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(54) QUY TRINH SAN XUAT HE VI NHU TUONG NANO EPIGALLOCATECHIN-3-
GALAT (EGCG)

(57) Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh san xuat hé vi nhii twong nano EGCG bao
gdém cac budc: (i) chuan bi _pha phén tan bang cach cho EGCG hoa tan trong dung moi
etanol bang may khudy va ket hop gia nhiét va giit nhiét & nhiét ¢ nam trong khoang tur 40
dén 60°C trong thoi gian nim trong khoang tur 4 dén 8 gio; (ii) chuan bi chit mang bang
cach gia nhiét PEG dang long dén nhiét d6 nam trong khoang tir 40 dén 60°C, khudy déu;
(iii) bd sung chit mang vao pha phén tan theo ty 1¢ 3:1 theo khéi luong, tiép tuc gitr nhiét
d6 hdn hop chit mang va pha phan tan nim trong khoang tir 40 dén 60°C, khudy trong méi
truong hat chan khong; (iv) nhil hoa bang cach: gia nhiét cho dén khi nhiét do dat 60°C, bd
sung dau thau dau hydro hoa PEG-40 (PEG-40 Hydrogenated Castor Qil) va Polysorbate
(Tween) theo ty 1& khdi lwong nim trong khoang tir 3:1,5 dén 4:1 vao hdn hop chat mang
va pha phan tan da thu duoc & budc (iii), tiép tuc khudy & nhiét d6 nim trong khoang tir 60
dén 80°C, trong mdi trudng chan _khong, nhiét d phan ing dugc duy tri nam trong khoang
tir 60 dén 80°C trong thoi gian nam trong khoang tur 3 dén 5 gio, kiém soat chat luong san
pham tao thanh cho dén khi kiém tra thiy trong sudt, dimg phan tng, ha nhiét 46 dén nhiét
d6 nam trong khoang tir 40 dén 60°C; tién hanh nhil hoa trong thiét b tao nhil toan bd hdn
hop trong 30 phut, & téc 46 khudy nam trong khoang tir 400 dén 800 vong/phit; (v) hdn
hop thu duoc duge 1am lanh dén 25°C va duoc bom bang cach sir dung voi phun siéu 4m &
tan s6 60 Hz, sau d6 loc san pham bang cach bom qua hé thdng loc nano trudce khi chiét rot
dong goi.
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Linh vwe ky thuit dwoc dé cap

Gidi phép hitu ich d& cap dén quy trinh san xuét hé vi nhii tuong nano epigallocatechin-3-

galat.
Tinh trang k¥ thuit cia gidi phap hitu ich

Catechin Ia mot loai hop chit phenolic, rét phong phtl trong tra, ca cao, rugu vang dé va
cac loai qua mong, c6 hoat tinh chéng oxy h6éa manh, dic biét 1a epigallocatechin-3-galatgalat
- (EGCQG). Tuong téc cua catechin véi cac isoenzyme topoisomerase dudng nhu déng mdt vai trd
quan trong ddi véi tinh toan ven DNA. Tén clia ho héa hoc catechin bat ngudn tir catechu, Ia

nudc ép tannic hay chiét xuit dun sdi tir Mimosa catechu (Acacia catechu L.1).

Catechin ¢4 cong thitc hoa hoc 1a CysH;406, phan tir luong 13 290.27 g/mol va c6 céu tric

phén tir nhu sau:

Tra xanh, duoc san xudt tir 14 Camellia sinensis, 1d mot trong nhitng dd ubng duoc tidu
thu rong rdi nhit trén thé giéi. Db udng nay tap trung nhidu chét chdng oxy hoéa 12 nhém
polyphenol, cu thé nhu catechin (flavan-3-ols) (Graham H. N., 1992; Cirillo G. va cdng syva
cong su, 2016). Tra xanh c6 mdt lugng I6n polyphenol dugc chia thanh ba nhém chinh:
Flavanols, flavones, va flavonols. Flavanols chiém phan 16n ham lugng trong trd xanh, véi
cateéhin chiém khoang mét phin ba trong luong 14 khd va dugc phan phdi chi yéu bsi bdn phan

t: (—)-Epigallocatechin-3-galat (EGCG), (-)-epigallocatechin (EGC), (—)-epicatechin-3-galat
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(ECG), va (—)-epicatechin (EC) (Melanie va cdng su, 2014). Trong d6, EGCG dbi dao va c6 hoat
tinh tri liéu nhét, chiém t&i 65% tdng ham lugng catechin (Islam M. A., 2012).

Catechins
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Epigallocatechin-3-galat (EGCG), 1 m6t cht chdng oxy hoa, chéng viém, khang khudn,
khéng virus manh m& va cé kha ning diéu chinh cac con dudng truyén tin hiéu té bao lién quan
dén viéc ngin nglra mot sb bénh, bao gdm ung thu, dai thao dudng, thoai héa than kinh, béo phi
va bénh tim mach. EGCG khong ddc hai, khong cé tdc dung phu dugc ghi nhén, 1am cho hgp
chat ty nhién nay tré thanh lua chon phd bién cho nghién ctru va phong ngira va didu tri mot sb
bénh. Tuy nhién, hop chét polyphenol nay cé sinh kha dung thip va do d6 cin mot lidu 16n dé

dat dugc ndng do tri lidu.

Ngay nay, hau hét cac phuong phép didu trj hién dai hién c6 dé didu tri ung thu déu rit
tén kém va doc hai va c6 hiéu qua thép trong didu tri bénh (Barr R. D. va cdng suva cong su,
~2016). Cac bénh tim mach c6 ty 1& méc cao do 16i séng it van dong, dinh dudng kém va céc yéu
t6 moi trudng xung quanh. Mot ché dd an giau cholesterol, chit béo va dudng c6 thé din dén cac
bénh mach vanh nhu xo ctmg dong mach va thiéu mau cuc bd (Lee S. K. va cong su, 2012;

Gokulakrisnan A. va cdng su, 2011). Do d6, viéc nghién ctru cic hop chét tu nhién nhu EGCG
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c¢6 ngudn gdc tir tra xanh 14 rit cAp bach dé phong ngira va didu tri ung thu va céc bénh khéac
(Singh B. N. va cong su, 2011). Tuy nhién, sy hip thu kém va khong én dinh cia EGCG la

* nhuoc diém chinh dé sir dung phén tir nay trong phong ngira va didu tri.

Mot sb nghién ctru da ap dung viéc sir dung cac vat liéu nano dé& cai thién tinh kha dung
sinh hoc va tinh dn dinh cia EGCG. Céc loai vt liéu nano khac nhau di duoc str dung, bao gdm
cac hat nano lipit, liposom, hat nano polyme, hat nano vang va cac loai vat liéu nano khac bao

gdm vat lidu vo co, protein va peptit.

Phan 16n c4c nghién ciru d tip trung vio céc vét lidu nano lipit va polyme, c6 thé 1a do
cac dac tinh c6 loi ciia chiing nhu tinh tuong thich sinh hoc. Mat khéac, sy an toan cua cac vt liéu
nano vang va vo co van chua chic chin. Viéc déng géi EGCG trong cic vit liéu nano, ting
cudng su On dinh va hidu qua diéu tri cao hon trong diéu tri nhidu chimg rdi loan bao gdm ung

thu, thoi hoa than kinh, da va mét (Andreia G. va cong su, 2017).

Qiaomei Ru va cdng su (2010) da diéu ché thanh cong hé vi nhil twong dang nhil twong
diu trong nuéc (O/W) duogc 6n dinh béi 1-carrageenan va B-lactoglobulin bing phwong phap
dong nhit 4p sut cao (HPH), véi muc tidu phat trién cac chit mang tuwong thich sinh hoc cho
thanh phan hoat tinh ciia trd xanh, Epigallocatechin-3-galat (EGCG). Hé vi nhii tuong O/W du6i
ap suat véi kich thuéc giot khoang 400nm d& dugc sir dung d& déng géi EGCG. Két qua cho
thdy, khi ndng d6 EGCG Ién t6i 0,5% trong nhii twong, thi EGCG c6 thé dugc gbi gon thanh
cong trong cac nhii tuong O/W duge 6n dinh béi 1-carrageenan va B-lactoglobulin. Trong vong
14 ngay, kich thuéc giot nhil twong cho thdy nhitng thay di khong dang ké. Tuy nhién, khi ndng
d6 EGCG > 0,5%, quan sét cho thdy su khong 6n dinh déng ké cua cac nhii tuong O/W do su
lién két gitta EGCG va B-lactoglobulin. Két qua ciing cho thiy hoat dong chdng ung thu in vitro

+ cla nano nhil tuong EGCG dugc tdng cudng va hiéu qua hon so véi EGCG tu do.

Tai liéu “Exploring oral nanoemulsions for bioavailability enhancement of poorly water-soluble
drugs” ciia S. Kotta va ddng tac gia trong Expert Opinion Drug Delivery, Vol.9, P.585-598 cong
bd ngay 09/03/2012 da bdc 16 phuong phap diéu ché hé vi nhii tvong chira cac hop chét it tan
trong nudc, trong d6 c6 epigallocatechin galat (EGCG). Tai lidu nay liét ké cac chat hoa dong bé
mit dé diéu ché vi nhii tuong, trong d6 c6 dau thdu dau hydro héa PEG-40 (Cremophor,

Polyoxyl 40 hydrogenated castor oil) va cdc PEG sorbitan (Tween), va chiing c6 thé dugc sir



2859

dung két hop trong mdt hé vi nhil twong. Tuy nhién, trong quy trinh nay tac gia dwa ra nhiéu
phuong phép thir duéi mo hinh khao sat thir nghiém, chua ap dung cho quy md san xuét céng
nghiép dugc. Cu thé véi phuong phap tao nhii twong nano vi 1dng 4p suét cao khong sir dung cac
chét hoat dong trén, sir dung ap suét cao tao kich thuéc hat dudi 100nm céc budc thyuc hién va
phuong phéap khéc véi quy trinh thuc hién cta giai phép; phuong phap siéu am khong sir dung
c4c chét hoat dong trén, st dung séng si€u am tao kich thudc hat tir 90 dén 120nm céc bude thuc
hién va phuong phap khac véi quy trinh thuc hién cua giai phap; ngoai ra con phuong phap PIT,
PIC,... nhung khong néu hiéu qua dat dugc sau thir nghiém va cac bude thuc hién hoan toan

- khac véi giai phap.

Cong bd don yéu cau cip patent My sb US2018/0243211 A1 cong bd ngay 30/08/2018
da boc 16 duoc phém chtra cac mixen chira EGCG, trong d6 cadc mixen nady dugc tao ra boi cac
chét hoat dong bé mit duoc chon tir cac loai dau thau dau hydro héa PEG-40 (Cremophor) va
céc polysorbate (Tween), hodic hdn hop ctia chiing. Quy trinh nay tao céc hat c6 kich thuéng dao

dong tir 3 &n 250nm, bién d6 dao dong 16n, tinh ddng nhét hat chua cao.

Tai liéu “Micro and nano encapsulation and controlled-release of phenolic compounds
and other food ingredients” clia tac gia Yan Jiang trong Disertation, cong bb ngay 26/03/2010 da
bdc 16 céc cht tao nhii dugc stir dung dé tao vi nhil twong chita cac polyphenol nhu 1a EGCG,
trong d6 c6 chat tao nhii polyoxyetylen sorbitan (Tween) va cling boc 16 viée str dung két hop hai
_hoic nhiéu chat nhii héa. Tuy nhién, Tai lidu nay khong bdc bd cac didu kién cu thé dé didu ché
hé vi nhii tuong nano epigallocatechin-3-galat, chi c6 quy trinh thir nghiém vé&i curcumin, nhii
tuong nano curcumin c6 kich thude hat trung binh 1a 150,5nm va 148,4nm cho 1% va 1,5%
curcumin tuong tng. Hidu qua bao boc 14 77,5% ddi véi nhii twong curcumin 1% va 71,5% dbi
v6i nhil twong 1,5%. Vi quy trinh nay ham lugng chat dwa vo con thép chi tir 1 dén 1,5%, kich

thudc hat chua ddng nht.

D4 biét don yéu cau cdp bing doc quyén sing ché Viét Nam sb 1-2019-00609 cong bd
ngy 25/06/2019 d4 boc 16 quy trinh san xuat hé vi nhil twong nano cannabidiol bao gdm cac

budc:

(i) chudn bi pha phan tan bang cach cho cannabidiol hoa tan trong dung mai etanol vdi ty

- 18 khéi lugng cannabidiol: thé tich dung méi etanol 14 8:10 & tdc do nim trong khoang tir 300
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dén 500 vong/phut va két hop gia nhiét dén nhiét d6 ndm trong khoang tir 40 dn 600C trong

thoi gian ndm trong khoang tir 4 dén 8 gio;

(ii) chudn bj chét mang bing cich gia nhiét polyetylen glycol (PEG) va nuéGe voi tir 40
dén 60% theo khdi lugng dén nhiét do ndm trong khoang tir 60 dén 80°C, khudy déu;

(iii) bd sung chit mang vao pha phan tan theo ty 1€ 40:60 theo khdi lugng, tiép tuc gia
nhiét pha phan tén dén nhiét o nim trong khoang tir 40 dén 60°C, khudy véi téc do ndm trong

khoang tir 400 dén 800 vong/phut;

(iv) nhil héa béng cach: khi nhiét d dat 100°C, bd sung dau thau diu hydro héa PEG-40
(ACRYSOL K-140) vao hdn hop chit mang va pha phén tan da thu ¢ budc (iii) theo ty 1& 40:60
theo khéi lugng, tiép tuc khudy & tbc do nim trong khoang tir 500 dén 700 vong/phiit, & nhiét do
nam trong khoang 100°C, trong mdi trudng chan khong, nhiét do phan tng dugc duy tri & 100°C
trong thoi gian ndm trong khoang tir 3 dén 5 gio, kiém soat chat luong san pham tao thanh cho
dén khi kiém tra thy trong sut, dimg phan tmg, ha nhiét do tir tir cho dén khi nhiét do con nim

trong khoang tir 40 dén 60°C; tién hanh nhii héa toan bd hdn hop trong 30 phat, & téc d6 nim
| trong khoang tir 400 dén 800 vong/phut;

(v) loc san phim bing cach bom qua hé théng loc nano trude khi chiét rét dong géi.
Kich thirc céc hat ctia hé vi nhil twong nano cannabidiol thu duoc 13 tir 30-80nm.

Quy trinh d cép trong don yéu ciu cip bang doc quyén sang ché Viét Nam sb 1-2019-

00609 khong phii hop dé 4p dung dé san xudt hé vi nhii tuong nano Epigallocatechin-3-galat.

Do d6, cong thirc tao hat nano EGCG cho dén nay van can phai tiép tuc tdi wu. Cho dén
nay chua c6 nghién cru ndo d& cép dén viée st dung hé vi nhil twong dau trong nuéc sir dung
chat nhii héa dau thiu diu hydro héa PEG-40, mot t& duge phd bién trong duoc phim va m§

~ phdm nhidm lam tang tinh tan va ting do bén ciia EGCG.

Vi vy, cin thiét c6 quy trinh san xudt hé vi nhii tuong c6 céc hat tiéu phan c6 kich thudc
nho hon 100nm, dong d&u, kha ning hoa tan tdt hon trong nude va van giit duoc ciu trac, hoat

tinh EGCG trong qua trinh nano héa.

Ban chit ky thuét ciia giai phap hitu ich
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Muc dich cta giai phap hitu ich 13 d& xuit quy trinh san xudt hé vi nhii twong nano
epigallocatechin-3-galat (EGCG) tao céc hat ¢6 kich thuéc nhé hon 100nm, ddng déu, c6 kha
ning hoa tan trong nudc ma hoat tinh va cAu trac khoéng ddi giup 1am ting hidu qua sir dung cta

hoat chét epigallocatechin-3-galat, cu thé 14 ting kha ning hip thu va tang sinh kha dung.

Dé dat dugc muc dich néu trén, quy trinh san xuét hé vi nhii tuong nano epigallocatechin-

3-galat theo giai phap hitu ich bao gdm cac budc:

(i) chuan bi pha phan tén bing cach cho epigallocatechin-3-galat hoa tan trong dung moi
etanol v6i ty 18 khdi lugng epigallocatechin-3-galat: dung méi etanol 12 8:10 bing may khudy cé
tdc do ndm trong khoang tir 300 dén 500 vong/phut va két hop gia nhiét va giit nhiét & nhiét do

nam trong khoang tir 40 d&n 60°C trong thoi gian ndm trong khoang tir 4 dén 8 gio;

(ii) chudn bj chit mang bing cach gia nhiét polyetylen glycol (PEG) dang 16ng dén nhiét
do nam trong khoang tir 40 dén 60°C, khudy déu;

(iii) b6 sung chat mang vao pha phan tn theo ty 18 3:1 theo khéi luong, tiép tuc giir nhiét
d6 hdn hop chit mang va pha phén tan nim trong khoang tir 40 dén 60°C, khudy véi tbc dd ndm

trong khoang tir 400 dén 800 vong/phiit trong méi trudng hut chan khong;

(iv) nhil héa bang c4ch: gia nhiét hdn hop chit mang va pha phan tan da thu & bude (iii) cho dén
khi nhiét d¢ dat 60°C, b6 sung dau thau dau hydro héa PEG-40 (PEG-40 Hydrogenated Castor
Oil) va Polysorbate (Tween) theo ty 1& khdi lugng ndm trong khoang tir 3:1,5 dén 4:1 vao hdn
hop chét mang va pha phan tan theo ty 1& nim trong khoang tir 40:61 dén 40:60 theo khdi luong,
_tiép tuc khudy ¢ téc dd ndm trong khoang tir 500 dén 700 vong/pht, & nhiét d6 nim trong
khoang tir 60 dén 80°C, trong méi trudng chan khong, nhiét do phan tmg dugc duy tri nim trong
khoang tir 60 dén 80°C trong thoi gian ndm trong khoang tlr 3 dén 5 gio, kiém so4t chét luong
san pham tao thanh bing cach cho hoa tan vao nudc va do do trong, néu khong dat d¢ trong subt
thi tiép tuc gia nhiét va do dd trong 30 phiit mot 1an cho dén khi kiém tra thy trong subt, dung
phan tmg, ha nhiét do trong thoi gian tir 30 dén 60 phut cho dén khi nhiét d6 ndm trong khoang
tlr 40 dén 60°C; tién hanh nhii héa trong thiét bi tao nhii toan bd hdn hop trong 30 phit, & tbe do
khudy nam trong khoang tir 400 dén 800 vong/phut;
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(v) Hon hop thu dugc dugc 1am lanh dén 25°C va duge bom bing cach sir dung voi phun
siéu 4m (Ultrasonic Atomizer Nozzle) & tin s§ 60 Hz, sau d6 loc san phim bing cach bom qua

hé théng loc nano trudc khi chiét rét déng goi.
M5 ta vin tit cac hinh vé

Hinh 1 12 anh so sanh kha n@ng phén tan trong nudc giita nano epigallocatechin-3-galat

(EGCG) thu dugc bang quy trinh theo giai phép hitu ich (binh A) va EGCG d biét (binh B);

Hinh 2 I3 anh két qua phd do TEM kich thuéc hat nano EGCG thu dugc bing quy trinh
theo giai phéap hitu ich.

MG ta chi tiét giai phap hiru ich

Quy trinh san xuét hé vi nhii twong nano epigallocatechin-3-galat (EGCG) theo gii phap

hitu ich dugc thuc hién nhu sau:

(i) Budc thir nhit: chuin bi pha phan tan bang cach cho EGCG hoa tan trong dung moi
etanol véi ty 18 khéi lugng EGCG: dung méi etanol 1a 8:10 bing may khudy c6 tdc do nim trong
khoang tir 300 dén 500 vong/phut va két hop gia nhiét va giir nhiét & nhiét do ndm trong khoang
tir 40 dén 60°C trong thoi gian ndm trong khoang tir 4 dén 8 gio.

Viéc gia nhiét tao diéu kién dé pha phan tin c6 thé két hop véi chat mang polyetylen
glycol (PEG) tét hon. Viée sir dung khudy va gia nhiét dé tao EGCG phan tan tbt hon, khi tac gia
thir nghiém v6i nhiu didu kién khudy va nhiét d6 khac nhau, cho thdy véi téc do khudy nim
trong khodng tir 300 dén 500 vong/phiit va két hop gia nhiét dén nhiét do ndm trong khoang tir
40 dén 60°C thi pha phan tan EGCG la t6t hon va két hop v6i chit mang PEG tét hon.

(ii) Budc thir hai: chuan bj chit mang bing cach gia nhiét polyetylen glycol (PEG) dang
16ng, trong d6 PEG chiém tir 40 dén 60% khéi lugng hdn hop PEG va nude, dén nhiét do ndm
trong khoang tir 40 dén 60°C, khudy déu.

Nhiéu nghién ctru dd chi ra ring céc qué trinh van chuyén thuc c6 thé dugc nang cao
- hiéu qua nhd nhiing hé dan thudc ¢6 ngudn gdc tir cac loai polyme, quy trinh str dung chit mang
polyetylen glycol (PEG) la polyme mach dai c6 cong thirc chung 13 HO(CH,CH,)nH. Cac chét

mang polyme v6i ham luong tai dugc chat kha cao ¢ thé dem t6i nhidu thuén loi vé& mit duge
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dong hoc nhu duoc chat duge gitt dn dinh, c6 thé sir dung @ diéu tri trong thoi gian dai bang qué
trinh nha cham thudc theo sy phan hily polyme, su phan b sinh hoc ciia duoc chit, tinh hudng

dich, tinh thAm qua mang t& bao,... c6 thé dugc didu khién bing cac tinh chit hoa 1y cia polyme.

(iii) Budc thir ba: bd sung chét mang vao pha phan tan (theo ty 1& 3:1) theo khdi lugng,
tiép tuc giif nhiét 40 hdn hop chit mang va pha phan tan nim trong khoang tir 40 dén 60°C,

khudy véi téc dd nam trong khoang tir 400 dén 800 vong/phiit trong mdi trudng hut chan khong.

(iv) Budc thr tu: nhii héa bang cach: gia nhiét hdn hop chit mang va pha phan tan d4 thu dugc &
budic thir ba cho dén khi nhiét d6 dat 60°C, bd sung hdn hop du thiu ddu hydro héa PEG-40
(PEG-40 Hydrogenated Castor Oil) va Polysorbate (Tween c6 cong thirc hoa hoc C64H124026)
theo ty 1& khdi lugng ndm trong khoang tir 3:1,5 dn 4:1 vao hdn hop chit mang va pha phan tan
theo ty 1& nim trong khoang tir 40:61 dén 40:60 theo khéi lwong, tiép tuc khudy & tbc d6 nim
trong khoang tir 500 dén 700 vong/phiit, & nhiét d6 nim trong khoang tir 60 dén 80°C trong méi

trudng chan khong, nhiét do phan (mg duoc duy tri & nhiét d6 ndm trong khoang tir 60 dén 80°C
| trong thoi gian nim trong khoang tir 3 dén 5 gio, kiém soat chit luong san phim dugc tao thanh
bang cach cho hda tan vao nudc va do d9 trong, néu khong dat d6 trong subt thi tiép tuc gia nhiét
va do d9 trong 30 phiit mot 1an cho dén khi kiém tra thdy trong sudt, dirg phéan tmg, ha nhiét do
tir tir trong thoi gian tir 30 dén 60 phiit cho dén khi nhiét d6 con ndm trong khoang tir 40 dén
60°C. Sau d6 tién hanh nhii hoa trong thiét bi tao nhii toan bd hdn hop trong 30 phut, & tbe do
khudy nam trong khoang tir 400 dén 800 vong/phit.

Bing cac nghién ctru ly thuyét va thuc nghiém, céc tic gia giai phap hitu ich nhan thiy
rang dé san xuét nano EGCG tan bt trong nudc, thi hé vi nhii twong nay & dang nhii twong dau
trong nude. Viée lua chon chét nhii hoa dé tang tinh bén cua hé vi nhil tuong dua vao dic diém
ctia hé vi nhii tuong (dang hé vi nhii twong dau trong nuéc, dang hé vi nhii twong nudc trong
* dau,...). Vi vdy, c4c tac gia giai phap hitu ich d4 lya chon chit nhii hoa 13 dau thiu diu hydro
héa PEG-40, boi vi dau thiu ddu hydro héa PEG-40 1a chat than nu6c, khong c6 doc tinh va c6
d6 an toan cao. C4c tc gia giai phap hitu ich d4 tién hanh rit nhiéu thir nghiém d& x4c dinh dugc
v6i ty 18 hdn hop chit mang PEG va pha phén tan 13 4:6 d& hinh thanh cic mach polyme bén
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Do chét nhil héa dau thau dau hydro héa PEG-40 va Polysorbate (Tween) d2u 14 phan tir
c6 2 phén riéng biét, phan than diu va phin than nudc, nén cé kha ning tao lién két véi EGCG
va hdn hop chat mang. Phin than dAu tao lién két véi EGCG va phan than nudc tao lién két véi
phan thén nuéc ctia hdn hop chit mang PEG, nén da tao ra céc hat tidu phan nano EGCG va véi

cu tric ndy bao vé t6t hoat tinh EGCG.

Nhu vay, viéc tao hé vi nhil twong nano EGCG bang cach thuc hién két hop khudy & téc
d6 nam trong khoang tir 500 dén 700 vong/phut trong méi truong chan khong, nhiét do phan tng
dugc duy tri ¢ nhiét do nm trong khoang tir 60°C dén 80°C trong thdi gian ndm trong khoang tir
3 dén 5 gio, sau d6 tién hanh nhii héa tfong thiét bi nhii nhii héa toan bd hdn hop trong 30 phat,
~ v6i the dd khudy nim trong khoang 400 dén 800 vong/phut.

Heé vi nhil twong thu duogc bing quy trinh theo giai phap hiru ich c6 d6 pH nim trong
khoang tir 7 dén 7,4. Véi gié tri d0 pH nay, céc hat tiéu phén tdn tai dn dinh do trong mdi trudng
trung tinh nay lién két gitra EGCG va vat lidu mang dugc giit trong qua trinh phén tan, trong khi
hé vi nhil tvong c6 d pH <7 thi lién két nay suy yéu din dén hat nano EGCG s& bi phé huy

trong dudng tiéu hoa.

Hg vi nhii tuong nano EGCG thu dugc bing quy trinh theo giai phap hitu ich c6 chi sb
can bang ua nu6c — wa dau viét tét 1a HLB, ndm trong khoang tir 13 dn 18 14 hé vi nhil tuong
thdn nude. Hé vi nhil tuong nay cé cac hat tiéu phan chira EGCG than nuéc, khong két dinh,

kich thudc cua cac hat dn dinh ndm trong khoang tir 30 dén 80 nm, nén c6 thé tham nhap dé dang
| qua mang té bao dé phat huy hiéu qua va tdng do hoa tan ciia EGCG trong nudc, tir d6 1am ting

tinh sinh kha dung ctia chit.

(v) Budc thi nam: Hon hop thu duge duge 1am lanh dén 25°C va duge bom bing cach sir
dung voi phun siéu am (Ultrasonic Atomizer Nozzle) & tan sb 60 Hz, sau d6 loc san phim bing
cach bom qua hé thdng loc nano truée khi chiét rét déng gbi dé loai bo cac luong du céc chit va

dém bao d¢ dong déu, dn dinh cuia dung dich.

Hat nano ¢6 xu huéng két ty, dé phan tan hat nano cin phai cung cip dii ning luong dé
tach cac lyc lién két. Sir dung voi phun siéu am 1a mot phuong tién hiéu qua trong viéc phén tan
hat nano va giam kich thudc hat nano, tao ra cac hat c6 kich thuéc nhd hon va kich thuédc dong

» déu hon. Su phén tén va phd v& su két tu ctia hat nano 1a két qua cta hién tugng x4m khi thuc do
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song si€u 4m. Khi siéu 4m lan truyén vao trong dung méi, s& lién tuc tao ra cac chu ky xen k&

gifta 4p suit cao va 4p sudt thap, diu nay tac dong 1én luc lién két cua hat nano.
Vi du thwe hién gidi phap hiru ich
Vi du: San xuét 100g hé vi nhii tuong nano EGCG

Chuén bj pha phan tan bing cach cho 8g EGCG hoa tan trong 10g dung moi etanol 96°
béng may khudy c6 tdc do 400 vong/phut, két hop gia nhiét va giit nhiét & nhiét do 40°C trong
thoi gian 6 gid dé tao thanh dung dich ddng nhét bing may khudy tir gia nhiét IKA C-MAG HS 7
cong suat 1000 W. Thu duoc 15g phé phén tan (dung méi etanol 96° bay hoi mdt phan trong qué
trinh khudy gia nhigt).

Chuén bi chit mang: 45g PEG dang 16ng dugc gia nhiét d¢én 60°C, khudy déu bing may
khudy tir gia nhiét IKA C-MAG HS 7 cong suit 1000 W.

Bb sung 45 g chét mang vao 15g pha phan tan da chudn bi & trén (ty 16 chét mang: pha
phan tan 12 3:1 theo khdi lugng), tiép tuc gia nhiét hdn hop chit mang va pha phan tén dén 60°C,
~ khudy véi téc d6 600 vong/phiit trong mdi trudng hit chan khong bang may khudy tir gia nhiét
IKA C-MAG HS 7 cong suit 1000 W. Thu dugc 60g hdn hop chit mang va pha phén tan.

Sau d6, gia nhiét 60g hdn hop chit mang va pha phan tan thu duoc cho dén khi nhiét do
dat 60°C, bd sung 40g ACRYSOL K-140 va Tween (trong d6 gdm 32g ACRYSOL K-140 va 8g
Tween) vao 60g hdn hgp chét mang va pha phan tan thu duoc, tiép tuc khudy & tbc do 700
vong/pht, trong moi trudong chén khong, nhiét d¢ phan tng dugc duy tri & 60°C trong thoi gian
trong 5 gio, kiém soat chét luong san phim tao thanh bang cach cho hoa tan vao nudc va do do
trong subt, néu khong dat thi tiép tuc gia nhiét va do do trong 30 phut mot 1an cho dén khi kidm
tra thdy trong sudt, dimg phan tmg, ha nhiét do tir tur trong thdi gian ndm trong khoang tir 30
phut dén 60 phut cho dén khi nhiét do con 50°C; tién hanh nhii héa toan b hdn hop trong 30
phut, & toe do 800 vong/phit bing may nhii IKA T25 DIGITAL ULTRA- TURRAX cdng suét
~ 800W.

Hon hop thu duogc duge 1am lanh dén 25°C va dugc bom béng cach str dung voi phun
siéu &m (Ultrasonic Atomizer Nozzle) & tin s§ 60 Hz. Trudc khi chiét rét, san phim dugc bom

qua hé thdng loc nano (gdm mang loc duong kinh 16 1um, két hop bom 4p suét cao Leybold,
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250-600bar (25-60MPa), hru lugng bom nidm trong khoang tir 0,1 dén 10ml/phat) nhim muc
dich loai bo lugng EGCG du khong tao thanh hat tiéu phén, thu dugc hé vi nhii tuong nano
EGCG phan tan t6t trong nudec.

Béng phuong phap do phd bing UV-vis céc tac gia giai phap hitu ich da nhan thy 13 vi
tri cac pick cia EGCG nguyén liéu va hé vi nhil turong nano EGCG hoan toan trung khép. Piéu
nay cho thdy hé vi nhii tuong thu duoc bang quy trinh theo gidi phap hiru ich van gitr dugc ciu
tric, hoat tinh EGCG trong qué trinh nano héa. St dung phuong phap do phd bang UV-Vis dé
dinh luong ham lugng EGCG trong hé vi nhil, Két qua cho thay ndng d6 EGCG trong hé vi nhii
tuong nano EGCG nim trong khoang tr 8% dén 10%.

Tién hanh do kich thude hat nano EGCG bing kinh hién vi dién t&r quét TEM (Kinh hién
vi dién t& truyén qua - rransmission electron microscopy, viét tit: TEM) duoc thé hién theo
- Hinh 2 cho thdy kich thuéc hat dao dong tr ndm trong khoang tir 10nm dén 50nm chiém ti 1é gin
nhu t6i da 100% trong dung dich.

Kich thwéc hat dwge do bing DLS: Cac hat lo limg trong mot chét 1ong lién tuc trai
qua chuyen dong ngdu nhién, va kich thuéc cia céc hat truc tiép anh huéng dén téc do cua
ching. Hat nho di chuyen nhanh hon so véi nhitng hat 16n hon. Hat nano EGCG duoc x4c dinh
dién tich b& mit va do d6 phan bd hat sir dung mdy Dynamic Light Scattering system (DLS,
Zetasizer Ver. 6.20, Malvern Instruments, Hoa Ky).

Trong DLS, 4nh sang di qua mau, va 4nh sang tan xa duoc phat hién va ghi nhan & mot
gbc do nhét dinh. Két qua do trén may DLS cho thdy hat nano EGCG thu duogc ¢ kich thude chi
yéu dat 10-50 nm.

Nhu vay, cac két qua kich thuédc hat nano EGCG sir dung DLS 14 phu hop véi két qua
TEM.

Thé zeta hay dién thé dong: D9 tich dién bé mit cua hat nano anh hudéng dén do bén
cua hat trong dung dich ciing nhu sy tuong tdc cta hat véi té bao. Vé mit Iy thuyét, thé zeta duoc
st dung nhu mot tidu chi dé danh gia do bén. Thé zeta 13 dién thé giita pha phéan tan va moéi
truong phén tén. Hat nano EGCG duoc xac dinh dién tich b& mit va do do phan bd hat sir dung
méy DLS. Theo Iy thuyét, cac hat c6 thé zeta > -40 mV duoc xem 1a bén (Qiu va cong su, 2016).
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Trong quy trinh nay, thé zeta ctia nano EGCG dat > -40 mV, cho thay hat nano EGCG thu dugc

c6 d6 ben tot.

Kich thwéc Kich thwéc Thé zeta |DPobéndinh | Tinh tan trong
nwoc

(nm, theo TEM) | (nm, theo DLS) | (mV) (thang)

10-50 10-50 -40 >12 tan tot trong nudc,

sau khi hoa tan
trong nudc hé oOn

dinh > 7 ngay

Tir két qua trén thdy ring, véi viée sir dung chit mang polyetylen glycol (PEG) véi dau

thdu dau hydro héa PEG-40, thu dugc hé vi nhil twong ¢6 c4c hat tiéu phan cé kich thuée nhé (ti

10 nm dén 50 nm), c6 d6 8n dinh cao (>12 théang), tan tdt trong nudc va sau khi hoa tan trong

nuéc hé 6n dinh > 7 ngay.

Theo Hinh 1, 1a 4nh so sanh kha ning phén tan trong nuéc giita EGCG da biét va nano

EGCG thu duogc bing quy trinh theo giai phap hitu ich, trong d6 binh A thé hién nano EGCG

phan tan trong nudc thu duge bang quy trinh theo giai phap hitu ich, binh B thé hién EGCG da

~ biét phan tan trong nudc. Nano EGCG thu dugc bang quy trinh theo giai phap hitu ich phén tan

hoan toan trong nudc tao dung dich mau vang trong sudt, ddng nhét.

Theo Hinh 2, 12 két qua anh phd do TEM kich thude hat nano EGCG thu dugc bing quy
trinh giai phap hitu ich, ta théy kich thudc hat trung binh 1a 12,27nm, véi mat dd 100%, véi dinh

phd 1 c6 duong kinh hat 12,69nm, chidu rong 2,874nm. C4c hat c6 sy ddng déu vé kich thuée,

dao dong trong khoang 10-50nm (Hinh 2), khéng xuét hién céc dinh phd khac.

Bang duéi ddy thé hién cac sb liéu do:

Duong

(nm)

kinh | Mat do %

Chiéu  ring

(nm)
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Kich thu6c hat trung binh | Dinh pho 1 12,69 100 2,874
(d.nm): 12,27
Pdl: 0,077 DPinhph62 | 0,00 0,00 0,00

| Kha nang chén: 0,939 Dinh phd 3 0,00 0,00 0,00
Két qua danh gia: tot

Hiéu qua dat dwoc cia gidi phap hiru ich

Quy trinh san xuit hé vi nhii tvong nano EGCG theo giai phap hitu ich d& thanh cong
trong viéc san xudt hé vi nhii tuong c6 céc hat tiéu phan nano EGCG c6 kich thu6c nho, tir 10
dén 50nm, ddng déu va kha ning hoa tan tt trong nuéc ma vin giit dugc cAu tric, hoat tinh

EGCG trong qua trinh nano hda.

Céc chit dugce sir dung trong quy trinh san xuit nano EGCG phan tan t6t trong nuéce c6
do an toan cao, khong ddc hai va it tic dung phu, nén hé vi nhii tuvong nano EGCG thu duoc tir

quy trinh theo giai phap hitu ich c6 do an toan cao khi sir dung.

Quy trinh theo giai phap hitu ich don gian, d& thyc hién va phi hop véi céc diéu kién

thuc té hién nay cta nudc ta.
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Yéu ciu bao hd
1. Quy trinh san xuét hé vi nhii tvong nano epigallocatechin-3-galat bao gdm céc budc:

(i) chuén bi pha phan tdn béng cach cho epigallocatechin-3-galat hoa tan trong dung moi
etanol véi ty 1 khdi lugng epigallocatechin-3-galat: dung mdi etanol 1a 8:10 bing may khudy c6
téc do ndm trong khoang tir 300 d&n 500 vong/phiit va két hop gia nhiét va gitr nhiét & nhiét do
ndm trong khoang tir 40 dén 60°C trong thdi gian ndm trong khoang tir 4 dén 8 gio;

(i) chudn bi chit mang bing cach gia nhiét polyetylen glycol (PEG) dang 1ong dén nhiét
d6 ndm trong khoang tr 40 dén 60°C, khuéy déu;

(iii) bd sung chit mang vao pha phan tén theo ty 1€ 3:1 theo khéi lwong, tiép tuc giit nhiét
-~ d6 hdn hop chit mang va pha phén tan ndm trong khoang tir 40 dén 60°C, khudy véi téc do nim

trong khoang tir 400 dén 800 vong/phiit trong mdi trudng hiit chan khong;

(iv) nhii héa bang cach: gia nhiét hdn hop chit mang va pha phan tan di thu & bude (iii)
cho dén khi nhiét do dat 60°C, bd sung dau thdu dau hydro héa PEG-40 (PEG-40 Hydrogenated
Castor Oil) va Polysorbate (Tween) theo ty 1& khbi lugng nam trong khoang tir 3:1,5 dén 4:1 vao
hdn hop chdt mang va pha phan tan theo ty 1& nim trong khoang tir 40:61 dén 40:60 theo khbi
luong, tiép tuc khudy & téc dd ndm trong khoang tir 500 dén 700 vong/phit, & nhiét do nim trong
khoang tir 60 dén 80°C, trong moi trudng chan khong, nhiét 4o phan tng dugc duy tri nam trong
khoang tir 60 dén 80°C trong thoi gian ndm trong khoang tir 3 dén 5 gid, kiém soat chat lugng
san phdm tao thanh bing cach cho hoa tan vao nuéc va do do trong, néu khong dat d6 trong sudt
 thi tiép tuc gia nhiét va do do trong 30 phut mdt 1an cho dén khi kiém tra thdy trong subt, dimg
phan g, ha nhiét do trong thoi gian tir 30 dén 60 phut cho dén khi nhiét d6 nim trong khoang
tir 40 dén 60°C; tién hanh nhii hoa trong thiét bi tao nhii toan bd hdn hop trong 30 phut, & toc do
khuy nim trong khoang tir 400 dén 800 vong/phit;

(v) hdn hop thu duge dugc 1am lanh dén 25°C va dugc bom béng cach str dung voi phun
siéu 4m & tin sb 60 Hz, sau d6 loc san phdm bing cich bom qua hé thdng loc nano truéc khi

chiét rét déng goi.
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Hinh 1

Phé phan bé kich thudc theo mat do

Kich thuwéc nm
— Ghi nhén kich thuéc

Hinh 2
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