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(57) Sang ché dé cap dén vat liéu nano composit bao gom hop chat titan dioxit hat nano,
phuong phép san Xuat vét liéu nano composit ndy va ché pham chtra ching. Vat liéu nano
composit ndy bao gdm chat mang oxit kim loai hat nano, tot hon néu 1a titan dioxit, c6 bé
mat va 16, ¢& dudng kinh trung binh niam trong khoang tir 1 nm dén 100 nm, va dién tich
bé mat 1én hon hodc bang 50 m2/g, nhém chirc thir nhat duoc chon tir hydroxyl, phosphat,
sulfat, clorua, amino, metyl va folat, dugc hép phu hoa hoc 1én bé mat chat mang, va nhom
chtrc thr hai bao gdm cac phan chiét tir thao moc va/hodc trai cay duoc hap phu vat 1y 1én
bé mit chat mang va 19.
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Linh vue ky thuit dwge dé cap

Séng ché dé cap dén quy trinh tdng hop va diéu ché hdn hop cac phén chiét tir
thao mdc va trai cay, va hép phu n6 1én vat li€u nano titan dioxit duoc bién ddi bﬁng
nhom chiec, ¢6 cdng thire chung 1a E/MaO2)(OH)v(PO4)w(SO4)xCly(NHz),, trong d6 E
la dung dich phuec thu dugc tir phan chiét tir budi, chanh, quyt, va cac phan chiét tir cay
ho cam quyt khac, va M 1a titan. C& hat cta chét nén, tinh axit, ¢& 15 trung binh cua
chit nén va ¢& hat duge kiém soat trong qua trinh téng hop. Vat liéu nano theo sang
ché duge st dung dé vo hoat virut, loai bd vi khuén, vi khudn hiéu khi hinh que
mycobacterium, ndm va céc bio tir. Sdng ché du dinh st dung céc hat nano nay dé tiy
trung va sat trung cac bé mat sinh hoc va khong bi gidi han ¢ linh vuc Ung dung cu

thé.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Tw budi so khai, con nguoi dd lubn c¢b ging dé thay ddi vat chit va gin day,
cac nha khoa hoc d3 dat dugc kha nang thao tac trén vat chét, ho c6 thé thao tic trén
cac vat liéu & cAp do nguyén tir va phan tir thong qua viée st dung cong nghé nano da
phat trién tir khoa hoc 1y thuyét sang khoa hoc thuc tién trong cudc song thuong ngay.
Ngay nay, cong nghé¢ nano dang dugc phat trién dé ngan ngira, chén doan va didu tri
céc bénh truyén nhidm, v6i mot sd san phdm sip di vao giai doan thir nghiém 14m
sang. Céc tién bd trong linh vuc ndy ting theo ham s6 mii (1-6). Khoa hoc nano va céc
nghién ctru lién nganh da tdp hgp cac nha hoéa hoc, nha vat ly hoc, nha sinh hoc va céc
ky su dang quan tdm dén viéc can thiét phai phat trién cac phuong phap than thién véi
hé sinh thai va phét trién bén viing dé tbng hop vat liéu nano. Cé xu huéng tich hop
cac phuong phap héa hoc xanh vao trong thiét k& cac vat liéu va cac quy trinh than
thién v&i moi truong. Cling da cd nhitng tién bo nhanh chéng trong viée tong hop cac
oxit hodc vat lidu nano kim loai hdn hop twong thich sinh hoc va céc oxit ludng kim
don, cling nhu bién d6i bé mit chung dung cho cac tmg dung trong hoat dong sinh hoc
va y hoc nano. Viéc sinh tbng hop cac hat nano 1a két qua méi phat hién giita viée két
hop cong nghé nano va céng nghé sinh hoc dang thu hut ngay cang nhiéu chd ¥ do nhu

cAu phat trién cac cong nghé than thién v6i mdi truong dé tbng hop vat liéu dang ting
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dan. Cac phan tir sinh hoc 1am chét thir 4 dugc phat hién 13 ¢6 wu diém 16n hon so véi

cac phéan tr trong duong trong vai tro 1am chit bao vé (7-13).

Tinh chét cta vat liéu c6 thé bi thay ddi dang ké khi ¢& hat cta chung gidm
xubng murc nanomét. Trong nganh khoa hoc vat liéu, “phin t” 1a thuat ngit chung aé
md ta cac vat thé rdn nho 6 kich thude nim trong khoang tir cip do nguyén tir (10°
1°m) dén cAp do vi md (10°m). Tuy nhién, ¢& phan tir thuong dugc thay 13 nim trong
khoéang tir 10 dén 10m. Cac phén tir 1én (> 10°m) thuong duoc goi 1a hat (tirc 1a
zeolit, cacbon, kim loai Raney) va céc phan tir nhd (<15 nm) gdm cac oxit hdn hop
(kim loai), tirc 1a Ti02-SiO», TiO2 hodc SiO; (14-20) thuong dugc bd sung. Tt ca céc

vat liéu déu chia cac hat (ph?ln tr) dugc tao thanh boi sy két tu cac hat nano.

Trong cac vat lidu truyén thdng, céc hat c6 kich thudce nam trong khoang tir
100 micromet dén hang milimet (mm), trong khi hat v4t liéu nano c6 kich thuge nim
trong khoang mét phan ti cia mét (10°). Pudng kinh trung binh ctia s¢i tc ngudi vao
khoang mot nanomet. Bén kinh nguyén tir vao khoang tir 1 dén 3 Angstrom (A), va 1
nanomet bﬁng 10 A. V4t liéu nano rén, cung, bén va mém déo & nhiét d6 cao, chung
chéng lai dugc su phan hiy, sy x6i mon va &n mon, cling nhu rat hoat dong vé mat hoa
hoc. Céc tinh chat vat ly va héa hoc ctia mdi vat lidu nano hogc vat liéu hat nano dugce
x4c dinh boi kiéu hop chét va céc tuong tac tao chirc cho hat nano; do d6 mat do
electron va luong hydroxyl trong mang ludgi c6 vai tro quan trong trong viéc lam dut

gdy ADN gay bénh.

MGt trong cac linh vuc ¢ tdm quan trong cta hat nano ngay cang ting 1a linh
vuc téy trung, trong d6 su phan bb hat c6 hinh dang va kich c¢& x4c dinh thu dugc s&
cai thién hoat tinh téy trung. Cu thé, can dat dugc trang thai cac hat c6 mic do phan
tan cao voi phr?m 16n cac nguyén tir dugce dinh vi trén bé mit hat. C4u tric nay bao gf“)m
céc théng sb nhu ving rén, ¢& 13, ciing nhu 1 hinh dang va thé tich ctia 18. Céc thong
s6 nay ciing quan trong, vi chiing chiu trach nhiém lam tang ty 1& tAy tring. Su hip phu
clia cac nhém chire 1én bé mat khién cho ching c6 tinh chon loc dbi vé6i céc vi sinh vat
gdy bénh va su hip phu ctia céc phan chiét tir cdy ho cam quyt mang lai cho chung kha

ning tiy tring.

Mic di hoat tinh nay c6 thé lién quan truc tiép dén tong dién tich tiép xtic gitta

vat liéu v6i sinh vat, viéec xdc dinh bé mit duge xem la yéu cau quan trong dé phan
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tich dac diém cua vat liéu nay. Tuong tu, cling can hieéu rd ban chat cta clu trac 16 vi

n6 chiu trach nhiém kiém soét viéc vin chuyén cac chat thr va sdn pham.

Titan dioxit ¢6 thé duoc tim thdy trong tur nhién & ba pha két tinh: anata, rutin,
va brukit (titan oxit) (Fig. 2). Anata va brukit (titan oxit) c6 thé bién d6i thanh rutin &
nhiét d6 cao. Anata c6 thé bién ddi nguge trd lai thanh rutin bang cach gia nhiét. Mot
vai yéu t6 gop phan vao viéc dich chuyén pha, nhu ¢ hat, hinh thai hoc tinh thé,
nhung cu thé 13, anh hudng cta cac ion dén su ha?'tp thu mang ludi. Tai liéu k¥ thuat
trich dn mot trong ba pha, anata, c6 tinh 4n dinh hoéa hoc cao va chéng an mon, tro
v6i cac chat sinh hoc va c6 dién tich bé mit riéng cao. Tuy nhién, titan oxit trén thi
trudong 12 hdn hop (Degussa P25) chtta 60 dén 80% anata. Vin d& duy nhit trong vidc
thu nhén anata 13 & chd rutin dn dinh hon vé mit nhiét dong luc hoc. CAu trac cua
anata va rutin 1& khéi t& dién, trong khi brukit (titan oxit) 1a hé thoi, mdi nguyén tir
titan dugc lién két v6i 6 nguyén tir oxy & khodng cich gin nhu bang nhau, va mdi

nguyén tir oxy lién két v6i ba nguyén tir titan.

Do dé, dang c6 nhu cau ngay cang tdng vé chat tay trung va chat sat trung c6
tic dung dic hiéu lam bat hoat virut va diét vi khuan, vi khuan mycobacterium,
mycoplasma, nam, dong vat nguyén sinh va cac bao tir v6i hiéu qua cao dd dugc

chimg minh trong viéc khang lai cac vi sinh vat nay va vi sinh vat khac.

Diéu nay co mbi lién hé véi su ting cac bénh truyén nhiém méi (vi du, HIV,
ctim va ciim gia cAm) va su xudt hién tro lai cc bénh truyén nhidm di dugc kiém soét
truée d6 do su khang thude, do céc thay ddi vé mdi trudng va céc thay dbi vé& cach
sdng. Ngoai ra, viéc st dung céc thiét bi y té méi, khong duoc khir tring bing céc k¥
thudt thdng thuong, nhu xtr ly nhiét, c6 thé 1am lan rong mot sb bénh truyén nhiém.
Cong nghé nano sé& co6 tac dong manh lén cac bénh truyén nhiém tir bénh vién va céc
bénh sinh ra tir do, dé cai thién viéc chin doan, ngin ngira va phat hién, céc liéu phap
chi huy, va céc vat li¢u khang khudn, khang virut, khang nim, khang vi khuén
mycobacterium va diét bao tir. Theo tai liéu chuyén nganh, hoat tinh khang vi khuan
mycobacterium c¢ lién hé mat thiét véi hoat tinh diét bao tir chil yéu quay xung quanh

Bacillus Subtilis.

Céc k§ thuat chan doan két hop gifta hé théng nhan dién véi hé thdng phét

hién, bao gdm thanh d& (cantilever) di chuyén qua vi tri lién két khang nguyén véi ddy
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kim loai nano phat hién dong té bao lién két mién dich.

Dé ngédn ngua, chét diét vi sinh vat dua trén cong nghé nano dugc thir nghiém
kha ning khang HIV va céc virut khac, va hién nay dang trong giai doan thir nghiém
1am sang giai doan diu. Céc nghién ctru trong phong thi nghiém vé cac vicxin méi
khang bénh viém gan B, bénh lao, HIV, cim va 16p phu bé mat khang khuén hodc vat
liéu khang khuén, bao gbm cac vécxin va 16p pht bé mat hodc vt lidu dung trong linh
vuce y té, ¢6 vé c6 trién vong. Cac 16p phi bé mit nay c6 thé lam giam van dé lién quan
dén sy bam dinh cta vi khuén hodc virut 1én céc bé mat trong bénh vién va cd tac dong
6 loi dén su truyén cac vi khudn, virut, cdc bao tir, ndm, v.v... khang nhiéu thube
(multiresistant) trong bénh vién ma la vén dé nghiém trong chua giai quyét dugc. Titan
dioxit ¢6 tuwong tac dac hi¢u voi nhiéu phéan tir sinh hoc, vi trung, tao, té bao va mo
séng. Tuong tac ddc hidu nghia 1a chiing khong gidng cac phan ng thong thuong gifta
vat 1idu khong sbéng v6i phan tir sinh hoc hoic md séng. Céc tuong tac chu yéu la c6
loi trén khia canh cac mg dung cdng nghé sinh hoc. Titan dioxit dugc biét 14 tao thanh
lién két truc tiép v6i md séng c¢6 thé duoc st dung trong cac Umg dung vat liéu sinh
hoc. Céc linh vuc ing dung khac cua titan dioxit gém bd cam bién sinh hoc, cong nghé
mo, liéu phap gen (genus therapy), s phan phdi ¢6 kiém sot chat tri liéu, va bao vé

méi trudng (21-30).

Tinh an toan déi véi vi khudn van 1a mbi quan tim 16n trong céc chu dé wu
tién vé strc khoe, cac td chie didu tiét, va cac nganh cong nghiép trén toan thé gioi.
Thong thuong, nhiéu chién luge da duoc str dung dé kiém soat vi sinh vat. Mic du céac
chét khang vi sinh vat téng hop da dugc chip thuin & nhiéu nudc, nhung gan day c6
xu huéng st dung céc san phdm ty nhién, doi héi viéc phat trién céc chit khang vi sinh

vat an toan, hiéu qua va chap nhan duoc tir cac ngudn thay the.

Trong nhitng ndm gan dy, cum hat nano d8 diét cac phan tir virut, cac tuong
tac virut-té bao, va cac virut giy bénh, d dugc xét dén trong cac phuwong phép dé phat
trién va phac thao chién lugc méi. Rotavirut 1a chi virut ARN soi kép trong ho
Reoviride (s¢i kép - ds). Virut ARN 13 nhém virut da dang c6 khoang vét cht rong
(nguoi, dong vat, thuc vat, nm va vi khuén), ¢4 nhiéu manh hé gen, td chic va sb

luong (1 dén 12), va virion (s6 T, 16p capsit hogc turet).

Bénh cum, thudong duoc biét dén 1a bénh cam cum, 1a bénh truyén nhiém do
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virut ARN gy ra. Hat virut hodc virion cim typ A c¢6é duong kinh khoang 80-120 nm
va thuong c6 dang gin gibng hinh ciu, mic du c6 thé c6 dang soi. Khic véi virut
thong thudng, bd gen virut ciim typ A khéng phai 1a mot méanh axit nucleic don, ma 1a
t4m méanh ARN d6i nghia duoc chia doan (tbng 14 13,5 kilobazo), md héa 11 protein
(HA, NA, NP, M1, M2, NS1, NEP, PA, PBI1, PB1-F2, PB2). Déc trung nhét ciia cac
protein trong virut ndy 1& hemagglutinin va neuraminidaza - hai glycoprotein 16n, duoc
tim théy & bén ngoai hat virut. Cac chit xtc tac sinh hoc 13 hat nano duoc tao chirc

theo sdng ché s& pha v& céc lién két ARN va cau truc protein cua loai virus nay.
Phan chiét

Thuyc vat chira nhidu thanh phin va 1a ngudn gia tri cung cép cac phan tir c6
hoat tinh sinh hoc méi c6 tinh khang khuén. Céc thanh phﬁn nay dugc chiét tr cac loai
thuc vat nhét dinh hodc dudi dang phﬁn chiét tiéu chudn hoa hoic dudi dang nguén
hop chét tinh khiét, tao ra kha ning vd han dé kiém soét su tang sinh cua vi khuén nho
tinh da dang hda hoc cta nd. Nhiéu phén chiét tir thuc vat cé hoat tinh khang khuén
khéng lai nhiéu vi khuan, ndm men va ndm mdc khéc nhau, nhung sy thay dbi vé chét
lugng va sb luong clia cac thanh ph?m ¢6 hoat tinh sinh hoc van 13 trd ngai 16n. Su
phét trién clia céc quy trinh phan téch hiéu qua dé tao ra cac phan chiét tidu chuén,
cling nhu danh gia tinh an toan va doc hoc cua chét khang khuin nay can nghién ctru

thém (45-47).

Tinh khang khuén cta tinh dau (EO) d dugc biét dén tir hang thé ky va véi
nhu cAu thay d6i xu huéng khach hang ngay cang ting, can tim ra phép ché va su phan
1ap céac chit giy bénh khéng thudc khang sinh thay thé cho san pham héa hoc dva trén
céc thube tdy trung. DAu tlr trdi cam quyt khong chi hitu ich trong thuc phdm, ma
ching con duge chimg nhén 1a an toan (generally recognized as safe - GRAS), va
duoc théy 13 chit trc ché, & dang dau va hoi, khang ca vi khuén Gram duong va Gram
4m. Nhom dau nay c6 thé cung cép chat khang khuén ty nhién, can dé dap tmg nhiéu

didu kién (45-47).
Céc tai liéu patent trong tinh trang k¥ thuat

Patent M§ s6 6,117,814. Patent nay md ta titan oxit chira chit mang, con két
hop ca silic dioxit va nhdm oxit lam chét lién két trong céu tric cua nd. Muc dich cta

chét lién két nay la dem lai tinh chit co hoc dugc cai thién cho chét mang. Khoang
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kich thuéc cta chit mang 1a khoang tir 20 dén 120 micron. Chit mang nay chira

khoang 50% chét lién két san xuét bang quy trinh sol-gel.

Patent M¥ sb 6,087,405. Sang ché nay mé ta chit mang cho phan tmg Fischer-
Tropsch ctia khi tong hop. CAu triic ctia chit mang nay chira kim loai tr nhém VIL. Ty

18 rutin-anata trong cau tric nay 1a dau hiéu phén biét cuia sang ché.

W0/2003/064324. Sang ché nay d& cap dén hop phin polyme gdc titan oxit.
Hop phan theo sang ché bao gdm polyme gbc titan oxit TiOx (OH) va (H20)z (x +y +
z = 3) & dang gel hodc sol. Polyme nay, cé cAu tric mot chiéu (1D), dugc tao nén tir
cac soi dong tAm co tinh chu ky, dugc suy ra tir khoang cach gifra cc soi nay, nam
trong khoang tu 3,5 dén 4. Mdi soi bao gdm céc khbi tam mit TiO6 va mdi khéi tam
mit TiO6 c6 chung hai mép ddi dién voi hai khéi tim mat lién k& (2 x 2,92 A) d tao
thanh chudi vo tdn phat trién doc theo truc soi. Theo sang ché, hai chudi lién ké tao
thanh céc dudng kép thu duge tir cic mép chung (2 x 3,27 A). Polyme theo sang ché
thich hop dé sir dung lam yéu t6 nhay quang trong té bao quang dién, nhu rém che ctra

9
A

SO.

W0/2006/079757. Phuong phép diéu ché dung dich sol-gel tién than gdm oxit
4n dinh dua trén chi, titan, ziricon va ho lantan va phuong phéap didu ché gém nay.
Séang ché nay dé cép dén phuong phap didu ché dung dich sol-gel tién than oxit gém
dn dinh dua trén chi, titan, ziricon va ho lantan. Sang ché nay bao gém cac budc lién
tiép sau: a) didu ché dung dich sol-gel bang cach cho tién chét chi phén tu, tién chit
titan phén tir, tién chét ziricon phan tir va tién chit lantan phan tir tiép xuc voi méi
truong bao gdm dung mdi diol va tily ¥ rugu don béo; b) dé yén dung dich thu dugc
trong khoang thoi gian da lau dé thu duge dung dich c¢6 do nhét vé co ban 1a khong
ddi; va c) pha logng dung dich thu dugc trong budc trude d6 véi dung mdi diol gibng
v6i dung méi duge st dung trong bude a, hodc dung mdi c6 thé tron 14n v6i dung moi
nay, & ty 1& dinh sin. Séng ché nay c6 thé dung d8 didu ché vat lidu gdm oxit chira chi,

kim loai lantan, titan va ziricon.

W0/2007/141590. Cac ngudn chira titan oxit dugc tao cAu tric nano sol-gel dé
dung trong viéc giai phong thube c6 kidm soat & hé than kinh trung wong va phuong
phap tong hop. Sang ché nay dé cap dén ngudn chira titan dioxit duge tao chu trac

nano sol-gel va qué trinh tdng hop twong thich sinh hoc véi md néo ciia nd. Su phan



30762

b6 theo c& 18, kich thuéc mam tinh thé va murc d6 phan bd pha két tinh ctia anata, rutin
va brukit (titan oxit) co thé dugc kiém soét toan bd. Thiét bi nay c6 thé duoc st dung
dé chtra thudc v& than kinh. N6 ¢c6 thé duogc cai truc tiép vao md nfo nham muc dich
giai phong thude c6 kiém soat thoi gian trong khoang thoi gian tir 6 thang dén ba nam.
Patent nay st dung phuong phap sol-gel va bi han ché & viée san xuét hat nguge voéi
phuong phap theo sang ché trong do6 vat liéu san xuét trude duge st dung va bé mit

ctia n6 dugc bién doi bang cach ngam tam.

W093/21969. Vit liéu phit méi cho cac ung dung y sinh, dic biét la dé su
dung trén cac md cdy y sinh, vt li€u phi nay bao gdm titan oxit c6 ngudn gbc tir gel,
trong d6 vat liéu nay c6 kha nang kich thich sy hinh thanh canxi phosphat trén bé mit
clia no trong diéu kién in vitro, vi du trong dich thé mé phong va/hodc trong diéu kién
in vivo, cac quy trinh diéu ché vat lidu phu, cling nhu st dung ching trong cong nghé

chy ghép y sinh.

» US 8,404,743 B2. Hop chét bao gdm phtrc hop k&m oxit lién két héa hoc véi
mot hodc nhiéu phan tr ¢6 hydro axit nhu, vi dy, axit hitu co. Sang ché nay con deé

xuét ché phim chira hop chét nay va phuong phap tao ra hop chat nay.

US 2012/0244086 Al. Ché phdm ding trong nha khoa, chira phan chiét tir
zingiber officinale bang cach str dung vat liu c6 ngudn gbe tir kém, c6 tinh khang

khudn.

US 2012/0237455 Al. Ché phim ding qua duong miéng, chia phan chiét tir
zizyphus joazeiro bang cach st dung vat liéu c6 ngudn gbc tir kém, c6 tinh khéng

khuan.

EP 1,981,513 A2. Ché phdm chim séc da tai chd chua phan chiét tir kakadu
plum hozc phan chiét tir acai berry, hodc két hop ca hai. Ché pham nay c6 thé co gia tri
v& kha ning hép thu gbc oxy hoa (oxygen radical absorbance capacity - ORAC) cao.
Ché phdm nay c6 thé cai thién vé bé ngoai, chirc ning sinh ly, cac tinh chit 1am sang,
va/hodc cac tinh chat Iy sinh cta da. Hat nano khong duoc st dung trong tai liéu nay,

nhung sang ché nay thé hién tinh khang khuan.

US 2012/0225147 Al. Ché phim ding tai chd dé cai thién vé mit nhin dbi véi

vé ngoai ctia da, chira luwong hitu hi€u cua phin chiét tr Malpighia punicifolia
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(acerola), Myrciaria dubia (camu camu), va Ribes nigrum (phtc bdn tir den - black
currant), va chit din thubc chip nhan duoc d6i véi da bao gdm nuée, glyxerin,
dimethicon hodc xyclomethicon, axit stearic, cacbome, va natri hydroxit. N6 thé hién

tinh khang khuan.

EP 2,099,429 A2. Hat nano dang mixen bao gdm polyetylen glycol (PEG),
phospholipit, cholesterol, glycolipit axit béo, axit mét, va saponin boc doc td botulin

d giam téc dung gay doc ctia né. Chung thé hién tinh khdng khuan.

US 8,372,382 B2. Nhii tuong dau trong nuéc khong ion chira it hon 50% trong
lugng nuéce, hdn hop chit nhii héa khong ion va chat 6n dinh nhil twong khéng ion,
hdn hop cac chét didu hoa d6 4m da, chit lam Am va hén hop chét hép thu UV. Nhi
tuong co thé 4n dinh va c¢6 SPF 14 it nh4t 30. Hat nano khéng dugc dung trong do,
nhung séng ché nay thé hién tinh khang khuan.

EP 2,470,159 Al. Ché phdm va phuong phap didu tri cho da bao gom su két
hop twong thich vé mit héa hoc céc thanh phén hoat tinh cho da bao gdm palmitoyl
tetrapeptit-7, metylsilanol mannuronat, va Lactobacillus ferment, sy két hop tuong
thich v& mat héa hoc cha cac thanh phan hoat tinh cho da bao gdm cac phan chiét tir
thuc vat tr Punica granatum, Castanea sativa, Gossypium hirsutum, va Euterpe
oleracea, va chit din thudc chép nhan dugc dbi véi da. Ché pham nay c6 thé dac trung
& chd chung cé thé ¢ lai trén da ngudi trong khi ngli. Hat nano khong dugc sit dung

trong ché pham nay, nhung sdng ché nay thé hién tinh khang khuén.

US 5,792,793 A. Phitc hop tao thanh boi su két hop gitta hop chét chira nhém
thiol va ion bac; chat khang khuén, khang nim, va khang virut chtra thanh phan gibéng
nhu chét hoat tinh; va chat khéang khudn, khang nim, va khang virut twong thich véi
c4c chét din thubc va chit mang khéac nhau, gitt duge hoat tinh ciia né trong thoi gian
dai, va giam doc tinh khi dung qua duong miéng, gidm kich ng da va kich ng niém
mac.

EP 2,448,416 A1. (tr WO/2011/002929A1) Ché phém bio quan khang khuan
chira ndng d6 phin chiét tir thuc vat thdp, trong cic két hop hiép ddng véi cac
alkandiol trong hé dung méi, tily y véi céc axit tlr trai cdy. Ngoai ra, sang ché nay d&
cap dn ché phdm bio quan hodc cé tinh khang khuin chita hop chét bac, tinh dau

hodc thanh phan riéng biét, mot hodc nhiéu mudi k&m, va mdt hodc nhi€u alkandiol.
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Ché phim theo séng ché nay c6 thé ding trong céc san phdm chim séc c4 nhan bao
gdm céc san phim chim séc vét thuong hodc dung trong thu y. Tét hon 13, ché pham

theo sang ché nay c6 it mui hodc khong c6 mui phét hién dugc trén nguoi.
Ban chét k§ thuit cia sing ché

Muc dich chinh cta sang ché 1a str dung cong nghé nano dé phat trién vat liéu
nano titan dioxit véi phﬁn chiét tr thao méc hoic trai cay duoc hép phu 1én bé mit cta
vat liu nay dé sir dung trong viéc lam bét hoat loai virut bét ky, va tiéu diét vi khuén,

nam, mycoplasma, mycobacterium, dong vat nguyén sinh va bao ti.

Viéc tdi vu hoéa vat liéu nano nay cho phép kiém soat dugc cac thong s6 sau:
tinh axit ctia chét mang, dién tich theo BET, su phan bd ¢& 16, ¢& hat, mic dd tao
chirc, sw phan tan phan chiét da hip phu 1én chit mang 13 16n dé thu dugc hoat tinh
pha v& cac lién két CC va CN cua protein, ARN va ADN cao ¢ vi sinh véat gdy bénh.
Dang néi 14 tit ca cac phin chiét c¢6 chét mang nén nay duogc phan tin toan bd qua chat
mang dé thu dugc hidu qua bé gily (crackinh) cao & céc lién két CC va CN cua protein
va nucleotit.

Chét mang vat liéu nano 12 oxit kim loai v6 co hat nano dugc tao chirc nho
qua trinh ngdm tAm. VAt liéu nay duoc tao chic va duge phén tan déu voi céc phén
chiét ¢6 ¢& hat nho (0,3-10 nm).

Sang ché nham giai quyét cac vAn dé hién tai cua chét tdy tring, phan 16n
trong s chung 1a chét gy 6 nhiém, chét gy kich tmg, doc td, chét khong phan huy
sinh hoc dugc hodc tham chi la chét gy ung thu. Ngoai tinh chon loc, khdng c6 tac hai
nao giy ra dbi véi con ngudi, day 1a uu diém khéc nita dbi v6i chat tay trung khong
ddc.

MO ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1 13 hinh minh hoa hé théng téch chiét hoat chat tir thao mc va tréi cdy
va dau hitu co.

Heé théng nay 14 hé thong cudn hoi truyén théng ¢ binh tao hoi thi nhéit. Binh
thét ¢d tha hai duoc cho nguyén liéu thd, ma nguyén lidu tho nay sé di qua qua trinh
tach chiét, va binh thét b thir ba dé gom chat 1ng.

Fig. 2 1a hinh minh hoa pha két tinh cua titan dioxit.
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Pha két tinh cta titan dioxit: anata, rutin va brukit (titan oxit). Pha anata 6n

dinh meta va c6 oxy niam phia ngoai tinh thé.
Fig. 3 1a hinh minh hoa phd hong ngoai ctia vat liéu nano titan dioxit.

Fig. 4 1a hinh minh hoa phé nhiéu xa tia X x4c nhén sy c¢6 mat cua pha anata

cua titan dioxit.
Fig. 5 1a hinh minh hoa viéc soi kinh hién vi dién tir xac nhan c& hat.

Viéc soi kinh hién vi dién tr quét théy dugc cac cum hat nano c6 kich thude
ndm trong khoang tir 1 dén 100 nm. Viéc soi kinh hién vi truyén qua chi ra sy ton tai
cua cac hat <1-2 nm.

MG ta chi tiét sang ché

Sang ché d& cap dén thé lién hop ctia vat lidu nano titan dioxit v6i phan chiét
tir thao mdc va/hodc trai cay dugce hép phu lén bé mat vat lidu, duoc téng hop b?mg
quy trinh ngdm tim coéng nghiép, st dung oxit v co hat nano (1-100 nm) lam chit
mang. Cac hat nano oxit duoc tao chirc béng cac nhom chire hitu co, céc géc vO co va
cac phén chiét tir thuc vat duoc hép phu trén do, tao ra tinh khang khudn. Véi cdu tric
nhu vay, vat liéu néu trén c6 kha ning téy trung va sat trung cao dé diét vi khuén, nam,
vi khudn mycobacterium, bao tir, vi khudn mycobacterium, dong vat nguyén sinh va

virut.

Vit liéu nano nay thu dugc bang cach st dung quy trinh ngam tAm, 1am bién
ddi bé mat vat liéu va phan tan céc hat tach chiét tur ciy ho cam quyt co6 kich thudce tur

0,3 dén 10 nm qua bé mit chét mang.

Céc yéu t6 quan trong trong viéc thiét ké vat liéu chit mang

CAu trac tinh thé Oxit kim loai két tinh

Hop phéan héa hoc E/MaO2(c)(OH)y(PO4)w(SO4)xCly(NHz2), trong d6 E
1a dung dich phtrc hop tach chiét; M 1a kim loai

Kich thuéc hat, phan tir hogc tinh the Su phan bd tir 1 dén 100 nm

Bé mat 50 m%/g

Téch chiét chit hoat tinh tir thdo mdc va/hodc trai cdy
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Quy trinh san xuét cac phan chiét bao gdm hai budc. Pau tién, bude c6 etanol
(etanolic) trong d6 hat, 14, vo qua (peel) va vo hat (shell) clia cac trai cdy lwa chon, cac
trai cdy nay 1a nho, quyt, cam, budi, chanh, bi, trong sb cac loai thuc vat khac, dugc
cho tiép xuc vé6i dung dich rugu etylic it nhét 12 70% trong diéu kién khudy khong dbi
& tbe o trong khoang tir 100 dén 400 vong/phut, & nhiét do trong khoang tir 30 dén
50°C, trong khoang thdi gian tir 24 dén 48 gio. Phin ruou duoc loai khéi phan chiét

bang céch loc.

Phan b3 thao mbc duoc gom tir bude etanol trong hé théng nhu duge thé hién
trén Fig. 1, trong d6 nudc cAt duge dd vao binh thot ¢d thir nhit va gia nhiét dén nhigt
d6 nam trong khoang tir 100 dén 130°C. Hoi tao ra duge chuyén qua 6ng sang binh
thot ¢d khac trong d6 c6 phan bi thao mdc va duge gilt nong & nhiét do tir 40 dén
60°C. Hoi duoc gom lai & duong ra cta binh thot c¢b thtt hai trong thiét bi ngung c6
nuéce lanh tudn hoan & nhiét do nim trong khoang tir 10 dén 4°C. Chét long thu duoc

duge trdn véi dung dich thu duge & bude thi nhat,

Hdn hop duge dé yén & nhiét do trong phong trong 12 gio. Chét 1ong thu duge
c6 mau thay d6i, phu thudc vao loai thuc vat va trai cdy st dung, khong nhot, co vi

déng manh va d6 pH tir 2 dén 5.
Tao chitc cho chit mang
Quy trinh tao chirc cho cht mang duoc cai thién d8 bao gdm phan chiét.

Céac khia canh quan trong cta vat liéu nano la cac khia canh vé dac diém hoa
hoc cua no. Trude hét, khia canh mang lai tinh dic trung cho séng ché duéi dang cong
nghé nano, 1a mot trong sb cac khia canh chinh clia n6 va c6 uu diém trong viéc loai
b6 vi sinh vat, & chd né ¢ c& hat ndm trong khoang tir 1 dén 100 nm va c6 céu tric
tinh thé, diéu nay cling quan trong vi nguyén tir oxy cta vét li¢u phai nam phia ngoai
tinh thé dé cho phép su tiép cén ctia cac nhém chie hodc qua trinh thém nhém chire

cing nhu su hdp phu phan chiét.

Dbi v6i quy trinh khoi dAu, cn chudn bi cac dung dich c6 cdc nhém chirc
hydroxyl, phosphat, sulfat, clorua, amino, metyl, va phosphat & ndng d6 1,4 %. Déi

v&i dung dich nay, cac chét tan sau dugc st dung;
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Bang 1. Cac tién than nhém chirc tao ra tinh chon loc cho vat liéu nano.

hydroxyl | phosphat sulfat clorua amino metyl folat

Nude Natri Natri Natri clorua | etyl amin Metanol | Axit folic

phosphat sulfat

Etanol Axit Axit Axit Axit gamma- | Axit Axit pteroyl

phosphoric | sulfuric clohydric amin-butyric formic | glutamic

V4t liéu nano titan dioxit dugc san Xuét trude trong cong nghiép duge mua tlr
nha cung cip da chon, uu tién Degussa P25, dép Umg céc dic diém dién tich bé mat 14
50 m%g va c& hat nam trong khoang tir 1 d&n 100 nm, dugc cho vao binh thét ¢b cling
véi nude & 1y 18 oxit-nude 1 1:200. Qua trinh khudy dugc dat & toe dd khong dbi trong
khoang tir 100 dén 400 vong/phut, va tix diém d6 nhiét d6 dugc duy tri trong khoang tir
30 dén 100°C. Diéu kién khudy va nhiét d6 phai dugc duy tri trong cac khoang nay
trong toan by qua trinh.

Céac dung dich da chuén bi trude dé duge thém nho giot hoan toan mot lan dén
hét, theo th tu da néu, duy tri khudy toan bd huyén phu & téc do trong khoang tir 100
dén 400 vong/phut. Khi da bd sung xong mot dung dich, dung dich tip theo can dugc
bd sung sau khi chd tir 5 dén 30 phit. Thoi gian cho 1a dé cho phép su hép phu cta
mdi nhém chirc 1én bé mat vat lidu xay ra hoan toan trude khi thém dung dich tiép

theo.

Sau d6, n6 duoc siy kho & nhiét do ndm trong khoang tir 30 dén 100°C d€ loai

bo chét 1ong con lai bat ky.
Su hép phu phan chiét

D4 thuc hién viéc két hop cac phan chiét, oxit sir dung can c6 dién tich bé mat
16n hon hodc bang 50 m%g.

Céc phén chiét thém vao chit mang c6 thé tir cac phan khac nhau cta cdy nhu
hoa, chdi, hat, 14, vo cay, cd, gd, qua va 1é; ciing nhu tir céc cdy khac nhau nhu cdy ho
cam quyt, cdy nho, cdy lyu, vo cdy nhu qué va hat nhu hat tiéu, 14 nhu bac ha, va nhiéu

phan chiét tir thuc vat khac, ma da chirng minh 14 ¢é tinh khang khuén.

Dung dich nudc c6 70% phan chiét duge rét vao binh thét ¢d trong diéu kién
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khudy khong déi & téc do trong khoang tir 100 dén 400 vong/phit, sau do tiép tuc &
nhiét d6 nim trong khoang tir 30 &én 50°C, va vat liéu nano titan dioxit da xu Iy trudc
d6 duge thém tir tir & két hop cac nhém chirc tir quy trinh trude, va duy tri khudy &
td¢c d6 nim trong khoang tir 100 dén 400 vong/pht trong 24 gid.

70% dung dich nay gdm hdn hop chia phin cua céac phan chiét tir it nhit ba

ngudn thao mdc hodc trai cdy, vi du quyt, budi, cam va chanh.
Thir nghiém mé ta dac diém
Trong céac thir nghiém vi du nay, titan oxit duoc st dung lam chat mang.

Phd truyén hdng ngoai thé hién dai trung tim & 3667 cm™'. Dai nay thu duoc do
su dao dong kéo giin nhom OH. Thong thuong, dai nay dugc quan sat thiy & 3700
cm’! véi titan dioxit tinh khiét, va n6 14 do sy ¢6 mit ciia nhém hydroxyl d4u tan, ma
bdi cac dao dong kéo gidn OH, din dén ca céc vi tri axit Lewis va Bronsted. C4c dao
dong udn OH duge dit & trung tAm & 1633 cm™. Cac dai hdng ngoai két hop véi céc
dao dong kéo gifn clia nhém amin dugc quan sat thiy & 3230 cm™. C4c quan s4t ndy 1a
phu hop vai thuc té rang phirc hop c6 thé chi mAt mdt nguyén tir va c6 kha ning xay ra
mot vai sy phén ré ctia phitc hop nay do TiO bét ky. Nam trong ving phd ning luong
thép, dai rong & gifta dugc quan sat thiy & 1095 cm™ ¢6 g& ¢ 1228 cm™’. Céc dai nay
thu dugc do céc dao dong kéo gidn (-O-Si-O-). Vit liéu nano c6 mot s6 dac diém khi
dugc quan sat tr phd hdng ngoai. Cu thé, dai bién dang HNH ¢ trung tim & 1548 cm’!
va dai dudi khong dbi xtmg & 3230 cm™ 1 13 rang. Phd UV-Vis va phép phan tich
nhiét cho thdy rang khi phan chiét tir trai cy ho cam quyt duge hép phu 1én bé mat vat
liéu nano, nhiét d6 phan rd va nhiét d6 bay hoi cia no6 ting, c6 nghia Ia phan chiét
duoc bao vé khoi cac yéu t6 méi truong, do d6 kéo dai tudi tho hitu ich ctia né cling
nhu kéo dai thoi gian st dung hodc thoi gian bao quan ctia nd. Profin hdng ngoai duge
thé hién trén Fig. 3, va phé nhiéu xa tia X x4c nhin sy c¢6 mit ctia pha anata dugc thé

hién trén Fig. 4.

VAt lidu nay c6 tinh tdy tring va st tring vi thé n6 c6 thé duogc st dung trong
san phdm 1am sach, tdy tring, sat tring va lam lanh vét thwong. V& mit nay, nd co thé

duoc bao gdm trong cac ché phdm da dang, c6 thé bao gdm:
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Thanh phén Gié tri nhd nhét (%) | Gia tri 16n nhét (%)
Vit liéu hat nano 0,0001 40
Nude mém 10 98
Natri lauryl sulfat 10 70
Natri lauryl ete sulfat 10 70
Amoni lauryl sulfat 10 70
Amoni lauryl ete sulfat 10 70
Monoetanolamin lauryl sulfat 10 70
Natri lauryl ete sulfosuxinat 10 70
Trietanolamin lauryl sulfat 10 70
Dexyl polyglycosit 10 70
Alkyl polyglycosit 10 70
Cocoamidopropy! betain 10 70
dietanolamin axit béo tir dira 10 50
Polyetylen glycol 10 10
Propylen glycol 10 40
Axit etylendiamintetraaxetic (EDTA) 10 10
Axit xitric 10 20
Natri clorua 10 30
Glyxerin 10 50
Dau khoang 10 50
Dau co dira véi etylen oxit 10 50
Axit stearic 10 70
Copolyme acrylat/acrylamit 10 40
Polysorbat 85 10 40
Copolyme natri acrylat 10 20
Copolyme natri acrylometyl taurat 10 20
Trideceth 6 10 20
Axit polyacrylic 10 20
Trietanolamin 10 20
GOm xanthan 10 20
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GOm gua 10 20
Huong 10 20
Chét mui vi 10 20
Mau vang trang 0 0,1
Mau d6 s6 6 0 0,1
Mau Rhodamin 0 0,1
Mau vang chanh 0 0,1
Mau xanh anilin 0 0,1
Mau xanh 14 emerald 0 0,1
Mau cam 0 0,1
Mau xanh lam sb 1 0 0,1
Mau xanh luc s6 5 0 0,1
Mau vang s6 5 0 0,1
Mau xanh luc sb 8 0 0,1
Mau tim Woll 0 0,1

Thtr nghiém hoat tinh diét virut
MO6i truong nuodi cy té bao

Dong té bao MDCK dugc nudi cdy trong binh thét ¢b 25 ecm? v6i moi trudng
thiét yéu ti thidu (minimum essential medium - MEM) (Gibco/BRL, NY, USA) ¢6 bd
sung 10% huyét thanh thai bd (Invitrogen, Méhicé D.F.) va thuéc khéng sinh
(penixilin 100 TU/mL, streptomyxin 100 mg/mL va amphoterixin B 10 mg/mL)

(Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis M. USA) & 37°C véi 5% CO2 duge sir dung. Té bao
can duoc cho phat trién dén khi ty 1 hop dong 12 80%.
Chuén dé virut bang phan tich ngung két hdng cdu (hemagglutination assay - HA)
Trong céc dng nghiém hogc trén dia giéng chit V, céc dung dich pha lodng kép
clia mau chira virut dugc trén cung nhau, voi huyén phu hdng ciu khong ddi (thuong
ding 10.000.000 t& bao/mL), va sau d6 duge 0. Dé danh gia két qua, luong té bao
thém vao duge dinh luong bang cach sir dung quang phd ké, dung dich pha loang cudi
cung thé hién sy ngung két hdng cau (HA) hoan toan dugc xem 13 pha lodng gi6i han

va duge biéu dién 1a don vi ngung két hong cau (hemagglutinating unit -HAU).
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Chuan bi hong cau

Hdng ciu ctia ga con 3 dén 5 ngay tudi duoc sir dung. Ga con duge lam chét
bﬁng cach rat mau; mau dugce cho vao dung dich Alsever. Té bao duogc rira vai lan
bang céch ly tim & tbc @6 1800 xg trong 5 phut, khi chét ndi bé mit tré nén rd rang nd
duoc loai bd va & bao dugc didu chinh dén 10% trong PBS. Khi st dung dung dich,
né dugc diéu chinh dén 0,5% trong PBS.

Chuan d¢ hong cau

M&i mé virut phai duoc chudn d. Cac dung dich pha lodng kép tir 1:10 dén
1:2560 dugc tao ra bang cach cho vao céac giéng cta dia 96 giéng day chit V mot
luong bang 0,05 mL mbi phan pha logng. Mot giéng hdng cau ding lam d6i chung

ciling can dugc bao gom.

Huyén phu hdng cau dugc thém vao mdi giéng ddng thoi tron nhe dé khong

lam v& hdng cau. Ching duge U & nhiét do trong phong trong tir 1 dén 2 gio.

Chuin d6 HA duogc xé4c dinh b:ing cach doc dung dich pha lodng c6 kha nang

ngung tu hdng cdu cao nhét.

Gi4 tri chudn d6 duoc bio cdo dudi dang nghich ddo cua dung dich pha loéng
c6 kha nang ngung tu hdng céu cao nhét. Va né duge hidu 1a don vi ngung két hong

cau: HAU/0,05 mL virut.
Xéc dinh chuén dd virut str dung

Luong virut can dé 1am thir nghiém cﬁng nhu tac dung cua chét sat tring dbi
véi cac té bao dugce chudn héa. Dung dich vat liéu nano titan dioxit véi phﬁn chiét tir
thao moc trai cdy hap phu lén bé mit cia nd duoc st dung & ty 1é pha lodng khuyén
c4o tir vat chira chét sat tring (dugc chuén bi bang cach rét 75 mL vao 5 lit nudc). 40
pl virut duge trdn vao dung dich pha lodng & cac HAU khéc nhau (40, 20 va 4 HAU)
va duge G & céc thoi diém khéc nhau: 1, 5 va 15 phit. Hn hop tir mdi thoi diém tuong
tac (virus-vét liéu nano) duoc chy v6i cac 16p don hop dong cua & bao MDCK, va
dugc 1 trong hai gio & 37°C trong diéu kién khong khi 4m va 5% CO2. Sau do, loai bo
chét cdy virut, bd sung moi trudng nudi ciy méi khong chira huyét thanh thai bo, va t

céac 16p don trong 24 gio.

Téc dung cta vat liéu nano titan dioxit véi phan chiét tir thdo mée hod#c trai cay dugc
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hap phu 1én bé mat chét téy trung cua no dbi v6i sy nhiém virut

Té bao MDCK duoc nudi ciy trén céc dia 24 giéng cho dén khi hgp dong. Céc
luong dung dich sat trung khac nhau dugc tron voi lidu 1ay nhiém virut khong ddi
duoge str dung. Dung dich nay dugc U trong thoi gian tir 10 dén 15 phut & nhiét do
trong phong va sau do dugc cly véi cac 16p don t& bao hop dong trén cac dia vi chuén

do trong hai gio.

Sau d6, hon hop dung dich sat tring va virut dugc 14y ra, duoc rira bang PBS
v6 trung (pH = 7,45), va 1,5 mL metylxenluloza 2,0 % trong MEM dugc bd sung vao
mdi giéng dé u 14n nita & 37°C v6i 5% CO2 cho dén khi tao thanh cac dia dung giai (i
da 1a 10 ngay). Metylxenluloza dugc 14y ra, rira 14n nita, bd sung 200 ul metanol 75%,
sau d6 1iy ra sau 20 phut va tinh thé tim 1% duoc bd sung trong 15 phut. Sau d6, dung
dich duoc rira bang nudc may, kiém tra, va céc dia dung giai dugc d8m dudi kinh hién
vi. Lidu tbi thiéu ctia dung dich sat tring dugc tinh toan theo kha nang géy bénh té bao
ctia virut. Virut khong c¢6 dung dich sat tring dugc sir dung lam d6i chimg lay nhiém
va té bao khoéng bi 1dy nhiém duoc st dung lam dbi chitng 4m. Vi day 1a th nghiém

dinh tinh, phén trim giim xap xi & cac dfa tao thanh dugc tinh.

Véi cac thir nghiém nay, dugc thdy 1a sang ché theo phin mb ta uc ché 1én
dén 100% tinh lay nhiém virut, nhu virut cim, trong tir 0 dén 5 phut.
Kiém tra hoat tinh diét khuan va diét nAm

Dé&i voi phan tich phong thi nghiém va sy luu mau, chon ngdu nhién mau con
dai dién cua san phém can duoc phan tich, va ghi lai 36 16.

D& x4c dinh hoat tinh khang vi sinh vat, chi mdt phuong phép duogc su dung,
dua trén viéc xac dinh phén tram giam lugng vi sinh vat xac dinh khi tiép xtic voi chit
sat tring dudi cac didu kién thir nghiém cu thé.

Diéu ché dung dich
Dung dich dém phosphat 0,25 M

Trong binh dinh mtc 1000 mL, hoa tan 34 g kali phosphat don héa tri trong
500 mL nudc, didu chinh d6 pH nim trong khoang tir 7,1 dén 7,3 bang dung dich natri
hydroxit, dua dén thé tich dinh murc béng nudc, tron va chia thanh cac phﬁn 100 mL.
Tién hanh vd tring trong ndi hip & 394°K (121°C) trong 15 phit, dé nguoi, va gift
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trong tu lanh.
Dung dich dém phosphat pha lodng

Cho 1,25 mL dung dich dém phosphat 0,25 M vao binh dinh muc 1L va dua
dén thé tich dinh mc béng nudc, trén va chia thanh céc ph?ln 9 mL va 99 mL 1an lugt
trong 6ng nghiém va binh thét cd, vo tring trong ndi hip & 394°K (121°C) trong 15
phut.

Dung dich trung hoa cd dac

Tron 40 g azolexithin véi 280 mL polysorbat 80 mL va 1,25 mL dung dich
dém phosphat, pha lodng bing nudc dé thu dugc 1L; diéu chinh d6 pH dén 7,2 bang
dung dich thé tich natri hydroxit hodc dung dich thé tich axit clohydric, sau dé chia
thanh c4c phan 100 ml. V4 tring trong ndi hip & 394°K (121°C) trong 20 phut.

Dung dich trung hoa pha lodng

Tron 100 ml dung dich trung hoa da ¢ ddc véi 25 ml dung dich dém phosphat
0,25M, bd sung 1675 ml nudce, tron cung nhau va chia thanh céc phén 9 ml vao trong
cac dng nghiém cé ren kich thuéc 20 mm x 150 mm. Tién hanh v6 tring trong ndi hap
& 394°K (121°C) trong 20 phut.

Chuén bi méi trudng nudi cdy

Chuén bi va v tring mdi trudng nudi chy theo huéng din cua nha san xuét
trén nhén cta san pham. Trong trudng hop 1a moi truong nudi cdy thach cho phuong
phéap chuén véi dung dich trung hoa va trude khi vo trung, bd sung 25 mL dung dich
trung hoa vao 1 lit méi trudng nudi cay thach cho phuong phap chuén.

Canh trung hoa

Tron cac thanh phan nhu dugce thé hién trong bang 1 cling nhau, gia nhiét cho
dén khi xay ra qua trinh hoa tan, diéu chinh d6 pH dén 7,2, cho vao ndi hép va vo
trung & 394°K (121°C) trong 15 phut.

Bang 1. Cac thanh phin ctia canh trung hoa

Trypton 50g
Dich chiét nAm men 25¢g
Dextroza 10,0 g
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Natri thioglycolat 1,0g
Natri thiosulfat 6,0 g
Natri bisulfit 25¢g
Polysorbat 80 50g
Lexithin dau tuong 70g
Tim Bromocresol 0,02 ¢g
Nuéc cit 1L

Vi sinh vat thir nghiém va méi trudng nudi cdy
Staphylococcus aureus (thach EMB)
Escherichia coli (thach EMB)
Pseudomona aeruginosa
Salmonella sp (thach EMB)
Enterobacter sp (Thach EM.B.)
Klebsiella pneumoniae (thach EMB)
Candida albicans (thach EMB)
Aspergillus niger (thach EMB)
Chuin bi mAu va diéu tiét
Bao quan vi sinh vat thir nghiém
B4o quan cac ching vi sinh vat béng cach cdy lai hang tudn trong ng nghiém
kich thuéc 16 mm x 125 mm v&i mdi trudng nudi cdy nghiéng (7 ml thach dinh
dudng), 0 trong thoi gian tlr 20 gidr dén 24 givr & nhiét do 308°K dén 310°K (35°C dén
37°C) va gift trong tu lanh.
Chudn bi huyén phti vi sinh vat thit nghiém
Truée khi 1am thir nghiém, tao hai mau cfiy lai ctia mdi vi sinh vat thtt nghiém
va 0 trong thoi gian tir 20 dén 24 gio & nhiét d6 308°K dén 310°K (35°C dén 37°C).
Tw cac mdi trudng nudi cdy nay, cAy lai mdi vi sinh vat thir nghiém trong cac

bng nghiém 22 mm x 175 mm mdi dng chira 12 mL thach dinh dudng dugc lam
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nghiéng va u & diéu kién quy dinh.

Lam dimg su phat trién & mdi 6ng bang 3 mL dung dich nudc mudi, chuyén
chat ndi bé mat vao dng nghiém vo tring va tiép tuc pha lodng bing cing mot dung
dich cho dén khi thu dugc huyén phi véi céc gid tri doc dugc ciia do truyén qua nam
trong khodng tur 3% dén 5% & budc séng 580 nm.

Xéc dinh s6 CFU/mL trong huyén phu va chi ra phan trim d6 truyén qua ctia
huyén phu chira 75 dén 125 x 108CFU/mL. Théng s sau dugc kiém tra theo cac du
doan ctia Mexican Official Standard NOM-092-SSA1 (xem 2 tai liéu tham khéo) va
céc gia tri nay dugce xem xét cho cac phan tich sau nay.

X4c dinh s Iwvong séng ban dau

Chuyén 1 mL huyén phi vi sinh vét tht nghiém vao binh thét c¢b Erlenmeyer
chtta 99 mL dung dich dém phosphat lodng v trung, va tao ra cic dung dich pha loang
theo hé thap phan cAn thit dé thu dugc cc dia chira khoang tlr 25 dén 250 khuan lac
mdi dia.

Dit vao céac dia Petri vo trung, 1 ml mdi dung dich pha lodng lam hai mau,
thém vao mdi dia 15 mL dén 18 mL thach déi vdi cac phuong phap chuan, ddng nhat
héa va 1am héa rén, 14t cac dia Petri lai va U trong 48 gio ¢ nhiét do 303°K - 308°K
(30°C -35°C). Dém khudn lac ¢6 trong mdi dia trong may dém khuén lac.

QUY TRINH

1 Gieo chung va nu6i chy;

2 Xéc dinh cac t& bao séng sét;
3 Chuén bi mau;

Néu cin, pha loging thich hop bang nudc d8 dat duoc ndng do cua san pham
nhu yéu ciu béi nha san xudt trén nhan bao bi.
4. Céy mau

V&i mdi vi sinh vét thir nghiém, do chinh xac va do lam hai 1an 99 mL san
phim hozc dung dich pha lodng cua no, chuyén vio binh thét ¢ Erlenmeyer vo trung
250 mL c6 nép xody.

Khudy binh thét cd, ngirg khudy chi truéce khi cdy, sao cho chét long con lai
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van chuyén dong tao thuén lgi cho viéc két hop cta chét céy. Céy riéng ré mdi binh
thét ¢b véi mdi vi sinh vat thir nghiém vao chinh gitta bé mit chit 1ong, tranh khong

cho pipet tiép xtic v&i cb hodc thanh cua binh thét cd.

Khudy binh thét c¢6 c6 mau cdy & bén trong va chinh x4c 30 gidy sau khi chy,
chuyén 1 mL dung dich nay vao bng nghiém chita 9 mL dung dich trung hoa duoc pha
loding ho#ic canh trung hoa, tron cling nhau va chuyén lam hai 1dn c4c phan gdm 1,0
mL vao dia Petri v0 trung, va tiép tuc pha lodng cho dén khi thu dugc cac dung dich
can thiét dé tao ra duge cac dia c6 tir 25 dén 250 khuén lac, bd sung 15 mL dén 18 mL
thach v&i phuong phap chudn lam chét trung hoa vao mdi dia, ddng nhat hoéa va dé hoa

réin, 14t cac dia lai va U trong 48 gid & nhiét do tir 308°K dén 310°K (35°C dén 37°C).
Sau giai doan 1, dém sb CFU trén mdi dia.
Biéu dién két qua
Xac dinh % giam
Tinh trung binh cac két qua tir cac dia s té bao sbéng ban dau va s6 té bao con
sbng, sau do tinh % giam st dung cong thirc sau:
% giam =1ob- Sx 100
V.C.
trong do:
S 12 té bao con séng CFU/mL, va
V.C. 1a s6 té bao sdng ban dau.
B4o céo phan trim gidm thu duge & méu san phém.
Dién giai két qua
San phdm duoc dén nhan 1a chit diét tring phai lam giam 99,999% s6 t€ bao

séng trong vong 30 gidy tiep xic ¢ nong d6 yéu cau, khi so t€ bao song ban dau ndm

trong khoang tir 75 dén 125 x 108 CFU /mL.
Thtr nghiém hoat tinh diét bao tir

Céc thir nghiém v& tinh hiéu qua dugc tién hanh dua trén phuong phip AOAC
966.04, trong d6 59 trong s6 60 miu khang Bacillus Subtilis duoc thu nhan.
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Quan trong khi chi ra dugc rﬁng cac thlr nghiém duoc tién hanh theo NMX-
BB-040-SCFI-1999 “METODO GENERAL DE ANALISIS-DETERMINACION DE
LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EN PRODUCTOS GERMICIDAS” (Phuong
phap tong quat dé x4c dinh nhd phan tich hoat tinh khang khudn & san phdm sat
trung”) trong do, theo tiéu chuidn NMX néi trén, 100% Escherichia coli, Salmonella
paratyphi, Bacillus subtifis, Vibrio cholerae, Listeria monocytogenes, Streptococcos
faecalis va Saccharomyces diastaticus bi ti€u diét trong khoang thoi gian tu 0 dén 5
phut, trong khi tinh higu qua cling 1& 100% theo NMX trong khodng céch thoi gian tir
5 dén 10 phut, va 99,995% trong khoang céch thoi gian tir 0 dén 5 gidy dbi véi
Aspergillius niger va Staphylococcus aureus, va 100% trong khodng céach thoi gian tir
10 dén 15 phut va 99,995% trong khoang cach thoi gian tir 0 dén 10 phut dbi véi

Pseudomonas aeruginosas.
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YEU CAU BAO HQ
1. Hop chét titan dioxit hat nano dé didu ché ché phém diét khuén, khir tring, 1am lanh
vét thuong hodc lam sach, khéac biét & chd titan dioxit hat nano duoc bién dbi bﬁng cac
nhém chuce hitu co, géc vO co va phén chiét tir trai cdy va/hodc thao mdc duge hép phu
1én bé mit va cac 16 clia nd, va titan dioxit hat nano nay c6 dién tich bé mit it nhét 1a
50 m%g va nim trong cAu trc tinh thé anata cia no; trong d6 dudng kinh ¢& trung
binh cua cac hat nano titan dioxit nam trong khoang tu 1 dén 100 nm, va ¢& hat cla
phén chiét tir trai cdy va/hodc thio moc ndm trong khoang tir 0,3 dén 10 nm; trong d6
nhém chuc hitu co gdm hydroxyl; trong d6 phin chiét tir trdi cdy va/hogc thdo mdc
gdm hdn hop ctia it nhit ba phan chiét tir tréi cay va/hodc thao mde thu dugce tir cac
ph?m khic nhau cua cay nhu hoa, chdi, hat, 13, vo cdy, co, gd va ré; va trong d6 phén
chiét trai cay duoc chon tlr cac phan khéc nhau ctia cdy hodc trai cdy ho cam quyt nhu

nho, quyt, cam, budi, chanh, b1 hodc luu.

2. Hop chét theo diém 1, con khac biét & chd cic gbe vo co gbm phosphat, sulfat,

clorua, amino, metyl va folat.

3. Hop chét theo diém 1 hodc 2, con khac biét & chd phén chiét thao médc duoc chon tir

oregano (ho bac ha), qué hoic ticu.

4, Phuong phap san xult hop chét titan dioxit hat nano dé diéu ché ché pham diét
khuén, khir trung, lam lanh vét thuong hodc 1am sach, khac biét & chd phuwong phép

nay bao gdom cac budc:

a) taora phén chiét tir tréi cdy va/hoac thao mdc trong budce etanol thi nhét, trong
dé hat, mang, vo qua va vo hat dugc dat tiép xuc v6i dung dich rugu etylic it
nhét 70% trong didu kién khudy khong dbi va nhiét do dinh trude; phan ruou

duoc loai bo khoi phﬁn chiét bz‘ing cach loc;

b) chiét hoat cht va chét hitu co cta dau trai cdy va thio moc sut dung hé théng
bét giit bang hoi truyén théng, trong d6 nudc cAt va nhiét duoc cap vao binh
thét b thir nhét; cAp nuéc cét va nhidt vao binh thoét ¢b thit nhit, hoi sinh ra
duoc chuyén qua 6ng dén binh thét ¢b thit hai trong déc cac gbc thu dugce trong
budc etanol di duoc dit vao, trong d6 binh thot c¢d thi hai dugc gitt néng; hoi

dugc thu hdi & du ra cta binh thot c¢d thtt hai trong thiét bi ngung tu véi sy
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tuAn hoan ctia nude lanh; chit l6ng thu dugc duge trdn voi hdn hop thu duge
trong bude thir nhat, va hdn hop niy duoc dé yén & nhiét d6 trong phong trong
12 gio;

¢) diéu ché dung dich tidn than cta nhém chuc hiru co va gbe vo co & ndng do

1,4%;

d) bién ddi hoa hoc chit mang titan dioxit hat nano bﬁng cach dat n6 vao binh thot
cd c6 nuée & didu kién khudy khong déi & tdc d6 ndm trong khoang tr 100 dén
400 vong/phut, bd sung dung dich tién than cta nhém chirc hiru co va gbe vo co

thu duoc & budce (c) trude do;

e) sdy kho & nhiét do nim trong khoang tir 30°C dén 100°C @ loai bd phén léng
con lai; va,

f) 14y dung dich nudc gdm 70% hdn hop phan chiét thu duge & bude b) va dat no
vao binh thét cd & didu kién khudy khong dbi va thém tir tir titan dioxit hat nano

da dugc xur ly v6i nhom chue ddng thoi gitt hoat dong khudy khong dbi.

5. Phuong phap theo diém 4, con khac biét & chd phdn chiét trai cay dugc chon tir cac
phén khac nhau ctia cdy hoic trai cdy ho cam quyt nhu nho, quyt, cam, budi, chanh, bi

hoéc Iuu.

6. Phuong phép theo diém 4, con khéc biét & chd phén chiét tir thdo mdc dugc chon tir

oregano (ho bac ha), qué hoac tiéu.

7. Phuong phép theo diém bat ky trong sé cac diém 5 hodc 6, con khéac biét & chd c&

hat ctia phin chiét nim trong khoang tir 0,3 dén 10 nm.

8. Phuong phap theo diém 4, con khac biét & chd trong budc a) viée khudy duoc duy
tri & tbc dd nam trong khoang tir 100 dén 400 vong/phut va & nhiét do nim trong
khoang tir 30°C dén 50°C trong khoang thoi gian tir 24 dén 48 gio.

9. Phuong phép theo didm 4, con khac biét & chd trong budc b) binh thét ¢d thir nhat
duge gia nhiét dén nhiét o nim trong khoang tir 100°C dén 130°C va binh thét ¢6 thir
hai dugc gitt & nhi¢t do ndm trong khoang tir 40°C dén 60°C, trong khi nhiét d6 nudc

trong thiét bi ngung tu ndm trong khoang tir 4°C dén 10°C.
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10. Phuong phép theo diém 4, con khac biét & chd nén hat nano titan dioxit c6 dién
tich bé mat 13 it nh4t 50 m%g va nam trong cAu trac tinh thé anata ctia né.

11. Phuong phap theo didm bt ky trong s6 céc diém 4 hodc 10, con khéc biét & chd
dudng kinh trung binh ctia hat nano titan dioxit nam trong khoang tur 1 dén 100 nm.

12. Phuong phép theo didm 4, con khac biét & chd ty 1¢ titan dioxit/nude 1a 1: 200.

13. Phuong phép theo diém 4, con khéc biét & chd nhém chire hitu co g6m hydroxyl.
14. Phuong phap theo didm 4, con khéc biét & chd cac gbe vo co gdm phosphat, sulfat,
clorua, amino, metyl va folat.

15. Phuong phap theo diém 13 va 14, con khac biét & chd dung dich tién than cua cac
nhém chue va gbe v6 co dugce bd sung 1an luot, c6 thoi gian cho gitra mdi dung dich
bd sung.

16. Phuong phap theo diém 15, con khéc biét & chd dung dich tién than clia cic nhom
chure va gbe vo co duge bd sung nho giot hoan toan trong mot lan.

17. Phuong phap theo didm 15, con khac biét & chd thoi gian chd gifta mdi dung dich
bd sung la tir 5 dén 30 phit, sao cho mdi nhém chic hiru co va gbe vo co dugce hép
phu hoan toan 1én bé mat va 13 ctia chit mang hat nano titan dioxit.

18. Phuong phép theo didm 4, con khac biét & chd dung dich nude gbm 70% hdn hop
phin chiét gdm it nhét ba phin chiét tir tréi cdy va/hodc thao mdc.

19. Ché phém diét khudn, khir tring, lam lanh vét thuong hogc lam sach, khac biét &
ch3 ché phdm nay chira: t5i da 40% hop chét titan dioxit hat nano dugc bién d6i bang
nhom chire hitu co, géc vO co va ph?ln chiét tir thao mébc va/hodc trai cdy dugce hép phu

16n bé mit va 10 ctia no; va, ta dugce chap nhéan dugc.
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