nghién thir ba c.3 dugc sit dung cho dén
khi thu dugc kich ¢ hat (Dg) ndm trong khoang tir 80 dén 500nm, t5t hon néu nim trong
khoang tir 80 dén 300nm. Theo phuong 4an wu tién khac, véi kich c& hat ban déu (D100)
ctia bot nguyén liéu tu nhién nhdé hon 320um, budc nghién c. bao gém budc nghién thir
nhét c.1 trong may nghién bi uét, tbt hon néu may nghién bi khudy uét, v6i duong kinh

bi nghién nim trong khoang tir 0,4mm dén 0,5mm, va budc nghién th{t hai c.2 trong may
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nghién bi udt, t6t hon néu may nghién bi khudy wét, véi duong kinh bi nghién nam trong
khoang tir 0,05mm dén 0,2mm, t6t hon néu, buédc nghién thtr nhét c.1 dugc st dung cho
dén khi thu dugc kich ¢& hat (Dgg) ndm trong khoang tir 2 dén 6pum, va budc nghién thie
hai ¢.2 dugc sir dung cho dén khi thu dugc kich c& hat (Dgg) nam trong khoang tir 80 dén
500nm, t6t hon néu nim trong khoang tir 80 dén 300nm. Tét hon nita néu nhiét d6 cua
budng nghién nim trong khoang fr 25°C dén 36°C, va tbc d6 vong nim trong khoang tir

10 dén 14 m/gidy, t6t hon néu nim trong khoang tir 11 dén 14 m/gidy.

‘Do do6, theo phuong 4n uu tién, thé phéan tan thu dugc & bude b. duge nghién &
bude c. dén kich ¢& hat (Dgg) nhé hon 500nm (Do < 500nm), t&t hon néu nhé hon 300nm
(Dgo < 300nm), tot hon nira néu nhé hon 250nm (Dey < 250nm), va tét nhat néu nhé hon
200nm (Dgy < 200nm), nhu dugc do b:?mg thiét bi phan tich nhiéu xa laze hodc tan xa anh

sang dong.

Do d6, hdn dich nano thu dugc cé thé co kich c& hat (Dgg) nho hon 500nm
(Dgo < 500nm), tot hon néu nhé hon 300nm (Dgy < 300nm), t6t hon nita néu nhé hon
250nm (Do < 250nm), va t&t nhit néu nhé hon 200nm (Dyy < 200nm), nhu dugc do bing
thiét bi phén tich nhiéu xa laze hodc tan xa 4nh sang dong, va kich ¢& hat cao hon 40nm

(Dgo > 40nm)

Hdn dich nano thu duge c6 thé tiép tuc dugc tinh ché dé thu dugc két qua do én
dinh t6t nhit dudi dang hdn dich don hat, trong d6 hat don 1& ¢ kich c& trung binh nho
hon 300nm, t6t hon néu nhé hon 200nm. Hon dich don hat cé thé dat dugc béng cach loc
hén dich ndy. Thiét bi loc c¢6 thé 1am giam kich ¢& hat (Dgo) dén nhé hon 450nm, t6t hon
néu nhé hon 300nm, t6t hon nita néu nhé hon 220nm. Thiét bi loc bét ky da biét trong
linh vire nay c6 thé duge sir dung, nhu thiét bi loc Sartorius Stedim Biotech. Khi hén dich
nano duoc loc dén 450nm, bude loc ndy 1am cho dd 1éch chuén cua phan bd kich ¢ hat
tham chi hep hon, c6 thé gop phin lam ting d6 6n dinh. Theo cach khac, hén dich don
hat ciing c6 thé dat dugc bing cac phuong phap xit 1y tuong duong. Cu thé, hdn dich theo
vi du 12 13 hén dich don hat ma khong can loc.

Trong budc nghién c., nang lugng ri€éng ddc hiéu dugc &4p dung cho hdn dich nano.
Nang luong riéng dugc xac dinh 13 nang lugng hiéu dung (ning hrong tdng trir di céng
suit khéng tai) cia may nghién bi khudy uét tinh theo don vi [kW] nhan véi thoi gian
nghién tinh theo don vi [h] ([gi®]) va chia cho tdng hrong ctia hdn dich nano tinh theo
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don vi [t] ([t4n]) bao gdm luong dung méi, bot nguyén liéu tu nhién va toan bd chit én

dinh tinh theo don vi [t] ([t4n]).

Ngoai phuong phéap dn dinh hoa hoc st dung chit én dinh nhu mé ta néu trén, hdn
dich nano ciing c6 thé duge én dinh vat Iy bang thiét bj hoa keo (vi du thiét bi cai tién
Kamena do Levigata GmbH, Germany cung cép), nhu duge thé hién trén Fig.1. Trong
phuong phap nay, hdn dich nano dugc din vao thing chita (1) bang cach quay roto (4) va
1oto hd trg (5) vao 6ng tru 16m (3) & d4u bén trén qua cac tm véach ngin mot cach gin
nhu hén loan tu do. Bén trong 6ng tru 16m (3), dong hén dich nano chay xuéng (7) tac
dong luc quay nguoc chidu huéng 1én dong hén dich nano, dugc khudy béi cac roto (4,5)
& du ra & dau bén dudi cia éng tru 16m. O vi tri va cham cua dong hén dich nano chay
xudng va dong hén dich nano quay nguge chiéu, cac hat nano dugc nap tinh bing ma sat.
Tai trong tinh hodc hat tich di€n nay c6 thé gdy phan tach cac hat nano, do d6 l1am 6n
dinh vat 1y. Sau d6, hdn dich nano gia tang kich ¢& (6) & éng tru hypebol bén ngoai theo
chiéu nguoc lai. Do d6, hén dich nano duge gitr di chuyén 1én xubng theo chidu thang
ding. Do d6, ning luong nhiét gy ra dugc kiém soat bang thiét bi lam mat bang nuéc
dugc tich hop trén thanh d6i (2) cia thung chira (1), & d6 méi trieong lam lanh duge cip
vao va chuyén hudéng khéi thanh doi (8a, 8b 9a, 9b). |

Do d6, theo phuong 4n wu tién, hdn dich nano con duoc xir Iy trong buéc héa keo
d. trong thiét bi hoa keo sau budc nghién c., tét hon néu bang cach bd sung oxy. Ngoai ra,
qué trinh héa keo nay c6 thé thay thé viéc st dung chit dn dinh, va theo phuwong 4n uu
tién khac, hon dich nano khéng chta chat 6n dinh bat ky, dac bi¢t khong chia propan-
1,2,3-triol.

Nhu mo ta chi tiét néu trén, hdn dich nano theo sang ché c6 thé duge 6n dinh hoa

hoc hodc vat ly.

Hbn dich nano theo sang ché ciing c6 thé chira oxy (O,). Theo sang ché, khi nudc
giau oxy, oxy co thé hoa tan trong nudc, nhu hoa tan vt ly hodc hda hoc trong nudc,
ho#ic bAm dinh vao hat nano bat ky. Pé 1am giau hdn dich nano véi lugng dur oxy, thiét bi
héa keo néu trén cé thé dugc sir dung. Theo phuong phép cu thé cia sang ché, khoang
mot phut sau khi bat diu qué trinh héa keo, oxy c6 thé duoc bd sung cho dén khi hén
dich nano chira oxy véi ndng d6 nam trong khoang tir 20 dén 30mg/L. Bing phuong phap

nay, oxy duge bd sung vao hdn dich nano bang cach hip thu trai ngugc véi phuong phap
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ap luc, khi oxy dugc dua vao dung dich b.'?lng ap luc. Thiét bi hoa keo hiéu nang cao do
Levigata Ltd. cung cdp c6 thé dugc sir dung lam thiét bi 1am giau oxy, nhung khong chi
gi6i han & thiét bi nay.

Theo phuong 4n uu tién theo sang ché, hdn dich nano c6 ndng d6 oxy nim trong

khoang tir 20 dén 30mg/L.

Ngoai it nhat mot nguyén li€u tu nhién va tuy y oxy, hén dich nano theo sang ché
cling c6 thé chira it nhat mot hop chat dugc chon tir nhém bao gém chét thom, chét bao
quan, chit hoat dong bé mat va chét tdng cuong tinh thém, nhu riboflavin hodc axit

ascorbic.

Hbén dich nano tiy ¥ c6 thé duge loc trong budc loc sau bude c. va tiy ¥ trude
hodc sau budc d. Béng cach thuc hién buéce loc nay, kich c& cia cac hat nano trong hén
dich nano ¢é thé tiép tuc dugc diu chinh theo nhu ciu. Vi du, buéc loc vo trung hon dich
nano cé thé duogc thuc hién. Thiét bi loc vé tring cé thé 1am giam kich c¢& hat (Dg) dén
nhoé hon 450nm, t6t hon néu nhé hon 220nm. Thiét bi loc bat ky di biét trong linh vuc
nay co thé duoc st dung, nhu thiét bi loc Milipore chudn. Khi hén dich nano dugc loc
dén 220nm, budc loc nay lam cho dd léch chuin cia phan bd kich ¢ hat thdm chi hep

hon, c6 thé gép phan 13m ting d6 on dinh.

Theo phuong 4n wu tién theo sang ché, hdn dich nano dugc loc sau buéc c. va tiy
¥ trude hodc sau bude d., t6t hon néu béng thiét bi loc vo trung, t6t hon nita néu dén kich

¢ hat nho hon 450nm, va tdt hon nita néu nhé hon 220nm.

Trudce khi st dung hdn dich nano, ham luong cia hdn dich nano cé thé dugc diéu
chinh theo nhu ciu. Mit khac, hdn dich nano cé thé dugc pha loing bang cach b sung
thém dung méi. Mt khac, ham luong cta hdn dich nano c6 thé ting trong budc bd sung
e. Viéc ting ndng d6 co thé dat duoc bang cach 1am bay hoi dung méi, t6t hon néu trong
budng séy, tot hon nita néu & nhiét d6 khong virot qua 40°C, va tiy ¥ & ap sut giam. THt
hon néu hén dich nano thanh phdm c6 ham lwong nguyén liéu tir nhién nim trong khoang
tir 10% dén 40% (khdi luong/khdi lwong), t6t hon néu nam trong khoang tir 10% dén
20% (khéi luwong/khdi luong), tinh theo tdng ham lwong dung méi c6 trong hdn dich

nano.

-20-



29985

Do d6, theo phuong 4n wu tién, ham lugng cta hon dich nano duge gia ting trong
budc bd sung e. bang cach lam bay hoi dung méi, tdt hon néu trong budng sdy, dén ham
lugng clia nguyén liéu tu nhién nim trong khoang tir 10% dén 40% (khbi lugng/khéi
lugng), t6t hon néu nim trong khoang tir 10% dén 20% (khdi lwong/khéi lugng), tinh

theo téng ham luong dung méi cé trong hdn dich nano.

Hon dich nano chtta cic nguyén lidu tr nhién durgc diéu ché theo phuwong phap néu
trén va mo ta chi tiét béng cac vi du trong ph?ln thir nghiém khac biét voi chiét xuét boi
cac yéu tb sau:

Ham luong ctia cac hoat chét

Do hén dich nano chira toan bo hoic cac bd phén clua ﬂguyén liéu tu nhién ¢ thanh
phﬁn tu nhién cua né dudi dang cac hat nano, va khong chi cac thanh phﬁn dugc chiét
xuat, nhu cac hop chit hoa tan trong nudc, ndng d6 cua cac hop chét than nude cling nhu
céc hop chét ky nuéc trong hén dich nano cao hon chiét xuét. Trong chiét xuit, chi cac
hop chét than nuéc hodc ky nudc & dang dung dich do d6 hoa tan ciia ching trong dung

moOi tuong Ung.
Khéi luong kho

Do ban chét ciia hdn dich nano, khéi lugng kho thuong twong dwong hodc gin nhu
tuong duong vé6i khdi lugng hop chit bd sung & budc b. dé thu duogc hdn dich nano. Trai
lai, khéi lugng khé cua chiét xuit luén nho hon khédi luong hop chit bd sung vao dung

mdi, do d6 hoa tan ciia cac hop chét hiu nhu déu nhé hon 100% rét nhiéu.
Phan tng oxy hoa

Do c4c hat nano thudng dugc phan tan trong hon dich nano c6 dd hoa tan han ché,
nén kha ning xay ra cc phan tng héa hoc 13 khéng quan trong nhu trong cac ché pham
dang dung dich. Do d6, d6 6n dinh hoa hoc ctia hdn dich nano thudong cao hon dung dich.
D6 6n dinh oxy héa ciia hdn dich nano 13 do co ché twong tu nhur 16p oxy héa trén bé mit
nh6ém. Qué trinh phan hity don 16p trén bé mit hat nano dugc tao ra khi ching tiép xuc
v6i nuée va oxy. Pon 16p nay cé thé bao vé thanh phin bén trong cta cac hat nano khéng

bi phan hity thém, do d6 cai thién d6 dn dinh oxy hoa ctia hdn dich nano.

Do én dinh héa hoc
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CAu tric nano doc dao cia cac hat nano 1am ting dang ké ty 1& dién tich bé mit so
v6i thé tich ma tao ra cac dic tinh khac biét dang ké, ca trong diéu kién in-vitro 14n in-
vivo, nhur so v4i cac hat micro quy udc. Miac du cac tinh thé nano dugc chét c¢6 nhidu wu
diém, nhung ching ciing ¢6 mét sé nhugc diém bao gdm phuong phap san xuét phtc tap
va d6 6n dinh khong cao. Do 4n dinh 12 mot trong céac ti€u chuin quan trong dé dam béo
do an toan va hiéu luc cta dugc phdm. Trong hén dich nano st dung theo dudng tiém
tinh mach, vi du su hinh thanh cac hat c¢6 kich ¢& 16n (> 5 pm) c6 thé gay phong bé mao
mach va tic mach, do dé phan bd kich c& va kich ¢& hat dugc chét can dugc kiém soat
chat ché trong qué trinh bao quan. Hon dich nano theo sang ché khéng chita cac hat c6

kich c& 16n nhu vay.
D 6n dinh vat Iy

DPién tich cia hat 1a mdt trong céc yéu tb quyét dinh do 6n dinh vat 1y ciia hdn dich
nano. Cac hat cang 16n cang dugc tich dién déu, luc day tinh dién giita cac hat cang cao
va do 6n dinh vat ly cang cao. Thong thuong dién tich cta hat dugc dinh luong duédi dang

thé zeta, dugc do, vi du béng kha nang di chuyén cua cac hat trong dién truong.

Phuong phép diéu ché hén dich nano néu trén tao ra hon dich nano. Do d6, séang
ché ciing dé cap dén hdn dich nano c6 thé thu dugc theo phuong phap bt ky cia sang

ché.

Hon nita, hon dich nano theo sang ché c6 thé duoc str dung trong bao ché thube
hodc ché phdm bd sung dinh dudng, nhu thyc phim bd sung dinh dudng. Hén dich nano
theo sdng ché c6 thé hiru ich dé st dung trong bao ché thudc dé sir dung theo duong

khoang miéng, khu tri va/hodc dudong miéng cho dong vit, tdt hon 1a nguoi.

Hbn dich nano chira cac nguyén liéu tr nhién cé cac wu diém khac biét bao gbm
c6 thé st dung qua niém mac. Hon dich nano chira cac nguyén liéu tu nhién chira néng
dd cao cia céc hoat chét tinh trén don vi thé tich, cac hat kich ¢& nh chira cac hoat chét
khong hoa tan trong nudc, do do tao ra trién vong méi ddi véi cac dugc pham diéu hoa
mién dich, khi c4c hoat chét kich thich mién dich dwoc hép thu béi té bao mién dich, ma

can ¢6 kich c& hat nhé cta cac hoat chét kich thich mién dich.

Pé str dung qua khoang miéng, t6t hon néu duogc chit cin & dang 1ong va hidu qua

& liéu thip do kha ning hép thu cic chit qua khoang miéng bi han ché. Hon nira c4c hat
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duoc chit dugce sir dung qua khoang miéng can c6 kich ¢& nm, tirc 12 nhé hon khoang
300nm, do su van chuyén qua khoang miéng bi han ché. Do hdn dich nano theo sang ché
c6 kich ¢& hat Dgg nhé hon 300nm, nén hdn dich nano nay cé thé hitu ich dé st dung qua

khoang miéng.

Bén trong khoang miéng, c6 hai dudong dwa thudc di duoc chip nhén dé su dung
hoat chét sinh hoc. Pudng phan phdi dudi ludi dat duoc thong qua cic mang niém mac
bén dudi day miéng. Do tinh thdm cao va cung cip nhiéu mau, nén viéc van chuyén qua
khoang miéng tao ra tin suét tic dung nhanh, tao ra dudng phén phéi thich hop cho cac
hoat chét c6 tinh thdm cao véi yéu cau thoi gian phan phdi nhanh va phac dd dung thubc
khong thuong xuyén. Puong dua thudc thir hai di duoc chip nhin 12 qua niém niac
khoang miéng. Vung nay bao gdbm cac mang niém mac & 16p bén trong ciia ma. Vung nay
cling dugc cung cdp rat nhiéu mau, va tao ra thoi gian phuc hdi té bao nhanh sau cang
thang hodc ton thuong. Mic di niém mac khoang miéng cé tinh thim thip hon vung dudi
luGi, nhung sy gian nd ciia ni€ém mac rit nhe nhang va tuong dbi cb dinh tao ra chu trinh
hdp thu mong muén rit hiru hiéu dé giai phong kéo dai va giai phéng co6 kiém soat cac
hoat chét sinh hoc. Tuong tu nhu cac duong dua thube qua niém mac khéc, hai wu diém
chinh ciia hai dudng dua thudc nay bao gdm tranh duoc chuyén héa bude mot qua gan va

thai trir trude khi hap thu vao co thé bén trong dudng tiéu hoa.

Ngoai ra, chit ting cudong tinh thim bét ky da biét c6 thé lam ting kha ning hap

thu ctia hdn dich nano theo sang ché.

Ngoai viéc sir dung qua dudng miéng, hdn dich nano theo sang ché ciing c6 thé
duoc sir dung ngoai duong ti€u hoa, tiém vao ndi tiy mach, ti€ém tinh mach, qua da hoic
qua niém mac cho dong vat, t6t hon 1 ngudi. Do d6, theo phuong an wu tién, sang ché
mo ta viéc stir dung hdn dich nano trong bao ché thubc dé st dung ngoai dudng tiéu hoa,
tiém vao ndi tuy mach, tiém tinh mach, qua da hoic qua niém mac, t6t hon néu st dung

qua khoang miéng, khu trd hoic qua dudng miéng, cho dong vit, t6t hon 1a ngudi.

Sang ché dé cap dén hén dich nano én dinh chira cic nguyén lidu tr nhién, phuong
phap diéu ché hén dich nano nay va mé ta viéc st dung hdn dich nano nay, cho phép
phan phdi ting cudng cac hoat chét sinh hoc vio dong mau ciia déi tugng. Khi hdn dich
nano ndy tiép xtic véi co thé, tirc 13 v6i viing khoang miéng bao gdm niém mac khoang

miéng, hop chat dugc hip thu vio dong méu & lwong da dé tao ra dap tmg sinh hoc mong
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mudn. Do d6, hdn dich nano c6 thé dugc phan bbi bang dang thudc xit théng thuong
hoic vi ting sdi, thudc khi dung hodc thubc 1ong. Qua trinh phan phéi c6 thé dugc thuc
hién b%mg dudng ngoai tiéu hoa, ti€ém vao ndi tiy mac, tiém tinh mach, qua da, qua niém
mac, phuong phap bat ky hodc toan bd cac phuong phap théng thudng di duge chép
nhén dé phan phéi dugc chit. Cac yéu té khac biét dang ké nhat déi v6i hdn dich nano
diéu ché theo phuong phap cta sang ché so v6i, vi du chiét xuit bao gém (i) khéi lugng
mol trung binh cua céc hoat chét chinh coa nguyén li€u tu nhién - khéi lugng mol trung
binh thip hon, d6 sinh kha dung cao hon, (ii) mirc d6 nh4n biét cac hoat chit chinh cua
nguyén liéu tu nhién & co quan clia ngudi béi cac thu thé dic hidu cia nguoi (te 13 cac
thu thé nhan biét tic nhan gy bénh hodc thu thé twong tur toll TLR; chi khi muc do phat
hién bdi TLR cao, tac dung kich thich mién dich gia ting c6 thé duoc kich hoat béi mot
loat chu trinh tin hiéu sau), va (iii) tic dung thu dugc ctia cac hoat chit chinh clia nguyén
liéu ty nhién & co quan ctia ngudi. Pi véi nguyén liéu tu nhién agaricus subrufescens,
cac yéu tb khac biét nay duoc thé hién trong vi du 7 dén 9 sir dung beta-1,3/1,6-glucan 1a

hoat chat chinh clia agaricus subrufescens, ma khong hoa tan trong nuéc.

Hon dich nano theo sang ché c6 thé dugc sir dung trong diéu tri hoic phong ngira
bénh ung thu, bénh viém rudt, bénh viém khép, bénh 14y nhiém virut gdy suy giam mién
dich & ngudi, cac bénh ldy nhiém virut khac, bénh da liéu, nhu bénh viém da than kinh
hodc bénh vay nén, hoic bénh tu mién, nhu bénh xo cimg rai rac, bénh viém mach, bénh
viém khép dang thap hodc bénh viém da co. Hon dich nano theo sang ché 13 hiru hiéu
trong vi€c tao ra nﬁ")ng d6 cao cta cac hoat chat cua cac nguyén liéu tr nhién trong dong
mau trong thoi gian kéo dai nhu so véi tic 13 chiét xudt diéu ché tir nguyén liéu tu nhién.
Diéu nay dic biét ap dung cho cac hop chit ky nudc chira trong such cic nguyén li€u tu
nhién. Hon nita, hdn dich nano chira cac hop chit diéu hoa mién dich tir nguyén li€u tur
nhién kich thich hé mién dich theo cach thitc manh hon va rong hon, do ching chira
nhiéu hat dugc chat kich thich mién dich & kich ¢& nm va ham lwgng cao, duge hép thu

hoic nhén biét manh hon béi quén thé mién dich tuong tmg so v6i, vi du chiét xuit.
Vi du thye hién sang ché

Sang ché dugc md ta chi tiét hon trong phan vi du sau. Tuy nhién, cin hiéu rang
pham vi bao ho khong chi dugc xac dinh bing yéu ciu bao ho kém theo, va khéng chi

gi6i1 han & céac vi du sau. Céac vi du sau dugc thuc hién dé mo ta chi tiet hon sang ché va
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can hiéu réng sang ché duoc thuc hién khong chi gigi han nhu sang ché dugc md ta va
yéu ciu bao ho. Cac bién dbi nhu vy cia sang ché, bao gém viéc thay thé toan bd céc
phuong 4n twong duong da biét hodc duoc phat trién sau d6, c6 thé ndm trong pham vi
ctia chuyén gia trung binh trong linh vuc ndy, va cac thay dbi vé& cong thirc bao ché hoic

thiét ké thir nghiém, dugc xem 13 ndm trong pham vi ciia sang ché nay.
Vidu I:
Vidu 1.1: Ché phdm hén dich nano én dinh diéu ché tir 14 6liu

Bot 14 6liu kho (200g,kich c& hat Dgy: < 320um, ham lugng 4m du < 5%) dugc bd
sung vao nudc cét hai 1an (4000g), dé thu duoc thé phan tan nudc chira 5% (khdi
luqng/khéi lurong) bot 14 6liu. PO hoa tan ctia bot 14 6liu cé kich c¢& hat Doy < 320um
bang 1,44% (khéi luong/khdi luong). Can cir vao tri sé nay, ham luong cua hdn dich
nano 5% (khéi lwong/khdi luong) cao gip 3,5 1an gidi han d6 hoa tan ctia bot 14 6liu (tuc
12 chi sb hoa tan bang 3,5). Thé phan tan nay duoc nghién dén kich c& hat (Dgg) nhd hon
400nm trong may nghién bi khudy w6t (loai X1, Buehler AG, Switzerland) sir dung bi
nghién ziconia 6n dinh bang ytri c¢6 kich ¢& nam trong khoang tir 0,4mm dén 0,5mm cho
dén khi kich c& hat (Do) bang khoang 380nm, sau dé sir dung bi nghién ziconia 6n dinh
bang ytri c¢6 kich ¢& 0,1 mm cho dén khi thu duogc kich ¢& hat cudi cing (Dyg) bang
272nm. O kich ¢& hat (Dgo) bing 380nm, Tween® 80 (14,5g, 0,4% (khdi luong/khdi
luong)) dugc bd sung vao. Budc bd sung niy di 1am giam kich ¢& hat xubng dén 340nm.
Budc bd sung thém Kolliphor® P407 (29g, 0,7% (khéi lwong/khéi luong)) & kich ¢& hat
(Do) khoang 340nm d giam dang ké kich c& hat (Dgg) dén 272nm (Fig.2). Nang lugng
riéng [kWh/t] str dung dé nghién duoc thé hién trén Fig.2.

Vi du 1.2: Chiét xuét 14 6liu (so sanh)

Luong tuong tu cta bot 6liu (200g, kich ¢& hat Dog: <320pum) dugc chiét xuét
trong nudc cét hai 1an (4000g) trong 2 gid & nhiét d6 22°C.

Vi du 1.3: So sanh khéi luong kho

Khéi luong khé ciia chiét xuét (Vi du 1.2) va hdn dich nano (Vi du 1.1) néu trén
dugc x4c dinh bang cach loc twong ting chiét xuit va hdn dich nano, bang mang loc c6
kich ¢& 0,45um (Millipore, mang este xenluloza). Cac chit ran di loc dugc sy va khéi

lugng khod cua céc hat da loc dugce xac dinh. Nhu duogc thé hién trén Fig.3, khdi lugng
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khé cta hén dich nano bang 4,5% (khbi luong/khdi lugng) so véi 0,3% (khdi luong/khbi

lugng) cia chiét xuit véi ciing ham luong cia bot 14 6liu (5% (khéi luong/khdi lugng)).
Vidu 2:
Vi du 2.1: Ché phdm hdn dich nano 6n dinh spirulina

Bot spirulina (300g, 10% (khdi lugng/khéi luong), kich c& hat Dog: < 150pum, ham
lugng 4m du < 5%) va Kolliphor® P407 (60g) dugc bd sung vio nuéc cit hai lan
(3000g), dé thu dugc thé phan tan nudc chira spirulina. Do hoa tan ctia bdt spirulina cd
kich c& hat Dgy < 150pm bang 0,52% (khdi lwong/khdi hrgng). Can cir vao tri sb ndy,
ham lugng cia hdn dich nano 10% (khéi luong/khdi luong) cao gip 19,2 14n gioi han do
hoa tan cia bot spirulina (tirc 12 chi s6 hoa tan bang 19,2). Thé phan tan nay dugc nghién
dén kich ¢ hat (Dyo) khoang 80nm trong may nghién bi khudy uét (loai X1, Buehler AG,
Switzerland) sir dung bi nghién ziconia 6n dinh bang ytri c¢6 kich c¢& nim trong khoang tir
0,4mm dén 0,5mm cho dn khi kich c& hat (Dgo) bﬁng khoang 120nm, sau d6 st dung bi
nghién ziconia 6n dinh bang ytri c6 kich ¢& 0,1 mm cho dén khi kich c& hat cudi cing
(Do) bang 80nm. Niang lugng riéng [kWh/t] sir dung dé nghién dugc thé hién trén Fig.4.

Vi du 2.2: Chiét xuéit spirulina (so sénh)

Lugng tuong tu cia bt spirulina (300g, kich c¢& hat Dgy: <150pum) dugce chiét
xuét trong nudc cat hai 1dn (3000g) trong 2 gid & nhiét d6 22°C.

Vi du 2.3: So sanh khdi lugng kho

Khéi luong kho cia chiét xuét (Vi du 2.2) va hdn dich nano (Vi du 2.1) néu trén
duoc xac dinh béng cach loc tuong tng chiét xuét va hdn dich nano, b?mg mang loc co
kich c& 0,45pm (Millipore, mang este xenluloza). Céc chat ran di loc duoc sdy va khéi
lugng khoé cua cac hat da loc duge xac dinh. Nhu dugc thé hién trén Fig.5, khéi lugng
khé ciia hén dich nano bang 9,4% (khdi lwong/khéi lwong) so véi 3,3% (khéi lwong/khbi
lugng) cua chiét xuit véi cing ham luong cia bdt spirulina (10% (khédi lugng/khdi

lugng)).

Vidu 3:
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Vi du 3.1: Ché phdm hdn dich nano 6n dinh didu ché tr ndm agaricus

subrufescens va 5% P100, 0,5% Tween® 80 va 1% Kolliphor P407

Bot agaricus subrufescens (150g, kich c& hat Dgo: < 320pum, ham lugng 4m du
< 5%), Lipoid P100 (150g, 5% (khéi lugng/khdi luong)) va polysorbat Tween® 80 (15g,
0,5% (khdi lugng/khdi luong)) dugc bd sung vao nude cét hai 1an (3000g), dé thu duoc
thé phan tan nudc chira 5% (khdi lugng/khdi luong) bt agaricus subrufescens. P hoa
tan cua bot agaricus subrufescens cé kich c& hat Dgy < 320pm bzling 3,2% (khéi
luqng/khéi lugng). Can ct vao tri sb nay, ham luong ctia hdn dich nano 5% (khéi
luong/khdi luong) cao gip 1,6 1an gidi han d6 hoa tan clia bdt agaricus subrufescens (tic
13 chi sb hoa tan bing 1,6). Thé phan tan ndy duoc nghién trong may nghién bi khudy uét
(loai X1, Buehler AG, Switzerland) str dung bi nghién ziconia 6n dinh bang ytri c6 kich
¢& ndm trong khoang tir 0,4mm dén 0,5mm cho dén khi kich ¢ hat (Dgg) bang khoang
6,3um, sau do sir dung bi nghién ziconia 6n dinh bang ytri c6 kich ¢& 0,1 mm cho dén khi
thu duoc kich ¢ hat cudi ciing (Dgo) bang 240nm. Ning luong riéng [kWh/t] st dung dé
nghién dugc thé hién trén Fig.6 (dudng nét dam). O kich ¢& hat (Dgg) khoang 6,3pum,
Kolliphor® P407 (30g, 1% (khéi lugng/khédi lugng)) duge bd sung vao. Kich ¢ hat cudi

cﬁng (Dyo) ctia hdn dich nano bing 240nm (ciing xem Fig.6 - dudng nét dam).

Vi du 3.2: Ché phdm hdn dich nano 6n dinh diéu ché tr ndm agaricus

subrufescens va 10% P100, 0,5% Tween® 80 va 1% Kolliphor P407

Bot agaricus subrufescens (150g, kich c& hat Dgy: <320pm), Lipoid P100 (300g,
10% (khéi lwong/khdi luong)) va polysorbat Tween® 80 (15g, 0,5% (khdi lwong/khdi
luong)) duoc bd sung vao nude cit hai 1an (3000g), dé thu dugc thé phan tan chira 5%
(khéi lugng/khdi luong) bot agaricus subrufescens trong nuée. Thé phan tan nay dugc
nghién trong méay nghién bi khudy uét (loai X1, Buehler AG, Switzerland) sir dung bi
nghién ziconia 6n dinh bang ytri c6 kich ¢& nim trong khoang tir 0,4mm dén 0,5mm cho
dén khi kich ¢ hat (Dy,) bing khoang 6,3pm, sau d6 st dung bi nghién ziconia én dinh
bang ytri c¢6 kich ¢& 0,1 mm cho dén khi thu dugc kich ¢& hat cudi cing (Dg) bing
368 nm. Nang luong riéng [kKWh/t] st dung dé nghién duoc thé hién trén Fig.6 (dudng
nét dut). O kich c& hat (Dgg) khoang 2,6pm, Kolliphor® P407 (30g, 1% (khdi lwong/khdi
luong)) dugc bd sung vao. Kich ¢ hat cudi cing (Do) clia hdn dich nano bing 368 nm

- (cling xem Fig.6 - duong nét dit).
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Vi du 3.3: Ché pham hén dich nano 6n dinh diéu ché tir nAm agaricus subrufescens

va 5% P100, 0,75% Tween® 80

150g bot agaricus subrufescens (kich c& hat Dgy: <320um), Lipoid P100
(150g,5% (khdi luong/khdi lugng)) va polysorbat Tween® 80 (15g, 0,5% (khdi
lugng/khdi Iwong)) duge bd sung vao nude cét hai 1An (3000g), d thu dugc thé phén tan
nuée chira 5% (khéi luong/khdi lugng) bot agaricus subrufescens. Thé phan tan ndy
dugc nghién trong may nghién bi khudy u6t (loai X1, Buehler AG, Switzerland) st dung
bi nghién ziconia én dinh bing ytri c¢6 kich ¢& nim trong khoang tir 0,4mm dén 0,5mm.
Ning lugng riéng [kWh/t] sir dung dé nghién dugc thé hién trén Fig.7 (dudng nét dut).
Kich c& hat (Dg) ciia hén dich nano di giam dén 343 nm & ning luong riéng bang
15170 kWh/t (cling xem Fig.7 - dudng nét dit). Sau khi nghién lién tuc & ning lugng
riéng ting, kich ¢& hat ting dot bién, c6 thé do dién tich bé mit 16n cia hat, va gay két tu.
Tham chi budc bd sung thém polysorbat Tween® 80 (7,5g, @ thu duoc tong ham luong
bang 0,75% (khdi lugng/khdi lugng)) khéng lam giam dang k& kich c& hat. Trong vi du
so sanh, hdn dich nano twong trr nhung c6 b sung 1% Kolliphor® P407 (Vi du 3.2 néu
trén) va 0,5% polysorbat Tween® 80 ¢6 kich c& hat nhé hon va d6 6n dinh cling cao hon

(Fig.7 - duong nét dam).
Vi du 3.4: Chiét xult ndm agaricus subrufescens (so sanh)

Luong tuong tu cua bot agaricus subrufescens (150g, kich c& hat Dgy: < 320pum)
dugc chiét xuat trong nude cat hai 1an (3000g) trong 2 git & nhiét do 22°C.

Vi du 3.5: So sanh khéi lugng kho

Khéi lugng kho ciia chiét xult (Vi du 3.4) va hdn dich nano (Vi du 3.1) néu trén
dugc xac dinh bang cach loc twong tmg chiét xuit va hdn dich nano, bang mang loc ¢6
kich ¢& 0,45um (Millipore, mang este xenluloza). Cc chit rin di loc dugc sdy va khéi
luong kho ciia cac hat d3 loc duoc xac dinh. Nhu duge thé hién trén Fig.8, khéi lugng
kho ctia hdn dich nano bang 4,4% (khéi lugng/khdi lugng) so v6i 0% (khdi lugng/khdi
lugng) cta chiét xudt véi cing ham lugng cua bot agaricus subrufescens (5% (khéi

lugng/khéi lugng)).
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Vidu4:
Vidu4.1: Ham lugng cua cac hoat chét

Hoat chét chinh cta agaricus subrufescens 1a beta-1,3/1,6-glucan, do d6 glucan
nay co thé duoc st dung lam chit chuén dé so sanh néng d6 cua cac chiét xuét agaricus
subrufescens va hon dich nano agaricus subrufescens khac nhau. Ngoai hdn dich nano
agaricus subrufescens 5% (khdi lrong/khéi lugng) theo vi du 3.1 va chiét xuit agaricus
subrufescens 5% (khdi lugng/khdi lrong) theo vi du 3.4, cac chiét xudt khac duge didu
ché theo cuing cach thitc theo vi du 3.4. Céc loai chiét xuat khac trong Fig.9 & d6 toan bd
cac quy trinh dugc thuc hién véi cling cac thong sd (150g bot agaricus subrufescens cong
v6i 3000g dung moi, thoi gian chiét xuit trong 2 gid) véi cac dung moi khac nhau (nudc
cét hai 1an va etanol 60% (thé tich/thé tich) (EtOH)) va cAc nhiét do khéc nhau (nhiét do
phong 22°C va 80°C), nhu dugc thé hién trén Fig.9. Fig.9 1a biéu db thé hién két qua so
sanh ham luong beta-1,3/1,6-glucan clia cac chiét xuit khac nhau cia bot agaricus
subrufescens, va hdn dich nano theo vi du 3.1, so véi bdt agaricus subrufescens tinh khiét
st dung dé diéu ché chiét xuét va hdn dich nano. Hn dich nano chira beta-1,3/1,6-glucan
cua bot voi ham lugng béng 98%, trong khi d6 chiét xuit etanol & nhiét do phong chira
beta-1,3/1,6-glucan vé6i ham lugng chi bang 2% va chiét xuit nudce cét hai 1in & nhiét do
80°C chira beta-1,3/1,6-glucan & ham lugng 1én dén 46%. Diéu nay cho thdy rang trong
hén dich nano hiu hét toan bg beta-1,3/1,6-glucan tir phin bot duoc giit lai.

Vidu5
Vi du 5.1: Ché phdm hdn dich nano 8n dinh silic oxit

Bt silic oxit (100g, kich c& hat Dg: < 25nm) duogc bd sung vio nudce cat hai 1an
(2000g), dé thu dugc thé phan tan nudc chira 5% (khdi lwong/khdi lugng) bot silic oxit.
Hdn dich nano silic oxit nay duoc 1am 6n dinh bing phuong phép vat 1y mo ta chi tiét
néu trén. Thé zeta, dugc do bang thiét bi phén tich nhi€u xa laze Zetasizer (Malvern
Instruments, UK) dugc sit dung 1am théng sb vat Iy dé danh gia tac dung cta phuong
phép 6n dinh v4t Iy. Do d6, thé zeta dugc do trudc va sau khi 8n dinh v4t 1y bang thiét bi
héa keo. Do qué trinh én dinh vét 1y trong thiét bj hoa kéo trong 3 phut & tin sd bang
3000 phiit”', nén thé zeta giam tir -0,84mV dén -10,4mV. Tri s6 nay giam dang ké so véi
trj s6 khi khéng 6n dinh vét Iy (Fig.10).
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Vidu 6

Trong Vi du 6, cac hdn dich nano khic nhau dugc thir nghiém vé d 6n dinh kéo
dai. Thir nghiém dé én dinh & didu kién 10 héa cp tdc duge thuc hién bang thiét bi ly
tam phén tich (Lumifuge do LUM GmbH, Germany san xuét) dé phan loai va danh gia
hién tuong phén tach, nhu két ling, lo limg hoic déng von cla hdén dich nano. Thir
nghiém nay dugc st dung dé x4c dinh d6 dn dinh ctia hén dich nano. Hon dich nano dugc
xem 12 &n dinh kéo dai khi khong c6 hoic c6 rét it hat nano bi két ling, lo limg hoic dong

von.

Trong thir nghiém d6 4n dinh & diéu kién 130 hoa cép tdc, hon dich nano duge gia
tdc trong thiét bi ly tim & téc do bang 2000g (g = gia téc trong truong = 9,81 m/gidy?).
Vi su trg gitp cua cac dac tinh khong gian Lumifuge va hé sb tat phan giai theo thoi
gian so v6i toan bd chidu dai mAu thu dugc. Anh sang song song (Iy) chiéu vao toan bd
cong do mau va 4nh sang truyén qua I dugc phat hién bing hang ngan cam bién b tri déu
trén toan bd mau tir trén xubng dudi véi do phan gidi thang micro. DY truyén qua dugc
chuyén dbi thanh hé sb tit bing cong thirc Ig (I/p), va ndng dd hat cé thé dugc tinh toan.
Pé thu duge hdn dich nano c6 d6 én dinh kéo dai, propan-1,2,3-triol c6 thé dugc bd sung
vao dé 1am ting do nhét hon dich nano va ngin ngira cic hat nano két 1ang trong hén dich

nano. Cac vi du sau thé hién tic dung cia budc bd sung propan-1,2,3-triol.

Vi du 6.1: Ché phdm hdn dich nano én dinh kéo dai diéu ché tir ndm agaricus

subrufescens va 0% propan-1,2,3-triol

Hbn dich nano nhu duoc diéu ché theo vi du 3.1 dugc diéu ché va khqu trong
khoang 30 phut bing may khudy tir, khéng bd sung propan-1,2,3-triol. Sau d6, thir
nghiém d6 én dinh & diéu kién l3o héa cdp tdc dugc thyuc hién bang thiét bi ly tim phéan
tich (Lumifuge do LUM GmbH, Germany san xuét) dé phan loai va d4nh gid hién tugng

phan tach, nhu két ling, lo limg hoic déng vén cua hon dich nano, nhu md ta néu trén.

Fig.11 14 @0 thi thé hién duong cong d truyén qua ctia hdn dich nano véi 0%
propan-1,2 3-triol. Nhu duoc thé hién trén Fig.11, cac hat c6 kich c& 16n Kkét léng trong
diéu kién trong luc bang 2000g trong vong quay thir nhit (cac dudong mau xam nhat nim
giita d6 truyén qua bang 40% va khoang 25%), sau d6 céc hat c¢6 kich ¢& 16n khéc roi ra

trong cac vong quay tiép theo cho dén khi sau 20 phit chét ling dugc tao ra & day cong
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do. D truyén qua giam tir 44% & thoi diém ban dau xubng dén 10% (chat két lang & day
céng do), thé hién qua trinh két ling trong didu kién trong luc bing 2000g. Diéu nay thé

hién do khong 6n dinh kéo dai cia hdn dich nano.

Vi du 6.2: Ché pham hdn dich nano dn dinh kéo dai diéu ché tir ndm agaricus

subrufescens va 20% propan-1,2,3-triol

H3n dich nano (500mL ) nhu duoc didu ché theo vi du 3.1 dugc diéu ché va 20%
(thé tich/thé tich) propan-1,2,3-triol dugc bd sung vio. Hon hop thu dugc dugc khudy
trong khoang 30 phit bing méay khudy tir. Sau d6, thir nghiém do 6n dinh & diéu kién I30

héa cép téc néu trén duge thuc hién.

Fig.12 la dd thi thé hién duong cong do truyén qua ctia hdn dich nano va 20%
propan-1,2 3-triol. Nhu dugc thé hién trén Fig.12, lugng cac hat c6 kich c¢& 16n (cac
dudng mau xam nhat ndm gitta do truyén qua 50% va 40%) két lang trong diéu kién
trong luc bang 2000g thip hon nhiéu trong vong quay thi nhét, cho dén khi sau 20 phut
chét ling duoc tao ra & ddy cong do. Do truyén qua giam tir 58% & thoi diém ban diu
xubng dén 10% (chat két Iing & day cong do), thé hién qua trinh két lang trong diéu kién
trong luc bang 2000g. Piéu nay cho thiy ring bang cach bd sung 20% (thé tich/thé tich)

propan-1,2,3-triol do dn dinh cua hdn dich nano c6 thé ting.

Vi du 6.3: Ché phdm hdn dich nano én dinh kéo dai diéu ché tir nAm agaricus

subrufescens va 50% propan-1,2,3-triol

Han dich nano (500mL) nhu dwoc diéu ché theo vi du 3.1 dugc diéu ché va 50%
(thé tich/thé tich) propan-1,2,3-triol dugc bd sung vao. Hon hop thu duge duge khliéy
trong khoang 30 phut bang may khudy tir. Sau d6, sau d6 thir nghiém d 6n dinh & diéu

kién 130 hoa cép toc néu trén dugc thuc hién.

Fig.13 1a o thi thé hién duong cong do truyén qua cia hdn dich nano with 50%
propan-1,2,3-triol. Nhu duoc thé hién trén Fig.13, khong c6 su két lang trong 20 phit
trong diéu kién trong luc bang 2000g (cic dudng mau xam nhat ndm gitra do truyén qua
50% va khoang 53%). Khoéng co chét két ling & day cong do. Pidu nay cho thiy ring
bé’mg cach bd sung 50% (thé tich/thé tich) propan-1,2,3-triol, do 6n dinh cua hdn dich

nano cing tang.
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Vi du 7: Khdi lugng mol trung binh cta B-1,3/1,6-glucan trong hon dich nano va
chiét xuét nidm agaricus subrufescens vGi cing ham luong bing 5% (khéi lwong/khdi

lugng)

Fig.14 la db thi thé hién khéi luong riéng (vi du, khdi lvong mol trung binh) ciia
beta-1,3/1,6-glucan ctia hdn dich nano agaricus subrufescens nhu dugc diéu ché theo vi
du 3.1 va chiét xuit nhu dugc didu ché theo vi du 3.4 (hdn dich nano 1: 20pL thé tich
tiém trong b phan phét hién; hén dich nano 2: 10pL thé tich tiém trong bo phan phat
hién, chiét xuét: 10pL thé tich tiém trong bo phan phat hién). Khéi lugng mol cua hon
dich nano agaricus subrufescens duoc do béng hai thé tich tiém dé xac dinh d6 tin ciy
ciia phuong phap phan tich, ma thé hién dd én dinh. Khéi lwgng mol trung binh ciia hoat
chét beta-1,3/1,6-glucan trong hén dich nano agaricus subrufescens nim trong khoang tir
15 dén 16kDa va khéi luong mol trung binh ctia hoat chat beta-1,3/1,6-glucan trong chiét
xuét bang 135kDa. Diéu nay cho théy rang phuong phap didu ché hén dich nano tir
nguyén liéu tu nhién theo sang ché 1am giam dang ké khéi lugng mol cia hoat chét chinh
beta-1,3/1,6-glucan. Diéu nay dan dén su tai hép thu cao hon cua beta-1,3/1,6-glucan c6

trong hon dich nano khi st dung.

Vi du 8: Dinh luong beta-1,3/1,6-glucan trong hdn dich nano va chiét xuit nidm

agaricus subrufescens v6i cung ham luong bing 5% (khoi lwong/khdi luong)

Dectin-1 13 thu thé chinh trén cAc té bao mién dich phat hién beta-1,3/1,6-glucan &
co quan cua nguoi. Fig.15 1a bidu dd thé hién ham luong tuong dbi ciia bach cau don
nhan bidu hién dectin-1 (tinh theo %) trong miu chua té bao don nhin mau ngoai vi
khong dugc kich thich (PBMC), PBMC dugc kich thich bang hén dich nano agaricus
subrufescens 5% (khéi luong/khéi luong) dugc didu ché theo vi du 3.1 va chiét xult
agaricus subrufescens 5% (khdi lugng/khdi lugng) dugc diéu ché theo vi du 3.4, tuong
tmg. S6 lwong PBMC ting 409% khi duoc kich thich bang hdn dich nano agaricus
subrufescens 5% (khdi lugng/khdi lugng) so véi mau khéng duoc kich thich, so véi sb
luvgng PBMC tang 122% khi kich thich bing chiét xuat agaricus subrufescens 5% (khoi
luong/khdi lugng).
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Vi du 9: Mitc d§ cam (g xytokin TNF-alpha bai hdn dich nano va chiét xuit nAm

agaricus subrufescens voi cung ham luong bang 5% (khéi lugng/khdi lugng)

TNF-alpha 13 mdt trong s cac xytokin chinh trong tién trién bénh. Fig.16 13 biéu
d6 thé hién két qua so sanh mirc d6 cam tmg in-vitro xytokin TNF-alpha gy ra boi hon
dich nano agaricus subrufescens dugc diéu ché theo vi du 3.1 va chiét xuét agaricus
subrufescens duge diéu ché theo vi du 3.4. Mirc d6 cam tmg TNF-alpha béi hdn dich

nano agaricus subrufescens cao gap 60 lan so véi chi€t xuat agaricus subrufescens.

Vi du 10: Mttc dd cam g xytokin IL-10 b&i hdn dich nano va chiét xuit nidm

agaricus subrufescens véi ciing ham lugng bang 5% (khdi luong/khéi luong)

Fig.17 12 biéu dd thé hién két qua so sanh mirc d cam tng in-vitro xytokin IL-10,
13 mot trong sb cac xytokin tién viém chinh, gdy ra boi hdn dich nano agaricus
subrufescens dugc diéu ché theo vi du 3.1 va chiét xuit agaricus subrufescens dugc diéu
ché theo vi du 3.4. Muc d6 cam tng IL-10 bdi hdn dich nano agaricus subrufescens cao

gap 26,5 1an so vai chiét xuat agaricus subrufescens.

Vi du 11: Mtic dd cam tmg xytokin IL-6 béi hon dich nano va chiét xuit ndm
agaricus subrufescens v6i ciing ham luong bang 5% (khéi luong/khéi luong) 13 tac dung

thu dugc & co quan cua ngudi

Fig.18 12 biéu d6 thé hién két qua so sanh mirc d6 cam Gng in-vitro xytokin IL-6,
13 mot trong sb cac xytokin tién viém chinh, gdy ra boi hdn dich nano agaricus
subrufescens dugc didu ché theo vi du 3.1 va chiét xuét agaricus subrufescens duogc diéu
ché theo vi du 3.4. Mirc d6 cam tng IL-10 bdi hén dich nano agaricus subrufescens cao

gap 6,7 lan so vé&i chiét xuat agaricus subrufescens.

Vi du 12: Cai thién phén b6 hat ctia hon dich nano nam agaricus subrufescens véi

ham lugng bing 5% (khdi lwong/khdi luong) va 7,5% lipit

Bot agaricus subrufescens (150g, kich ¢ hat Dg: < 320um), Lipoid P100 (225g,
7,5% (khdi luong/khdi lwong)) va polysorbat Tween® 80 (15g, 0,5% (khéi luong/khbi
luong)) duoc bd sung vao nudce cit hai 14n (3000g), dé thu dugc thé phén tan nudc chira
5% (khdi lugng/khéi luong) bt agaricus subrufescens. Thé phan tan nay dugc nghién
trong may nghién bi khudy uét (loai X1, Buehler AG, Switzerland) sir dung bi nghién

ziconia 6n dinh bang ytri c6 kich ¢& nim trong khoang tir 0,4mm dén 0,5mm cho dén khi
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kich c& hat (Dg) bang khoang 15pm, sau d6 sir dung bi nghién ziconia 6n dinh bang ytri
c6 kich ¢& 0,1 mm cho dén khi thu duoc kich c¢& hat cudi cing (Diqo) bing 375nm. O
kich c& hat (Dgg) khoang 4pm, Kolliphor® P407 (30g, 1% (khéi luong/khdi luong)) dugc
) sung vao. Kich c& hat cubi cung (Do) ctia hdn dich nano béng 375nm. Khong can loc

hén dich nano thu dugc.

Bing cach bd sung thém 2,5% (khéi luong/khbi luong) Lipoid P100 so véi Vi du
3.1, hai muc dich cai thién chinh d3 dat dugc. Tht nhat, kich ¢& hat cudi cung (Djqg) thu
duge bang 375nm (xem Fig.20), so v6i kich c& hat (D;) bang 10pm (xem Fig.19) trong
vi du 3.1. Thtt hai, phan b hat don hinh théi thu dugc, so v6i phan bd hat hai hinh thai
trong vi du 3.1 (xem Fig.19 va Fig.20, twong tng). P& duy tri hdn dich nano én dinh, t6t
hon néu hdn dich nano nay c6 phan b hat don hinh thai dé tranh hodc giam hién tuong
tich tu Ostwald c6 thé xuat hién va tao ra hon dich nano khéng én dinh. Mirc do khéc biét
cling dugc thé hién rd rang tir phan bé hat chi tiét cia hai vi du. Trong vi du 3.1, kich ¢&
hat (Do) bang 0,108um, kich c& hat (Dso) bang 0,159um, kich c¢& hat (Dy) bing
0,240um, va kich c& hat (Do) bang 10pm (Fig.19). Tréi lai, phan bd hat chi tiét theo vi
du 12 1a kich c& hat (D) bfing 0,065um, kich ¢& hat (Dsg) béng 0,104pm, kich c& hat
bang (Dgo) 0,178um, va kich ¢ hat (D;qo) bing 0,375pmA (Fig.20).

Vi du 13: Mitc do cam ving té bao T hoat héa bsi CD25 béi hdn dich nano ndm

agaricus subrufescens theo vi du 12 1a tac dung thu dugc ¢ co quan cuia nguoi

Té bao T hoat héa béi CD25 1 nhém té bao T quan trong dugc xem 13 yéu t6 tao
ra sy chuyén dich dép tng tir t& bao hd trg T2 (Th2) sang té bao hd trg T1 (Thl). Su
chuyén dich trong c4n bing Th1/Th2 theo dap tmg Thl 1am tang kha ndng phong ngira
virut cia hé mién dich. Trong vi du sau, mtc d6 gia ting t€ bio T hoat hoa béi CD25
dugc thir nhiém trén co thé ngudi bang hén dich nano agaricus subrufescens theo vi du
12 so v6i bdt agaricus subrufescens c¢é ban trén thi trudng. Hon dich nano nhu dugc didu
ché theo vi du 12 dwoc tron véi propan-1,2,3-triol (glyxerin) dé thu dwge hén hop chira
40% glyxerin. Hon hop nay dugc sitr dung cho nhém thir nhit gdm tdm ngudi & lidu
luong bang 3,78 mL/ngay bing bom xit. Lidu luong nay tuong g véi 105mg agaricus
subrufescens (ham lugng chit rin kho). Trong nhém thir nhét, sb luong t& bao T hoat héa
béi CD25 ting 33% trong 4 tudn sau khi bat dau sir dung (Fig.21). P& so sanh, nhém thi

hai gdm tam ngudi duge cho st dung bdt agaricus subrufescens & dang vién nang (kich

-34-



29985

¢ hat bang khoang 220pm) & liéu luong khuyén cédo hing ngay bang 2520mg. Trong
nhém thir hai, s6 hugng t€ bao T hoat hoa bai CD25 ting 11,5% trong 4 tuin sau khi bét
dau str dung (Fig.22).

Nhu dit liéu néu trén, hon dich nano agaricus subrufescens theo vi du 12 tao ra
mitc d6 gia ting té bao T hoat héa béi CD25, cao gip 3 1in so v&i bot agaricus
subrufescens. N06i cach khac, hon dich nano theo vi du 12 ¢6 hoat luc cao gép khoang 3
14n so v6i bdt agaricus subrufescens. Pidu nay thim chi con dang ngac nhién hon khi

lidu Iuong di thap hon 24 14n so v6i bot agaricus subrufescens.
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YEU CAU BAO HQ
1. Phuong phap diéu ché hdn dich nano én dinh chira it nhét mét nguyén liéu tr nhién,

bao gom c4c budc sau:

a. diéu ché it nhit mot nguyén liéu ty nhién c6 kich ¢ hat (Dyge) nho hon 320pm;

khéng phai 1a chiét xuat;
b. phan tan it nhat mdt nguyén liéu ty nhién thu duge ¢ bude a. trong dung méi;

¢. nghién thé phan tan thu duge & bude b. dén kich ¢ hat (Dgo) nho hon 1000nm
(D()() < ]OOOH]H),

trong d6 it nhit mot nguyén liéu tr nhién dugc phin tan trong bude b. & ham
lugng nam trong khoang tr 0,5% dén 20% (khdi lugng/khdi lugng), tinh theo tong ham
lugng dung mdi sir dung trong hén dich nano, va trong do bude phén tan b. hodc bude

nghién’c. bao gom cdng doan bo sung chat on dinh;

irong dé chét én dinh duge chon tir nhém bao gdm phospholipit; polysorbat;
hydroxypropyl xenluloza, hydroxypropyl metylxenluloza va polyvinylpyrolidon;
copolyme ba khéi dang khéong ion; copolyvinylpyrolidon; caprylocapropyl polyoxyl-8
glyxerit; lauraoyl polyoxyl-32 glyxerit; gelatin; lecithin (phosphatit); gbém acacia;
cholesterol: tragacanth; polyoxyetylen alkyl ete; dan xuft diu thdu dau polyoxyetylen;
este cua axit béo va polyoxyetylen sorbitan; este cia axit béo va sorbitan; polyetylen
glycol; polyoxyetylen stearat; monoglyxertit va diglyxerit; silic dioxit dang keo; natri
dodexylsulfat; magie nhom silicat; trietanolamin; axit stearic; canxi stearat; glyxerol
monostearat; rugu xetostearylic; xap nhii hoa xetomacrogol; ruou mach ngfm va mach
trung binh; oleoyl polyoxyl-6 glycerit; plurol oleique; propan-1,2,3-triol, rugu

polyvinylic va dioctyl natri sulfosucxinat;

trong d6 it nhit mot nguyén liéu tw nhién duge chon tir nhém bao gom thyc vit, vi

khuan lam, tdo va nam.

2. Phuong phap theo diém 1, trong do it nhit mdt nguyén liéu tu nhién 1a mot phan hoic

toan b nguyén liéu ty nhién, t5t hon néu toan bd nguyén ligu tu nhién.

3. Phuong phap theo diém bit ki trong sb céc diém néu trén, trong dé nguyén liéu ty

nhién dugc séy & budc a.l1, trude khi thuc hién bude a., tot hon néu dugce say dong kho
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va/hodc séy nhiét, va/hodc trong d6 nguyén liéu tu nhién & budc a. c6 ham lugng nudc w
nhé hon 15% (w < 15%), t6t hon néu nhé hon 12% (w < 12%), tt hon nita néu nhé hon
10% (w < 10%), va t&t nh4t néu nhé hon 8% (w < 8%).

4. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 nguyén liéu tu
nhién dugc nghién thd trude va/hoic sau khi sdy & budc a.1, tot hon néu trong may phay,

va tity ¥ duoc sing dén kich ¢ hat (D) nhé hon 320pm.

5. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong do it nhat mét nguyén
liéu ty nhién dugc phan tan trong budc b. & ham luong nim trong khoang tir 2% dén 10%
(khéi lrong/khdi lugng), tinh theo tbng ham luong dung modi st dung trong hdn dich
nano, tbt hon néu nam trong khoang tir 2% dén 5% (khdi lwong/khbi Iuong) hoic nim

trong khoang tir 5% dén 10% (khéi lwgng/khbi lugng).

6. Phuong phéap theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 budc phan tan b.
bao gdbm budc bd sung chét 6n dinh, t6t hon néu trong d6 budc phan tén b. bao gbm budc

bd sung phospholipit va/hoic polysorbat, t6t hon néu

a. trong d6 budc phén tan b. bao gdm budc bd sung polysorbat & ham lugng nam
trong khoang tir 0,5% dén 2% (khéi Iugng/khdi lwong), va/hodc trong d6 polysorbat
dugc chon tir nhém bao gdm polysorbat 80 va polysorbat 20, hodc

b. trong d6 bude phan tan b. bao gdm buédc bd sung phospholipit & ham lugng nim
trong khoang tir 50% dén 200% (khdi lugng/khbi lugng), tinh theo téng ham luong cua
nguyén liéu ty nhién, t6t hon néu trong d6 phospholipit chira phosphatidylcholin ¢ ham
luong 1én dén 95% (khdi Iuong) va/hoic lysophosphatidylcholin & ham lugng nam trong
khoang tir 20% dén 30% (khéi hrgng); hoic

c. trong d6 chit dn dinh 13 polyme dugc chon tir nhom bao gbém hydroxypropyl
xenluloza, hydroxypropyl metylxenluloza va polyvinylpyrolidon; hodc trong do6 chét on
dinh dugc chon tir nhém bao gdm polysorbat 80, polysorbat 20, poloxame 407 va
poloxame 188.

7. Phuong phép theo diém bt ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 budc nghién c.

dugc thuc hién trong may nghién bi khudy uét, t6t hon néu -
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a. trong d6 budc nghién c. bao gdm budc nghién thir nhit c.1 trong may nghién bi
uét, tot hon néu may nghién bi khudy uét, véi dudong kinh bi nghién nim trong khoang tir
0,5mm dén 1,5mm, va buéc nghién thir hai c.2 trong may nghién bi uét, tbt hon néu may
nghién bi khudy uét, véi duong kinh bi nghién nam trong khoang tir 0,3mm dén 0,4mm,
va budc nghién thit ba ¢.2 trong may nghién bi uét, tbt hon néu may nghién bi khudy uét,

v6i duong kinh bi nghién nim trong khoang tir 0,05mm dén 0,2mm, hoic

b. trong d6 budc nghién c. bao gdm budc nghién thir nhét c.1 trong may nghién bi
u6t, tot hon néu may nghién bi khudy uét, véi dudong kinh bi nghién ndm trong khoang tir
0,4mm dén 0,5mm, va budc nghién thir hai c.2 trong may nghién bi uét, tbt hon néu may

nghién bi khudy uét, v6i duong kinh bi nghién nam trong khoang tir 0,05mm dén 0,2mm.

8. Phuong phap theo diém bit ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 bude nghién c. bao
gdm budc bd sung chit 6n dinh, tét hon néu chit 6n dinh 13 chit én dinh tinh dién
va/hodc khong gian, ¢ kich c& hat Doy < 9um, t6t hon néu Dy < 3 pum, tdt hon nita néu
Dy < 800nm va t6t nhat néu Dy < 300nm, t&t hon néu trong do chét 6n dinh duogc ch(_)n
tir nhém bao gdm phospholipit; polysorbat; hydroxypropyl xenluloza, hydroxypropyl
metylxenluloza; polyvinylpyrolidon; copolyme ba khéi dang khéng ion, nhu poloxame
(vi du, poloxame 407 hodc poloxame 188); copolyvinylpyrolidon; caprylocapropyl
polyoxyl-8 glyxerit; lauraoyl polyoxyl-32 glyxerit; gelatin; lecithin (phosphatit); gém
acacia; cholesterol; tragacanth; polyoxyetylen alkyl ete; din xudt diu thiu diu
polyoxyetylen; este cla axit béo va polyoxyetylen sorbitan; este cia axit béo va sorbitan;
polyetylen glycol; polyoxyetylen stearat; monoglyxertit va diglyxerit; silic dioxit dang
keo; natri dodexylsulfat; magie nhém silicat; trietanolamin; axit stearic; canxi stearat;
glyxerol monostearaf; ruou xetostearylic; xap nhii hoa xetomacrogol; rrou mach ngin va
mach trung binh; oleoyl polyoxyl-6 glycerit; plurol oleique; propan-1,2,3-triol, rugu
polyvinylic va dioctyl natri sulfosucxinat, t6t hon néu chit 6n dinh dugc chon tir nhém

bao gbém polysorbat 80, polysorbat 20, poloxame 407 va poloxame 188.

9. Phuong phép theo diém bit ky trong s cac diém néu trén, trong d6 phuong phap nay
bao gdm budc bd sung propan-1,2,3-triol (glyxerin) sau khi két thiic buéc nghién ¢, tbt
hon néu trong d6 chat 6n dinh 13 glyxerin duoc bd sung & ham lurgng nim trong khoang
tir 30% dén 100% (thé tich/thé tich), t6t hon néu & ham luong bang 40% (thé tich/thé
tich) hodc 50% (thé tich/thé tich), tinh theo téng thé tich ctia dung méi.
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10. Phuong phép theo diém bat ky trong sé cac diém néu trén, trong d6 hon dich nano
con dugc xtt ly trong bude hoa keo d. trong thiét bi héa keo sau budc nghién c., tét hon

néu bang cach bd sung oxy, khi hdn dich nano khong cin chira propan-1,2,3-triol.

11. Phuong phép theo diém bat ky trong sé cac diém néu trén, trong @6 hdn dich nano
ndy dugc loc sau budce c. va tly ¥ truée hodc sau budce d., t6t hon néu bang thiét bi loc vo
trung, t5t hon nita néu hdn dich nano nay duoc loc dén kich ¢& hat nho hon 450nm, va tot
hon nita néu nhé hon 220nm, va hodc trong d6 hdn dich nano nay con chira it nhit mot
hop chét dugc chon tir nhém bao gém'chét thom, chit bao quan, chét hoat dong bé mat

va chit ting cuong tinh thim.

12. Phuong phép theo diém bat ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 thé phan tan thu
dugc & buée b. duge nghién dén kich c& hat (Dgg) nhé hon 500nm (Dgy < 500nm), tdt hon
néu nhd hon 300nm (Dgo < 300nm), t&t hon nita néu nhé hon 250nm (Do < 250nm), va
tot nhét néu nhé hon 200nm (Dgy < 200nm), nhr duge do bing thiét bi phan tich nhifu xa

laze hodc tan xa 4nh sang dong.

13. Phuong phép theo diém bét ki trong sé cac diém néu trén, trong d6 ham lugng cla
hdn dich nano dugc gia ting trong budce bd sung e. bang cach lam bay hoi dung moi, tét
hon néu trong budng siy, dén ham luong cua nguyén liéu ty nhién nim trong khoang tir
10% dén 40% (khéi lwong/khéi lugng), tét hon néu ndm trong khoang tir 10% dén 20%
(khéi lugng/khdi lugng), tinh theo tong ham luong ciia hén dich nano, va/hoic trong do it
nhit mét nguyén liéu tu nhién c6 trong hdn dich nano & ham lugng tao ra chi sé hoa tan
cao hon 0,4, hodc cao hon 0,5, hodc cao hon 0,8, hoic cao hon 1, hoic thdm chi cao hon

1,1.
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