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(57) Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh diéu ché hé vi nhil trong nano isoflavon,
trong d6 quy trinh nay bao gém cac budc: a) chuan bi pha phan tan; b) chuén bi hdn hop
chat mang polyetylen glycol/tween 80; c) tao hon hop dong nhit bang cach tron pha phan
tan, hdn hop chat mang polyetylen glycol/tween 80 va chat nhii héa lexitin; va d) tao hé vi
nhil twong nano isofavon bang cach dé qua dém hdn hop dong nhit thu duge & budc ¢ &
nhiét 46 phong, sau d6 hdn hop dugc chay trong thiét bi dong hoa voi ap sut 15 Mpa, lip
lai dong héa 5 1an, thu dugc hé vi nhil twong nano isoflavon.
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Linh vuc dugc dé cap

Giai phap hiru ich thudc linh vire dugc phdm, cu thé 13 giai phap hiru ich dé cap

dén quy trinh diéu ché hé vi nhii twong nano isoflavon.
Tinh trang ky thuit ciia giai phap hiru ich

Isoflavon 12 hop chit polyphenol duoc tim thiy chi yéu trong cdy ho dau nhu déu
nanh. Céac isoflavon chinh c¢6 trong déau nanh la daidzein, geistein, glyxitein,
formononetin va biochanin. Téc dung ¢6 1¢i cho strc khée cia isoflavon da duoc biét dén
tir 14u qua cic ngién ciru ciia cdc nha khoa hoc Nhat Ban. Cac nghién ctru khao st danh
gia dua trén théi quen sir dung ché d6 an giau isoflavon. Cac két qua cho thiy véi lidu
luong isoflavon 1a 80 mg/ngay da glup cai thién cac triéu chung 1di loan noi tiét or phu nit
thoi ky mén kinh. Isoflavon ¢ chu tric tuong tu 17 b-estradiol do vay c6 thé gin két voi
cac thu thé estrogen dic hiéu va thuc hién nhiéu chirc ning cia estrogen. Tuy nhién
khong gidng nhu estrogen san xuit trong co thé hodc dang tdng hop (nhur trong liéu phap
thay thé hormone-HRT), isoflavon tur nhién 13 cac hop chét diéu bién thu thé estrogen c6
chon loc ¢6 tac dong khac nhau & cac thu thé estrogen. Isoflavon ¢6 tic dung gitip cAn

bang luong estrogen cho co thé va bao vé 16p collagen ciia da.

Evelyne va cac cong su da tbng hop cac nghién ciru in-vitro va in-vivo vé tc dong
ciia isoflavon dén stc khée. Tac gia dd nhdn dinh trén bai “Isoflavones are safe
compounds for therapeutical applications — Evaluation of in vitro data” (2008): isoflavon
12 hop chét an toan c6 thé duogc ding nhu thuc phdm hang ngay hoic dudi dang thuc
phim chirc ning. Trong d6, tic gia di néu ra cic nghién ciru 1Am sang danh gid mdi
tuong quan gitra lugng isoflavon sir dung v6i bénh ung thu vi va bénh tim mach. Céc
nghién ctru d4 cho thdy ty 1¢ méc ung thu vii thap va bénh tim mach dugc céi thién khi st
dung thuong xuyén isoflavon. Trong qué trinh trao dbi chét, isoflavon duoc chuyén héa
thanh hop chit 1am thic ddy qué trinh ty chét & t& bao ung thu (apoptotic). Cac thi

nghi€ém in-vitro cho thay isoflavon con c6 tac dung trc ché su hinh thanh mach mau dén
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cac té bao ung thu giup dinh dang khéi u. Bén canh nhitng lgi ich néu trén, isoflavon con
c6 tac dung chdng lodng xwong va kich hoat cac tac nhan tai tao hinh thanh xuong tai cac
ving bi tdn thuong. Dang Z va cac cdng su da thuc hién cac thi nghiém khéc nhau véi
cac hop chit isoflavon 14 genistein, daidzein. Két qua trén bai “The balance between
concurrent activation of ERs and PPARs determines daidzein-induced osteogenesis and
-adipogenesis” (2004) da chitng minh céc isoflavon c6 tac dung trc ché su phu thudc PTH
cua qua trinh tao xuong, tﬁng OPG va giam RANKL hodc cai thién ty 1€ OPG:RANKL
d6i v6i sy hinh thanh xwong, gidm lwong interleukin-6. Két qua ciing cho thiy cac

isoflavon 1am ting cac hop chit canxi, photpho trong cic md xwong.

Tir tai liéu tdng hop dugc cho thiy isoflavon 13 hop chét thién nhién c6 nhiéu hoat
tinh sinh hoc déng quy da dugc nghién ctru nhiéu trén thé giéi va di dugc tng dung
nhiéu trong cic san phdm thuc phim va m§ phdm véi tac dung chdng 130 hoéa, can bing
néi tiét, ngan ngira cac bénh tim mach va lo.'?mg xuong. Céc san phéfn chi yéu dugc ding ‘
duéi dang ubng, nhung isoflavon 1a mot chét it tan trong nuéc nén kha ning chuyén hoa
ctia n6 thdp. Hon nira, cac nghién ctru céng bd hoat tinh cua isoflavon thip hon 100 14n
so v6i estrogen sinh 1y. Do d6, cin cai thién kha ning hoa tan cia isoflavon trong cac ché
phim dé ting tinh sinh kha dung cta hop chét nay. Mt trong nhitng giai phap 1am ting
tinh sinh kha dung cua isoflavon ma cac nha dugc hoc da thuc hién do 1a thay thé vi tri
17a-H bang nhém axetylenic dé tao thanh etinylestradiol (12 thanh phén estrogen trong
nhiéu thubc tranh thai). Uu diém cta phuong phap nay la tao dugc dang hop chafi_t m&i ¢
tinh sinh kha dung cao hon. Nhung nhugc diém 13 1am mét di mot sb tinh chét tw nhién
cua isoflavon nhu ngan nglra ung thu, cac bénh tim mach va lodng xuong. Bén canh do,

mot sO nghién ctru khac da tao cac cheé pham isoflavon dang nano.

Nirav V. Patel va cong su da nghién ctru ché tao ché pham isoflavon ting dung
trong diu tri ung thu. D& ting tinh sinh kha dung cua isoflavon, tic gia da sir dung
chitosan 1am chit mang va phwong phép tao giot vi nhii trong. Ché pham tao thanh dugc
sy dong kho sir dung 5% sucrose. Két qua trén bai “Formulation and Evaluation of

Genistein- a Novel Isoflavon loaded chitosan and Eudragit® nanoparticles for cancer
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therapy” (2015) cho thiy ché phdm tao thanh c6 kich thuéc khoang 80 nm. Phuong phap
nay c6 uvu diém tao dugc ché phdm c6 ham lugng isoflavon cao (66%) nhung kich thuéc

hat nano con 16n.

Yiran Ma va cac cong su dd dung phuong phép bao goéi isoflavon trong céc hat
nano polyme PLGA. Két qua nghién ctru trén bai “The comparison of different daidzein-
PLGA nanoparticles in increasihg its oral bioavailability” (2012) céng bd ché tao thanh
cong ché phim isoflavon dudi dang bao géi trong nano polyme PLGA c6 kich thudc tir
309 -323 nm, ham luong isoflavon dat 88%, kha ning hip thu tang tir 5-8 1an. So véi cac
phuong phap khéc, phuong phap ndy c6 wu diém tao dugc ché phim c6 ham luong
isoflavon cao (88%), bao vé isoflavon khéi céc tac nhan oxy héa nhung kich thuéc hat
nano con kha to va thoi gian chuyén hoa isoflavon s& cham hon so véi cac dang nano

khéc.

Tir tai lidu téng hop dugc c6 thé thiy co rat nhiéu phuong phap chuyén hoa
isoflavon thanh c4c hat nano 1am ting kha ning hoa tan va hap thu qua dudng tiéu hoa.
Tuy nhién, nhr d néu trén cac hat nano isoflavon tong hgp dugc van ¢ kich thudc kha
_to, voi kich thude nay kha nang vén chuyén va phan bé trong hé tudn hoan co thé sé bi

han ché.

Do d6, c6 nhu ciu cao vé& mdt quy trinh diéu ché hé vi nhii trong c6 cac hat tiéu
phan c6 kich thuéc nhé hon 50 nm, ddng déu, kha ning hoa tan tt hon trong nuéc va
van giir dugc cdu trac, hoat tinh isoflavon troﬂg qua trinh nano hoéa.

Ban chit ky thuét ciia giai phap hiru ich

Muc dich cta giai phap hiru ich 14 lam tang tinh sinh kh& dung cua hbat chit
isoflavon. D& dat dwoc muc dich nay, giai phap hitu ich dé xuét quy trinh didu ché hé vi
nhii twong nano isoflavon. Quy trinh niy bao gdm céc buéc:

a) chudn bi pha phan tan bing cich cho isoflavon hoa tan trong dung mdi etanol

theo ty 16 12 3:5 (z/mL) bing may khudy c6 gia nhiét & nhiét d6 50°C véi téc d6 khudy
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1500 vong/phiit trong thoi gian 15 gir cho dén khi tao thanh dung dich ddng nhét, thu

duogc pha phan tan;

b) chuén bi hdn hop chit mang polyetylen glycol/tween 80 bang cach trén hdn hop
polyetylen glycol va tween 80 theo ty 1€ 2:1 (g/mL) dugc phén tan déu trén may khudy
trong thoi gian 4 gior & nhiét d6 phong véi tbe d6 khudy 300 vong/phit;

¢) tao hdn hop ddng nhit bing cach tron pha phan tan, hdn hop chit mang
polyetylen glycol/tween 80 va chét nhii hoa lexitin sao cho cac chét isoflavon, polyetylen
glycol/tween 80 va lexitin trong hén hop ddng nhét c6 ty 1& isoflavon:polyetylen
glycol:lexitin 12 1:5:5 (g/g/mL) vao thiét bi tao nhii trong thoi gian 12 gid & nhiét do -
phong véi tbe d6 khudy 600 vong/phit, sau d6 ting téc do khudy 1én 800 vong/phut &
nhiét 30 120°C trong thoi gian 4 gio; va

d) tao hé vi nhii trong nano isofavon bing cach dé qua dém hén hop dong nhét thu
dugce & budce ¢ & nhiét do phong, sau do hon hop dugc chay trong thiét bi déng hoéa véi ap
suét 15 Mpa, lap lai ddng hoa 5 14n, thu dugc hé vi nhii trong nano isoflavon.
M3 ta vin tiit hinh vé

Hinh 1: Anh TEM ciia hé vi nhii trong nano isoflavon.
MBO ta chi tiét giai phap hiru ich

Quy trinh didu ché hé vi nhii trong nano isoflavon duoc trinh bay mét cach chi tiét
duéi day. -

a) Chuén bi pha phan tan bang cach cho isoflavon hoa tan trong dung méi etanol
theo ty 16 1a 3:5 (g/mL) bing may khudy c6 gia nhiét & nhiét o 50°C véi tbc do khudy .
1500 vong/phut trong thdi gian 15 gid cho dén khi tao thanh dung dich ddng nhét, thu
dugc pha phén téan.

Muc dich ban dau 12 tao ra cac hat isoflavon véi kich thudc nano va 4n dinh trong
hé, céc tac gia da sir dung dung moi 12 etanol dé hoa tan isoflavon 1am pha phén tan. Cac

nghién ctru truée ddy ciing thuong ding dung moéi etanol dé tao diéu kién cho pha phan
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tan c6 thé phan tan t6t hon trong hdn hop polyetylen glycol/tween 80. Bing nhiéu thi
nghi€m thi cac tac gia da x4c dinh dugc ti 1¢ hoa tan cda isoflavon va etanol 1a 3:5 (g/mL)

1a ti 1€ hoa tan thich hgp.

b) Chuin bi hdn hop chit mang polyetylen glycol /tween 80 bing cach trén hdn
hop polyetylen glycol va tween 80 theo ty 1& 2:1 (g/mL) dwgc phan tan déu trén may
khudy trong thoi gian 4 gid & nhiét d6 phong véi tbe d6 khudy 300 vong/phiit.

Vi hérvi nhil tuong theo gidi phap hitu ich dugc st dung trong cac nganh cong
nghiép thuc phim va dugc phan, nén cac chit duoc lua chon sir dung phéi c6 d9 an toan

cao, khong c6 ddc tinh va it tdc dung phu.

Nhiéu nghién cﬁu da chi ra ring cac qua trinh vén chuyén thudc c6 thé dugc ning
cao hiéu qua nho nhitng hé dan thudc c6 ngudn géc tir cac loai polyme nhu polyme thién
nhién wa nuéc nhu protein (gelatin, albumin), polysacarit (alginat, dextran, chitosan),
polyme tdng hop ky nudc nhu polyeste (poly (e-capprolacton), poly axit lactic, poly axit
lactic-co-glycolic. Cac chit mang polyme véi ham luong tai dugc chit kha cao c6 thé
dem t6i nhiéu thuén 101 vé mit duoc déng hoc nhu durge chit dugc gitr dn dinh, c6 thé sir
dung dé diéu tri trong thoi gian dai b%lpg qua trinh nhd chdm thudc theo su phén huy
polyme, su phan b sinh hoc ciia duge chét, tinh hudng dich, tinh thAm qua mang té bao,

v.v., c6 thé dugc diéu khién bang céc tinh chit héa 1y cia polyme.

Tuy polyetylen glycol (PEG) 1 cac chit mang polyme da dugc sir dung trong cac
" linh vire dugc phdm va y té, nhung hé vi nhii trong thu dugc biang cach sir dung riéng 1¢
PEG nay c6 d6 6n dinh chua cao vi trong qua trinh tao hé vi nhii twong c6 su dit giy vé
lién két mach polyme, thém vao d6 viéc st dung phdi hop PEG véi tween 80 theo cac
nghién ctru hién nay 14 kha théng dung dé cin bing chi sé HLB va giam d6 sa léng cua
c4c hat tiéu phan nano. Bang nhiéu thuc nghiém, cAc tac gia da tim ra ti 16 PEG/tween 80

14 2:1 (g/ml) 12 ti 1& t8i wu ciia chit mang gitip cho hé dwoc 6n dinh nhét.

¢) Tao hdn hop ddng nhit bing cach tron pha phan tan, hdn hop chit mang PEG/

tween 80 va chit nhii héa lexitin sao cho cac chét isoflavon, PEG/tween 80 va lexitin
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trong hdn hop ddng nhét c6 ty 18 isdﬂavon: PEG: lexitin 14 1:5:5 (g/g/mL) vao thiét bj tao
" nhil trong 12 gid & nhiét d6 phong véi toc d6 khudy 600 vong/ phut, sau d6 ting toc do
khudy 1én 800 vong/ phiit & nhiét do 120°C trong thoi gian 4 gio.

Gié trj cu thé cta ti 1¢ cac chit trong hén hop chit mang cling nhu cc chét nhil
hoa lexitin va cac diéu kién nhu téc d6 khudy, nhiét do, thoi gian 1a két qua cia cac qua

trinh thir nghiém thuc t& nham t8i wu héa quy trinh nay.

d) Tao hé vi nhii trong nano isofavon bing cich dé qua dém hdn hop ddng nhét
thu duoc & budc ¢ & nhiét d6 phong, sau d6 hdn hop dugc chay trong thiét bi dong hoa

véi ap suit 15 Mpa, lap lai déng hoa 5 14n, thu dugc hé vi nhii trong nano isoflavon.

Hbn hop thu dugc & bude ¢ c6 thé van con 14n mot hugng isoflavon dir nhit dinh
do bam trén thanh thiét bj hodc canh khuidy ma khéng duoc hoa tan trong dung moi,
lwong isoflavon ndy c6 thé sa ling sau khi dé qua dém va lam hdn hop trd nén khong
ddng nhit. Do @6 hén hop thu dugc & budce ¢ cin duge chay trong thiét bi déng hoa co6 ap
sudt dé giam kich thudc cta cac hat nay lai dong thoi 1am hdn hop cudi cing trd nén
ddng nhét.

Vi du thue hién gidi phap hiru ich
Vi du 1: Quy trinh diéu ché hé vi nhii trong nano isoflavon

Chuén bi pha phén tan bang cach cho 6g bt isoflavon hoa tan trong 10ml dung
mdi etanol. Phéan tan déu hdn hop bing may khudy c6 gia nhiét trong khoang 50°C véi
tbc do khudy 1500 vong/phit trong thoi gian 15 gid cho dén khi tao thanh dung dich
dong nhét, thu duoc pha phan tan.

Troén 30g PEG 400 va 15 ml tween 80 va phén tan déu trén may khudy trong thoi
gian 4 gid & nhiét d6 phong vai toc d6 khudy 300 vong/ phit.

Tron pha phan tan, hdn hop chit mang PEG/tween 80 va 30 ml chét nhii héa trong
thiét bj tao nhii trong thoi gian 12 gidr & nhiét d6 phong véi toc d6 khudy 600 vong/ phit,
sau d6 tang tdc d khudy 1én 800 vong/ phut & nhiét 9 120°C trong thoi gian 4 gio.
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Pé hdn hop thu dugc qua dém & nhiét dd phong, sau d6 hdn hop dugc chay trong
thiét bi ddng hoa v&i ap sult 15 Mpa, lap lai ddng hoa 5 1an, thu duge hé vi nhil twong
nano isoflavon.

Tién hanh thi nghiém nhu phin md ta chi tiét giai phép hiru ich & trén. San pham
tao thanh dugc tién hanh kiém tra voi cac phuong phép phén tich hién dai. Két qua phan
tich nhu sau: : :

- Két qua phan tich ham lugng

Ham luong cia isoflavon trong mau dugc do bing HPLC. Két qua dinh hrong cho
thdy ham luong isoflavon trong mAu phan tich dat 3,02 %.

- Két qua do HR-TEM

Dung dich isoflavon phan tan t6t trong nudc, cb chira cac hat nano isoflavon hinh
ciu c6 duong kinh khoang 10-20 nm.

- Két qua phén tich chi tiéu héa 1y va vi sinh vt

M3u nano isoflavon sau khi ché tao dwoc di kiém nghiém céc tiéu chuén vé vi sinh

vat va hoa 1y. Két qua kiém nghiéni duoc thé hién trong bang duéi day:

STT Tén chi tiéu Pon vi Phuong phép thir Két qua
Téng vi sinh vat hiéu : KPH .
10.1 CFU/mL ISO 4833-1:2013
khi (LOD:1 CFU/mL)
| 4 _ ~ KPH
10.2 Cl. Perfringens CFU/mL TCVN 4991:2005
(LOD:1 CFU/mL)
KPH
10.3 Coliforms CFU/mL TCVN 6848:2007
(LOD:1 CFU/mL)
TCVN 7924 -2:2008 KPH
10.4 E. coli CFU/mL

(LOD:1CFU/mL)
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Téng s6 biao tr mam KPH
10.5 , TCVN 8275-1:2010
men-moc (LOD:1 CFU/mL)
10.6 Ham 1 Cadmi g/k H.HD.QT.429(ICP-MS) AP
. am lugng Cadmi m HD.QT. -
s s (LOD:0,004 mg/kg)
10.7 Ham lugng Chi | mgkg | HHD.QT.429(ICP-MS) 0.081

Két quéa cho théy, mau isoflavon ché tao duoc dat céc chi tiéu vé an toan thuc phém.
Hiéu qua dat dli’g'c cia giai phap hiru ich
Quy trinh diéu ché hé vi nhii trong nano isoflavon da thanh cong tfong viéc diéu

ché hé vi nhii twong ¢6 chita c4c tiéu phan nano isoflavon c6 kich thuéc 10-20 nm, déng

deu va kha nang hoa tan tot trong nudc.

Céc chét dugc sir dung trong quy trinh diéu ché h¢€ vi nhil trong nano isoflavon
phan tén t6t trong nudc c6 do an toan cao, khong doc hai va it tac dung phu, nén hé vi
nhii trong nano isoflavon thu dugc tir quy trinh theo giai phap hiru ich c6 do an toan cao

khi str dung.

Quy trinh theo giai phap hiru ich don gian, dé thuc hién va phu hop véi cac diéu

kién thuc t€ hién nay cla nudc ta.
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YEU CAUBAO HOQ
1. Quy trinh didu ché hé vi nhii twong nano isoflavon, trong d6 quy trinh ndy bao gdm cac

budc:

a) chun bi pha phan tin bing cach cho isoflavon hoa tan trong dung mdi etanol
theo ty 1¢ 12 3:5 (z/mL) bing may khudy c6 gia nhiét & nhiét d6 50°C véi tdc do khudy
1500 vong/phut trong thoi gian 15 gid cho dén khi tao thanh dung dich dbng nhét, thu

dugc pha phéan tén;

b) chuén bi hdn hop chét mang polyetylen glycol/tween 80 bang cach tron hdn hop
polyetylen glycol va tween 80 theo ty 18 2:1 (g/mL) dwgc phan tan déu trén may khudy
trong thoi gian 4 gid & nhi€t d phong véi tbc d6 khudy 300 vong/phiit;

c) tao hdn hop ddng nhét bang cach tron pha phén tan, hdn hop chit mang

- polyetylen glycpl/tween 80 va chét nhii hoa lexitin sao cho cac chét isoflavon, polyetylen

glycol/tween 80 va lexitin trong hdn hop ddng nhét co ty 1¢ isoflavon: polyetylen glycol:

lexitin 12 1:5:5 (g/g/mL) vao thiét bi tao nhil trong thoi gian 12 gi® & nhiét do phong véi

tbc do khudy 600 vong/phit, sau d6 ting toc d6 khudy 1én 800 vong/phit & nhiét dd
120°C trong thoi gian 4 gio; va,

d) tao hé vi nhii trong nano isofavon bang cach & qua dém hdn hop ddng nhét thu
duoc & budce ¢ & nhiét @6 phong, sau d6 hén hop dugc chay trong thiét bi df‘)ng héa véi ap

suét 15 Mpea, lap lai df‘)ng héa 5 1an, thu dugc hé vi nhil trong nano isoflavon.
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Hinh 1
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