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(57) Giai phap hiru ich dé cap dén quy trinh san xuat hé chat mang nano tinh dau bao gom
cac budc:

(i) chudn bi pha phan tan tinh dau; (ii) chuan bi chit mang lam tir hdn hop dietylen
glycol monoetyl ete va lexitin theo ty 1¢ khoi lugng nam trong khoang tir 5:1,5 dén 6:1;
(iii) bd sung chat mang vao pha phan tan theo ty 1& khdi luong nam trong khoang tir 3:1,5
dén 4:1, gitr nhiét d6 pha phan tan da bd sung chit mang & nhiét 46 ndm trong khoang tir
60 dén 100°C dong thoi khuay trong chan khong; sau d6 dua toan b hon hop dung dich
qua hé théng may dong nhat ap suit cao duoc tich hop dau phun phan tan; (iv) bo sung
propylen glycol monocaprylat (Capryol 90) vao hon hop dung dich thu duoc ¢ budc (iii)
theo ty 1¢ khéi lugng nam trong khoang tur 4:1,5 dén 4,5:1, tlep tuc gilt nhiét do hon hop
dung dich sau khi bo sung propylen glycol monocaprylat nam trong khoang tir 60 dén
100°C, dong thoi khudy véi toe ¢ nim trong khoang tir 400 dén 800 vong/phit trong moi
truong hit chan khong; (v) tao hé chat mang nano tinh dau bang cach lam lanh hdn hop,
d6ng nhat hdn hop bang cach danh song siéu 4m dé dat kich thudc hat nho hon 100nm,
kiém soat chat lugng san pham tao thanh bang cach cho hoa tan vao nudc va do do trong,
néu khong dat dg trong thi tiép tuc gia nhiét va do do cho dén khi kiém tra théy trong subt,
dirng phan tng va tién hanh nhii hoa hdn hop, thu dugc hé chit mang nano tinh dau.
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Linh vwe ky thuit dwge dé cap
Giai phap hitu ich d& cap dén quy trinh san xuét hé chit mang nano tinh dau.
Tinh trang ky thuat ciia gidi phap hiru ich

Tinh du (Essential oil) dang 16ng tap trung clia cac chat dé bay hoi tu nhién
trong thuc vat cé mui thom. Tinh dau duge str dung trong y dugc véi vai tro 12 hoat
chét chinh hodc 1a chit din thudc, ngoai ra ciing duoc st dung nhiéu trong m¥

phéam, thyc phim va cong nghiép.

Tinh dau da dugc chiét xuét tir mot sé ho thuc vat chinh nhu: ho Thong
Abietaceae (duoc biét dén nhiéu nhét 13 tinh dau cdy thong nhwa Pinus merkusii 13
ngudn cung cip tinh dau théng, nhua théng va colophan), ho Hoang dan
Cupressaceae (tric bach diép, trac ba, ting), ho Hoa tan Lamiaceae (hung qué, oai
huong, kinh gidi, tia to d4t, bac ha, hodc huong, huong thdo), ho Sim Myrtaceae
(bach dan, dinh huong, sim, tram), ho Long ndo Lauraceae (qué, nguyét qué, gd
hdng, dau khau, de vang), ho Cam quyt Rutaceae (chanh, chanh sin, quyt, cam,
budi), ho Clc Asteraceae (clc, ngai gidm, sweet inula, gray santolina), ho Lua
Poaceae (s4) va ho Hoa hong (hoa hong)... tinh ddu da duogc ding dé chita céc
bénh sung viém, giam dau, cac bénh vé dudng tiéu hoa, giam stress... Cac nghién
ctru duge ly hién dai cho thay tinh diu ¢é nhiéu hoat tinh sinh hoc rat déng chu y:
khang nim, khang khuan, khang viém giam dau, bao vé hé thin kinh, chéng con
tring,... Tinh diu con duge str dung rong rii trong phuong phép tri liéu bang chét
thom (aromatherapy). Pay 1a liéu phép tu nhién st dung cac loai tinh dau chiét
xuét tir thuc vat dé chita bénh. Lidu phap nay da cho théy ¢ hiéu qué trong viéc

tdng cuong tam trang (mood enhancement), giam dau, cai thién chltc nang nhan
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thirc va ngay cang dugc st dung phd bién trong céc liéu phap y té bd sung hodc
thay thé (complementary and alternative medicine - CAM) hodc st dung trong céac
cham séc y té ban dau. R4t nhidu nghién ctru d chirng minh tac dung an than cta
tinh d4u hoa hdng, hoa o04i huong, chanh va bac ha (Lehrner va céng su 2005, B. F.
Bradley va cong su, 2007). M6t sb nghién ctru gan day da nghién ctru vé céc thanh
phan c6 tac dung an than cta tinh dau va co ché phan tt cua chung: linalool la
thanh phén chinh ¢6 tic dung an than trong tinh dau oai huong (T. Umezu va cong
sw, 2006); tinh dau chanh c6 tac dung lam ting ning luong than kinh cua 5-
hydroxy tryptamin thong qua qué trinh e ché hoat dong ctia dopamin (M. Komiya
va cong su, 2006); tinh dau bac ha c6 thé kich thich dopamin — mot thanh phén
tham gia vao qud trinh van dong cta chudt. Wu va cong su (2012) di thuc hién
mot nghién ctru toan dién vé su trao d6i chét trong mo6 ndo chudt va cac phan tng
tiét niéu trong phuong phép tri liéu bang chit thom. Cac thay d6i v& chuyén héa
bao gbm sy gia ting cac hop chit duong va su giam céc chét dan truyén than kinh
(tryptophan, serin, glyxin, aspartat, histamin, tyrosin, xystein, phenylalanin,
hypotaurin, histidin, asparagin), cac axit amin va céc axit béo trong ndo. Ham
lugng cao cla aspartat va ctia cac hop chat dudng (sucroza, maltoza, fructoza va
glucoza), cac nucleosit (adenin, uridin) cling nhu cta céc axit hitu co nhu lactat va
pyruvat d3 dugc thdy c¢é trong nude tiéu. Céc nghién ctru nay da dong nhit chi ra
réng chat mui c6 thé tao ra cac hiéu ung dac trung dbi véi chire nang tu tr1 va chirc
ning bénh hoc than kinh ctia con ngudi, cho thay rang liéu phép tri bénh bang chit
thom ¢6 céc tac dung c6 loi trong béi canh cude sdng hién dai ngay cang gia tang

cac diéu kién tam ly cing thing va bt loi cho stc khoe.

Véi dic tinh 14 chat thom va c6 tac dung khang nédm, khang khuén, chéng
oxi héa nén tinh dau dugc st dung nhiéu trong m§ phdm nhu: xa phong, kem danh

rang, cac san pham tay rira, nudc hoa, nudc thom. .. Ngoai ra, nhiéu tinh diu con
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¢6 tac dung ngan can UV, chdng 6xi hoa rét t6t nén ching duoc sir dung trong cac
loai m¥ phém bao vé€ da ngén can qua trinh 130 hda va chéng tac hai cua UV. Mot
s6 vi du dién hinh nhu: dau ving ngan can 30% tia UV; dau dira, dau lac, du oliu,
dau hat bong ¢6 tac dung ngan can 20% tia UV (Kora¢ RR va cong su, 2011). Tac
dung khang khuan va khang viém cta tinh dau cling da duogc tng dung vao trong
cac san pham kem danh riang, nuée suc miéng... vira lam thom miéng vua chita

bénh nha chu, viém loi.

Tinh dau c6 tac dung chéng 6xi héa, ngan ngira vi khudn, nAm nén da dugc
ting dung dé bao quan thuc phim. Mot sb nghién ctru da cho thay tinh dau c6 tac
dung khang khudn dién  rong khang lai cac  chung Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium, Escherichia coli O157: H7, Shigella
dysenteria, Bacillus cereus va Staphylococcus aureus v6i cac gia tri MIC nim
trong khoang tlr 0,2 dén 10 pM. Mot sb thanh phan c6 trong tinh dau di duoc xéc
dinh 1a c6 hoat tinh khéng khuén t6t nhu carvacrol, thymol, eugenol, perillaldehyt,
cinnamaldehyt va axit cinnamic ¢6 ndng do tGc ché tdi thidu (MIC) nam trong
khoang tir 0,05 d&én 5 uM in vitro. Véi ndng do cao hon, hiéu qua khang khuan
cling thu duoc tuong tu khi st dung trong thuc phdm: nghién ctu véi thit tuoi, cac
san phém tlr thit, c4, sfta, cic san phém lam tur sia, rau, trai cdy va com da chi ra
rang ndng d6 can thiét cta tinh diu dé dat duoc hidu qua khang khuén tét 1a
khoang 0,5-20 pg/g thuc phdm va khoang 0,1-10 pl/l trong cac san phdm nudce rira
trai cdy va rau. Tac dung khéng khuan ctia tinh dau c6 thé duoc giai thich bdi vi
tinh dau bao gém mét sd lugng 16n cac thanh phén va cach thuc hoat dong cua
chiing c6 lién quan dén mot sé dich trong té bao vi khun. Tinh ky nuéc cta tinh
dau lam cho ching ¢ kha nang thdm nhép va phan chia lipit ctia 16p mang té& bao

va ti lap the cta vi khuan khién ching bi thdm va o ri céc thanh phin ctia té bao.
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Diéu kién vat 1y dé ting cuong tic dung cta tinh dau 1a do pH thép, nhiét do thip

vanong do oxi thap.

Béng bén dudi 1a mot s6 loai tinh déu phd bién hién nay.

Tén tinh Tén tinh .
STT . STT . STT | Tén tinh dau
dau dau
1 Basil 12 Rose 24 Amber
2 Bergamot 13 Rosemary 25 Black tea
3 | Black pepper | 14 Tea tree 26 Tabac
4 Cedarwood | 15 Thyme 27 Fig leaf
5 Clove 16 | Ylang Ylang | 28 Ambroxan
6 | Frankincense | 17 Grapefruit 29 Daisy
7 Geranium 18 Vetiver 30 Saffron
8 Lavender 19 | Sandalwood | 31 Oud
9 Nutmeg 20 Musk 32 Whisky wine
10 Palmarosa 21 Jasmine 33 Rum
Magnolia
11 Patchouli 22
flower

Tuy nhién, tinh dau ty nhién c6 nhuge diém 13 d& bay hoi néu khong dugc
bao quan k¥, bi bién tinh do 4nh sang, nhiét do. Khi st dung truc tiép tinh diu gay
kich tmg da va mat, dat biét & nhiing nguoi ¢6 da nhay cam va tré em. Nhu cau si

dung tinh dau trong hoa m§ pham, thuc phim, duoc pham va ca néng nghiép 1a rat
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16n nhu do su kém 6n dinh, d& bién tinh, khong tan, nhe hon nudc dé bao hon lam

han ché kha ning tmg dung ctia tinh dau.

Do d6 viéc cai thién tinh dn dinh, giam sy bién tinh trong qua trinh san XU,
cai thién kha nang phan tan trong nudce, tang sinh kha dung cta cac loai dau 1a rat
can thiét, va viéc 4p dung coéng nghé nano 1a mot Gmg dung céng nghé méi dé tao
hé din va tang sinh kha dung ctia chit néi chung dang thu hit duoc nhiéu sy quan

tam nghién ctru, mot trong s6 d6 1a quy trinh san xuat hé chat mang nano tinh dau.

Tai lidu WO2014/065346 (V. Mane Fils), 01/05/2014 dé& cap dén quy trinh
diéu ché ché phdm dang vi nhil tuong diu trong nudc cta tinh diu chira terpen,
nhu tinh dau bac ha, tinh dau budi, quy trinh nay bao gém céc bude (i) chudn bi
pha phén tan bang cach cho tinh dau chira terpen trén véi etanol dé 1am pha phan
tan, (ii) tron Poem J-0021 va Polysorbat 80 lam chat nhii héa két hop véi dun
néng, cung cap hé chat mang O / W bao gém (A) mdt loai tinh dau c6 chia terpen,
(B) etanol, (C) mdt este axit béo polyglyxerin va (D) mot este axit béo
polyoxyetylen sorbitan va trong @6 (A) : (B) = 1: 2,5-40 vé khéi luong. Ti 16 ti da
clia tinh dau chia terpen trong hé 1a 2,5% rat thip, chua 6n dinh, day 1a quy trinh

tao ra ché phdm bdi da truc tiép, khong thé ing dung vao cac san pham khac.

Tai lidu CN105640846 A (Wang Lu), 08/06/2016 dé cip dén phuong phap
tao ra ché pham nhii tuong tinh du bac ha bdi ngoai da tac dung lam tring, trong
d6 phwong phap niy bao gém bude tron theo khéi lwong: 26-30 phan tinh diu bac
ha, 28-32 phan tween 80, 24-28 phin metylisothiazolinon, 22-26 phan axit béo cao
phan tr, 24-28 phan lexithin, nudc va cc thanh phin phu trg khéac va phén tan
bang siéu am tdc d6 cao. CN105640846 A chi ap dung cho tinh dau bac ha trong
hé kem nhil ding trong m§ pham ngoai da, thanh phén chi yéu cua hé 1 tinh dau
bac ha, axit béo, lexithin va tween déu 12 cac chit than dau, quy trinh nay chtra 26-

30 phan tinh dau bac ha tuy nhién dé c6 thé dan luong tinh diu nay vao san phim
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phai str dung t&i 24-28 phén trim metylisothiazolinon 1a mot chit bao quan, gay
doc, kich Gng da, chat nay di bi cAm luu hanh trong san pham tir thang 5/2019 theo
Hiép dinh m¥y phém ASEAN. Quy trinh theo CN105640846 A chi tao mét hé dau
ding dé bdi ngoai da c6 tac dung lam tring, hé duc, khong tan duoc trong nudc,
day chi 14 mot hé nhii tron khong nhdt duoc tinh dau, tinh dau khéng 6n dinh 1au

dai duoc, khong thé tng vao san pham khac.

Tai liéu CN104825351 A (Dongguan Boton Flavoes & Fragrances Co Ltd),
12/08/2015 dé cap dén quy trinh tao ra sita rira mat dang nhil tuong 1am tring da tix
tinh dau trdm, quy trinh nay bao gdm (i) bd sung va trén nude khir ion, 1-1,5%
lexithin, 2-4% TWEEN 80, 4-8% céc loai vitamin va 7-15% pyrolidon polyetylen
glycol cia axit carboxylic, khudy chdm va néng nhiét d6 dén 90°C; (ii) b sung
cocoamidopropyl betain, khudy déu va lam ngudi tir tir dén 50°C, thém axit xitric
va khuéy déu, tiép tuc lam mat Xuéng 40°C, thém 2-8% tinh dau traim, 5-18% dich
chiét thao mdc, 2-10% dich chiét 16 hoi, va tiép tuc khudy dé thu dugc thanh phdm.
Quy trinh néu trong tai liéu nay 1a tao san phim stra rira mat chi chira 2-8% tinh

dau, hé chat mang khong 6n dinh 1au dai.

Nhin chung, cdc quy trinh néu trén cha yéu tao ra cc hat tiéu phan c6 kich
thudc 16n hon 100nm trd 1én, nén hiéu qua phan tan trong nudc chua cao, thoi gian
6n dinh ngén, khong dap ing dugc néu cho vao san phdm thuc té, cac nghién ciu &
mo hinh thi nghi€m, s dung dung cu thiét bi va céc bude phte tap kho ap dung
quy mé cong nghiép va khong thé didu chinh tao duoc kich thuée hat mong mudn
dé ap dung cho ting dong san pham, dat biét ham luong dau duoc dan trong hé

thap, dudi 20% va c6 sit dung PEG, do d6 chwa dap tmg duoc nhu ciu st dung.

b3 biét Cong bd don yéu cép cép Biing doc quyén sang ché Viét Nam sé VN
63895 A (twong ting v6i don s6 1-2019-00608) cong bd ngay 25/06/2019 da boc 16

quy trinh san xuit hé vi nhil nano omega-3 bao gdm cac bude: (i) chuén bi pha
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phédn tan bang cach gia nhiét omega-3 dén nhiét d6 ndm trong khoang tir 40 dén
60°C; (i) chudn bi chat mang bang cach gia nhiét polyetylen glycol (PEG) dang
long dén nhiét do tir 40 dén 60°C, khudy déu: (iii) bd sung chit mang vao pha phan
tan theo ty 18 3:1 theo khéi luong, & nhiét d6 ndm trong khoang tir 40 dén 60°C,
khudy véi téc d6 nam trong khoang tir 400 dén 800 vong/phut trong moi truong
hut chan khong; (iv) nhii hoa bang cach: bd sung dau thau dau hydro hoa PEG-40
(ACRYSOI K-140) & nhiét d6 ndm trong khoang 60 dén 80°C vao hdn hop chat
mang va pha phan tan da thu dugc & bude (iii) theo ty 1& 6:4 theo khéi luong, trong
moi truong chan khong, khudy ¢ tdc do nam trong khoang tir 500 dén 700
vong/phtt; tién hanh nhii hoa toan bd hdn hop trong 30 phut, khudy & tdc do tir 400
dén 800 vong/phut; (v) loc san phdm bing cach bom qua hé théng loc nano trude
khi chiét rét dong gdéi. Kich thudc hat ctia hé vi nhii 1a 10-50nm, kich thudc hat
trung binh 1a 12,27 nm. Tuy nhién, quy trinh dugc boc 16 trong VN 63895 A nay
chi phtt hop dé san xuét hé vi nhii nano omega-3, 12 hoat chit khac hoan toan nhém
tinh ddu. Véi quy trinh st dung chét mang lam tr hdn hop dietylen glycol
monoetyl ete va lexitin khac hoan toan vé6i hé chat mang polyetylen glycol (PEG)
cua quy trinh VN 63895 A, str dung nhil la propylen glycol monocaprylat (Capryol
90) khac véi nhil dau thau dau hydro hoa PEG-40 (ACRYSOI K-140) cta quy
trinh VN 63895 A.

Di biét tai lidu CN 103735505 A cdng bd ngdy 23/4/2014 d3 boc 16 cac ché
phim nhil tuong chtra hoat chit tix glmg va sita ong chta, chat nhii hoa (nhu
lexitin), chit ddng nhii hoa (Transcutol), va pha diu (nhu Capryol 90). CN
103735505 A ciing boc 16 quy trinh diéu ché ché phdm vi nhu twong bao g6m hoa
hoat chét vao chét nhil hoa va chét ddng nhii hoa, sau d6 bd sung pha dau va khudy
déu. Kich thudce hat coa hé vi nhfi 14 1-100 nm. Tuy nhién, quy trinh duoc bdc 10
trong CN 103735505 A st dung cic hé chit nhil gdm lecithin (lecithin),
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phospholipid dau nanh (Soya phosphatidylcholine), cholesterol, gdm arabic, gel va
albumin, hodc chét nhii hda thuc phém té)ng hop este sucrose , Sodiumcaprylate,
Laurel acid type sucrose ester (LWA-1570), Polyethylene Glycol 40 castor oil
hydrogenated (Cremophor RH40), polyoxyethylene sorbitan monoleate
(Tween80), Labraso (Labrasol) va hé dau gdm dau dau nanh, Oleum Arachidis
hypogaeae, dau hén hop dung trong thuc phdm, Oleum Vitis viniferae, Oleum
sesami, vitamin E, dau tinh hoa Radix Oenotherae erythrosepalae, Fructus Canarii
albi, thém isopropyl myristate (isopropyl myristate), isopropyl palmitate, propylene
glycol dicaprate (Captex tM 200), dau ban tdng hop hodc téng hop nhu
LabrafilM1944, isopropyl palmitate, Capryol 90,... dé san xu4t hé vi nhfi sita ong
chtia nhén sam, hé nhil tao thanh chwa khao sat d6 6n dinh, 13 hd hop nhidu chét
khong phai chét tinh, st dung hang loat cac chat nhil, quy trinh phuc tap stt dung

rat nhidu chét, kho thuc hién va khéng thé tmg dung trong san xut cong nghiép.

Do d6, ¢6 nhu cau vé quy trinh san xuit hé chit mang nano tinh dau cho
phép tao ra cac hat tiéu phan dau véi kich thudce theo mong mudn ctia nha san xuét,
nh6 hon 100nm, va ty 1& ham lwong dau cao trén 20%, khong st dung PEG tdng
hop trong quy trinh, ddm bao an toan va ¢ thé khuyén céo tu nhién cho séan pham,
tao ra cac hat dong déu, thoi gian n dinh cua hat 1au trong vong hai ndm, kha nang
phén tan tot hon trong nude va 6n dinh trong hé nudc lau dai van gift duoc ciu tric
on dinh, hoat tinh ctia cac hoat chit va céc hat vi nhil tuong tao ra phai 6n dinh
trong quy trinh san xuét cong nghiép, c6 kha nang ung dung cao ca trong thuc

phdm, duge phdm va m§ pham.
Bin chit k§ thuit caa giai phap hiru ich

Muc dich ctia giai phép hitu ich 1a dé xudt quy trinh san xu4t hé chit mang
nano tinh dau cho phép tao ra céc hat c6 kich thuée dong déu, c6 kha ning hoa tan

va 6n dinh l4u dai trong nuée ma hoat tinh va cAu tric khong thay doi, gitp lam
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tang hi¢u qua sir dung cta tinh dau, cu thé 13 ting kha ning hép thu va ting sinh
kha dung c6 thé Gmg dung trong quy mé coéng nghiép; dic biét, quy trinh theo giai
phép hitu ich tao ra hé nano tinh ddu dam bao an toan va c6 thé lchuyén cao tu
nhién cho san pham, tao ra cac hat ddng déu nhd hon 100nm chta ham luong dau
cao 20% tinh dau, thoi gian 6n dinh cta hat kéo dai, kha nang phén tan t6t hon
trong nudc va 6n dinh trong hé nude 1au d& ma van gitt dugc ciu tric én dinh cia

tinh dau.

Dé dat duogc muc dich néu trén, giai phap hiru {ch dé xuét quy trinh san xuét

hé chat mang nano tinh dau bao gom cac budec:

(i) chudn bi pha phan tan bang cach gia nhiét tinh ddu dén nhiét do nim

trong khoang tir 60 dén 100°C;

(i) chudn bi chit mang bang cach gia nhiét hon hop dietylen glycol
monoetyl ete va lexitin theo ty 18 khéi lugng nam trong khoang tr 5:1,5 dén 6:1
dén nhiét d6 nim trong khoang tir 60 d¢én 100°C, trong diéu kién chan khong béng
hé thong c¢6 quay chan khong, sau d6 lam lanh dén 30°C thi 14n luot tién hanh danh
séng siéu 4m trong vong 30 phut, tién hanh khudy tir va gia nhiét & nhiét do nim
trong khoang tir 60 dén 100°C trong vong 30 phut, thu dung dich cho vao hé théng
¢d quay chan khong va tiép tuc khiy & 100°C;

(iii) bd sung chit mang vao pha phan tan theo ty 1& khdi luong nidm trong
khoang tr 3:1,5 dén 4:1, tiép tuc giit nhiét do pha phan tan sau khi bd sung chat
mang nim trong khoang tir 60 dén 100°C, dong thoi khudy véi tée do ndm trong
khoang tir 400 dén 800 vong/phut trong moi truong hut chan khong; sau d6 dua
toan bd hon hop dung dich qua hé thong may ddng nhat &p sut cao dugc tich hop

diu phun phén tan;

-10-
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(iv) bd sung propylen glycol monocaprylat (Capryol 90) vao hdn hop dung
dich thu duoc & bude (iii) theo ty 16 khdi lvong nam trong khoang tir 4:1,5 dén
4,5:1, tiép tuc giit nhiét d6 hdn hop dung dich sau khi b sung propylen glycol
monocaprylat ndm trong khoang tir 60 dén 100°C, ddng thoi khudy véi téc d6 ndm

trong khoang tir 400 dén 800 vong/phit trong moi trudng hit chan khong;

(v) tao hé chit mang nano tinh dau bang cach lam lanh hdn hop thu dugc
dén 25°C, ddng nhét hdn hop bang cach danh song siéu 4m st dung may dong nhét
siéu Am tir 30 dén 60 phut dé dat kich thudc hat nhé hon 100nm, kiém soat chat
luong san phim tao thanh bang cach cho hoa tan viao nudc va do do trong, néu
khong dat do trong thi tiép tuc gia nhiét va do do trong 30 phut mot 1an cho dén khi
kiém tra thy trong sudt, dimg phan Gng va tién hanh nhii héa hdn hop dung dich
trong thiét bi tao nhil ¢ tbc d6 khudy ndm trong khoang tir 400 dén 800 vong/phut,

thu duoc hé chit mang nano tinh dau.

Theo mot phuong an thuc hién clia quy trinh theo gidi phap hitu ich, & budc
(i) chudn bi chat mang, ty 1& khbi lugng ctia hdn hop dietylen glycol monoetyl ete
va lexitin 1a 5:1.

Theo mot phuong an thuc hién ctia quy trinh theo gidi phép hitu ich, & budc
(iii), chit mang duoc bd sung vao pha phan tan theo ty 1& khdi luong 14 3:1.

Theo mot phuong an thuc hién ctia quy trinh theo gidi phap httu ich, & budc
(iv), propylen glycol monocaprylat (Capryol 90) dugc bé sung vao hdn hop dung
dich thu duoc & bude (iii) theo ty 18 khdi luong 14 4:1.
M@ t vin tit cdc hinh vé

Hinh 1 14 anh so sanh kha ning phan tan trong nudc giita tinh dau (A); nano
tinh dau thu duoc bang quy trinh theo giai phap hitu ich (B).
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Hinh 2 14 anh két qua phd do TEM kich thudc hat nano tinh diu thu duoc
bang quy trinh theo giai phap hitu ich véi kich thuée nhé hon 100nm.

MO ta chi tiét giai phap hitu ich
Quy trinh san xuét hé chit mang nano tinh dau theo giai phap hitu ich duoc

thuc hién nhu sau:

(i) Chuan bi pha phéan tan bing cich gia nhiét tinh diu dén nhiét d6 ndm
trong khoang tlir 60 dén 100°C. Viéc gia nhiét tao diéu kién dé pha phén tan c6 thé

két hop vdi chat mang t&t hon.

(ii) Chuan bi chat mang bing cach gia nhiét hdn hop dietylen glycol
monoetyl ete va lexitin theo ty 18 khéi luong ndm trong khoang tir 5:1,5 dén 6:1,
t5t nhit 1a 5:1 dén nhiét d6 nam trong khoang tir 60 dén 100°C, trong diéu kién
chan khong bang hé théng ¢6 quay chan khong trong thoi gian tir 30 dén 60 phut,
sau d6 1am lanh dén 30°C thi 1an luot tién hanh dénh séng siéu 4m trong vong 30
phtt, tién hanh khudy tir va gia nhiét & nhiét d6 ndm trong khoang tir 60 dén 100°C
trong vong 30 phtt, thu dung dich cho vao hé thdng ¢6 quay chan khéng va tiép
tuc khay & 100°C trong 30 dén 60 phut.

Khi sir dung, tinh dau d& bj bién tinh do 4nh sang, nhiét do, thuong bi pha
huy trong dudng tiéu héa. Vi vay can quy trinh san xuét hat tiéu phan chira tinh
dau, v6i kich thude nhé cé mang bao sinh hoc, ciu tric ¢6 do 6n dinh, khéng két
dinh va do hoa tan cao. B&i vi hé chit mang theo giai phap hitu ich duoc s dung
trong cdc nganh cong nghiép thuc phdm va dugc phdm, nén céc chit mang duoc
Iua chon sur dung phéi c6 do an toan cao, khong c6 doc tinh va it tic dung phu.
Dietylen glycol monoetyl ete 1a mot hon hgp ctia monoeste propylen glycol va
dieste clia axit béo bao gdm chil yéu 1a axit caprylic. Ham luong monoeste va

dieste khac nhau d6i véi hai loai propylen glycol monocaprylat (Type I va Type
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IT), chit ndy duoc cong nhan an toan. Vi dic tinh 13 chét mang hoa tan chuyén
dung cho thude tiém, dung dich (Dugc va Thi y), tic nhan diéu chinh én dinh do
nhét, tao dich vi nhii twong, dietylen glycol monoetyl ete giup nhil héa va tao hé
chit mang tét gitp tang hip thu. Tuy nhién, chit mang nay néu dung trén da lidu
cao s& gay kich tmg, luong mang tinh diu t6i da khong qua 10%. Lexitin 12 mot
chit phu gia thuc phdm rét phd bién va duoc chau Au cong nhan 1a an toan véi stc
khde con ngudi. Lexitin ¢6 ban chét 1a mdt loai phospholipid, thanh phan ¢6 trong
mdi té bao clia co thé con ngudi. Cong thire héa hoc clia lexitin cho thiy lexitin 1a
chat béo tuy nhién thanh phan cAu tao 1én phan t lexitin lai ¢6 thé hoa tan trong
nuée. Pidu nay gitp lexitin nhii tuong héa tinh dau, gitp ching phéan tan trong
nudc, tuy nhién ban than lexitin chi ¢ thé tai tdi da 5-10% hoat chat va dé tai chét
hiéu qua can dat d6 tinh nhat dinh, quy trinh phan tach phic tap, gid chat nay rat
cao, céc quy trinh 1am m¥ pham chi st dung lexithin con nhidm nhidu tap, chua
tinh, hiéu qua mang thép. Do d6 dé tao hé chét mang 6n dinh va an toan cho nguoi
ding, san phdm c6 thé sir dung duogc trén da va ca dudng udng, viée két hop gifta
dietylen glycol monoetyl ete va lexitin theo ty 18 khdi lugng nim trong khoang tur
5:1,5 dén 6:1, t8t nhét 1a 5:1 tao hiéu qua mang t61 wu 1én dén hon 20% tinh dau,
ma van dam bao tao hat nano c6 kich thuéc dudi 100nm, phén tan hoan toan trong
nude, tao hé dung dich trong déng nhét, day 1a diém khéac biét hoan toan va tao

hiéu qua mang vuot trdi so v6i cac quy trinh da ¢6 hién nay.

Néu ty 18 gitta dietylen glycol monoetyl ete va lexitin nhé hon 5:1,5 thi kha
nang chat mang tao thanh khong mang duge toan bd lwong dau, dan dén kich thudc
hat khong dé)ng nhat, hé tao thanh khong on dinh, d& tach 16p; con néu ty 1€ néu
trén cao hon 6:1 thi luong lexitin s& con thira trong hé, gy 1ang phi va cling lam hé

kém On dinh hon.
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O budc tao chit mang nay, giai phap hftu ich st dung dietylen glycol
monoetyl ete va lexitin theo ty 1& d& nghién ctru 1a khéc véi cac giai phap da biét,
cu thé 1a véi giai phap néu trong CN105640846 A (Wang Lu) tao ché phdm nhi
tuong tinh dau bac ha boi ngoai da tac dung lam tring day la dang nhil dau, dung
boi truc tiép, khong c6 kha nang ing dung vao céac san pham khac, quy trinh nay
chi sir dung lecithin & day dé 6n dinh hé, khong c6 kha nang duy tri én dinh hat 1au
dai, h¢ nhil tao thanh khong c6 kha nang tan trong nude hoan toan khéc véi viée st
dung dietylen glycol monoetyl ete va lexitin theo dung ti 1& nhu giai phap hiru ich.
Theo giai phap hitu ich ty 1€ dd nghién ctru ctia nhém tac gia & cac diéu kién da néu
gitp gidm tac dong dén céu tric lexitin, dong thoi dietylen glycol monoetyl ete
gitp tang kha ning mang hoat chét, su két hop cta 2 chét theo ti 1& d3 nén gilap

tdng hi€u qua tai chat hon nhiéu lan so véi chi st dung lexitin.

(iii) B sung chét mang vao pha phén tan theo ty 1& khdi luong ndm trong
khoang tir 3:1,5 dén 4:1, t6t nhét 1a 3:1, tiép tuc giit nhiét do pha phan tan sau khi
b6 sung chit mang nim trong khoang tir 60 dén 100°C, ddng thoi khudy véi tée do
nam trong khoang tir 400 dén 800 vong/phut trong mdi truong hat chan khong
trong thdi gian ndm trong khoang tir 30 dén 60 phut; sau d6 dua toan b hdn hop
dung dich qua hé théng may ddng nhét ap suat cao dugc tich hop dau phun phéan

tan.

V6i ty 18 khdi luong chét mang va piia phan tin nam trong khoang tir 3:1,5
dén 4:1, tot nhat 14 3:1, hiéu suét phan mg t&i wu nhét, ddm bao toan bd chét trong
pha phan tén duoc chit mang mang hét va khéng bj thira chat mang trong hé.

Su két hop cta chét mang ltic nay 1a hdn hop dietylen glycol monoetyl ete
va lexitin v6i cac bude xtr Iy chuyén biét gitip dat hiéu qua tiép xtic va bao gbi pha
phan tan toi wu nhat. Viée st dung hé thong may ddng nhat ap suat cao (high

pressure homogenizer) dugc tich hgp dau phun phan tan giup tang hiéu qua bao gbi
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ddng thoi cai thién do bén ctia mang bao sinh hoc, céac diu wa dau dugc tiép xtc
hoan toan va tao lién két tbi vu. Nhom téc gia dd nghién ctru tao dau phun phan tan
dé tich hop v6i may dé khong chi dung ddng nhét ap suét cao dé tao hat ma con
gitp cac hat nay phén tan ngay sau khi hinh thanh tranh hién tugng céac hat bi dinh
nhép lai v6i nhau truée khi duge bd sung véi cac chét giup dan hé ¢ budc tiép
theo. Déu nay rt quan trong dé ting su 6n dinh cia hé nano, gitp tdng hiéu suit va
thoi gian dn dinh ctia hé.

(iv) Bo sung propylen glycol monocaprylat (Capryol 90) vao hon hop dung
dich thu dugc ¢ bude (iii) theo ty 1€ khéi luong nim trong khoang tir 4:1,5 dén
4,5:1, t6t nhit 1a 4:1, tiép tuc gift nhiét do hon hop dung dich sau khi bb sung
propylen glycol monocaprylat nam trong khoang tix 60 dén 100°C, ddng thoi
khudy v6i toc do nam trong khoang tr 400 dén 800 vong/phut trong moéi trudng

hut chan khong trong thoi gian nam trong khoang tr 30 dén 60 phat.

Biang cac nghién ctu ly thuyét va thuc nghiém, céc tac gia giai phap hitu ich
nhan thiy rang dé didu ché nano tinh diu tan tot trong nudc, thi hé nhil tuong nay &
dang nhil tuong dau trong nudc. Viée lya chon chét nhil hoa dé tang tinh bén cia
hé chit mang dua vao dac diém ctia hé vi nhil. Vi vay, céc tac gia giai phap hitu ich
d3 lua chon chét nhii héa propylen glycol monocaprylat (Capryol 90), bdi vi
propylen glycol monocaprylat (Capryol 90) 1a mot chét hoat dong bé mit khong
tan trong nudc khong ion duoc st dung lam chét hoat dong bé mit trong cong thirc
nhil tuong va vi nhll tuong chit than dau, khong cé doc tinh va do an toan cao.
Viée bd sung propylen glycol monocaprylat (Capryol 90) vao hon hop dung dich
thu dugc ¢ budce (iii) theo ty 1& khéi luong nam trong khoang tir 4:1,5 dén 4,5:1, tot
nhét 13 4:1 dam bao chi s6 HLB ctia hé phi hop dé c6 thé phan tén trong pha nud,
néu ty 18 thip hon thi hé s& than diu kho phan tan tét trong nudc, néu ty 1& 1én hon

hé sé& than nudc hon nhung kém 6n dinh.
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(v) Tao hé chat mang nano tinh dau biang cach lam lanh hdn hop thu duge
dén 25°C, ddng nhat hdn hop bang cach danh séng siéu 4m str dung may dong nhét
siéu am (Ultrasonication) tir 30 dén 60 phut dé dat kich thudc hat nho hon 100nm,
kidm so4t chét lwong san phdm tao thanh bang cich cho hoa tan vao nude va do do
trong, néu khong dat do trong thi tiép tuc gia nhiét va do do trong 30 phtit mot lan
cho dén khi kiém tra thdy trong subt, dimg phan tng va tién hanh nhii hoa hon hop
dung dich trong thiét bi tao nhii & téc do khudy nim trong khoang tir 400 dén 800
vong/phut & nhiét d¢ phong thu duoc hé chai mang nano tinh déu.

Hat nano c¢6 xu huéng két tu, dé phan tan hat nano nay can phai cung cap dt
ning luong dé tach cac luc lién két. Viéc st dung may ddng nhat siéu 4m 14 mot
phuong tién hiéu qua trong viéc phéan tan hat nano va giam kich thudc hat nano,
tao ra cac hat c6 kich thudc nho hon va kich thude ddng déu hon. Su phan tan va
pha v& sy két tu ctia hat nano 13 két qua cua hién tuong xam khi thuc do séng siéu
Am. Khi siéu am lan truyén vao trong dung mdi, s& lién tuc tao ra cac chu ky xen k&
giita 4p suét cao va ap sudt thap, diéu nay tdc dong 1én luc lién két cua hat nano.
Déng thoi, khi hang loat cac bot khi vd tung s€ tao ra mot ap luc rat 16n tac dong
1én cham hat nano khién ching tach ra khoi nhau dé& dang. TU cic thir nghiém, téc
gia xédc dinh cac mbc thoi gian danh séng sidu dm gitp tao cAu tric hat theo nhu

cau cta san pham.

Bing céac nghién ctu 1y thuyét va thuc nghiém, cac tac gia giai phép hitu ich
nhan thy rang dé san xuét nano tinh dau tan tt trong nuée, thi hé chét mang nay &
dang nhii twong dau trong nude. Viée lya chon chét nhil héa dé tang tinh bén ctia
hé chit mang dua vao dic diém cua hé chét mang (dang hé chit mang dau trong

nude, dang hé chat mang nudce trong dau, v.v.).

Heé chét mang thu duoc bang quy trinh theo giai phap hitu ich ¢6 d6 pH nam
trong khoadng tur 7 dén 7,4. Vi gia tri d6 pH nay, cac hat tiéu phéan tdn tai On dinh
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do trong moi truong trung tinh nay lién két gifra tinh dau va vat liéu mang dugc gift
trong qua trinh phan tan, trong khi hé chit mang c6 d6 pH <7 thi lién két nay suy

yéu dan dén hat nano tinh dau s& bi pha htty trong dudng tidu héa.

Hé chit mang nano tinh dau thu droc bang quy trinh theo giai phap hitu ich
¢6 chi sb can bing wa nude — wu béo HLB, nim trong khoang tir 13 dén 18 12 hé
chdt mang than nudc. Hé chit mang nay c6 cac hat tiéu phan chia tinh dau than
nudc, khong két dinh, kich thudc cta céc hat dé)ng diéu 6n dinh, nén c6 thé tang do
hoa tan trong nudc, tor d6 lam tang kha nang ung dung vao nhiéu loai san phdm

khac nhau.
Vi du thwe hién giai phap hiru ich
Vi du: San xuét 200g hé chét mang nano tinh dau

Chudn bi pha phan tan: cho 10g tinh diu khudy véi tbc d6 400 vong/phut,
két hop gia nhiét & nhiét d6 60°C cho dén khi déu.

Chuin bi chit mang: cho hdn hop gém 25g Transcutol P (dietylen glycol
monoetyl ete) va 5g lexitin dugc gia nhiét dén 60°C, trong diéu kién chan khong
béang hé thdng c6 quay chén khong trong 30 phit. Sau d6 lam lanh dén 30°C thi lan
luot tién hanh danh séng siéu 4m trong vong 30 phit, tién hanh khudy tir va gia
nhiét & nhiét d6 100°C trong vong 30 phut, thu dung dich cho vao hé théng cO
quay chan khong va tiép tuc khiy & 100°C trong vong 30 phit.

B sung 30g chit mang vao 10g pha phan tan d& chudn bi & trén, tiép tuc gia
nhiét pha phan tan d& bd sung chit mang dén 60°C, khudy véi toc d6 600
vong/phut, trong méi trudong chan khong trong 40 phiit. Sau d6 dua toan bo hon
hop dung dich hdn hop chit mang va pha phan tdn nay qua hé thong may dong

nhit ap suét cao dugc tich hop dau phun phan tén.
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B6 sung Capryol 90 vao hdn hop dung dich thu duoc ¢ trén theo ty 18 khdi
lugng 4:1 tuong ung véi 160g Capryol 90: 40g hdn hop néu trén, tiép tuc gitt nhiét
d6 hdn hop sau khi bo sung Capryol 90 & 60°C, khudy véi tée 600 vong/phat trong
moi trudng hat chan khong trong 40 phut, thu duoc 200g hdn hop.

Hon hop thu duge dugc 1am lanh dén 25°C, st dung méy ddng nhét siéu am
(Ultrasonic homogenizer) cong suat 200-400W, ddng nhit dung dich trong 30
phut.

Luu y la thoi_gian danh séng siéu 4m s& tic dong dén kich thude hat, dé dat
hat ¢6 kich thuéc tir 100 d&én 500nm dénh séng siéu 4m tir 10 dén 20 phut; dé dat

c6 kich thuéc nhé hon 100nm dnh séng sidu am tir 30 dén 60 phit.

Kiém soat chat luong san phdm tao thanh duoc bing cach cho hoa tan vao
nuéce va do do trong, néu khong dat trong sudt thi tiép tuc gia nhiét va do do trong
30 phit mot 1an cho dén khi kiém tra thdy trong sudt, dung phan Gng. Sau d6 thuc
hién nhii héa & tbc d6 500 vong/phit, trong 30 phut, & nhiét do phong trude khi

chiét rét. Thu duoc 200g hé chit mang nano tinh dau phan tan t6t trong nude.

Béng phuong phép do phd bang UV-vis cic tic gia giai phép hitu ich da
nhén thay 13 vi tri céc pick ctia tinh ddu nguyén liéu va hé chat mang nano tinh du
hoan toan tring khép. Piéu nay cho thiy hé chit mang thu duge bing quy trinh
theo gidi phap hitu ich van gift duge ciu tric, hoat tinh tinh déu trong qua trinh
nano héa. St dung phuong phép do phd bang UV-Vis d& dinh luong ham luong
tinh dau trong hé chit mang. Ké qua cho thiy ndng do tinh diu trong hé chat

mang nano tinh dau ndm trong khoang 20%.

Tién hanh do kich thu6c hat nano tinh dau bang kinh hién vi dién tir quét

TEM (Kinh hién vi dién tir truyén qua - transmission electron microscopy, viét
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tat: TEM) duoc thé hién theo Hinh 2 cho théy kich thudc hat dao dong nam trong
khoang tir 10nm dén 50nm chiém ty 1& gén nhu t6i da 100% trong dung dich.

Kich thwée hat dwoce do b%mg phwong phaptin xa anh sang
dong (Dynamic Light Scattering - DLS): Cac hat lo ling trong mot chét léng
lién tuc trai qua chuyén dong ngiu nhién, va kich thuéc cta céc hat truc tiép anh
huéng dén tbe d6 cta ching. Hat nho di ciiuyén nhanh hon so véi nhitng hat 16n
hon. Trong DLS, anh sang di qua mau, va 4nh sdng tan xa dugc phat hién va ghi

nhan ¢ mot goc d6 nhét dinh.

Thé zeta hay dién thé dong: dién thé giita pha phan tAn va mdi trudng phan
tan.

Bang dudi day thé hién céc sb lidu do bang phuong phap tan xa anh sang

dong (Dynamic Light Scattering - DLS):

Nano tinh dau véi Duong kinh | Mat do % Chiéu rong
nghiém thuc dé dat (nm) (nm)

kich thudc hat nho hon
100nm

Kich thuéc hat trung | Pinhphé 1 | 15,90 100 2,516
binh (d.nm): 15,90

Pdl: 0,136 Pinh phd 2 | 0,00 0,00 0,00

Kha nang chan: 0,939 | Binh phd 3 | 0,00 0,00 0,00

Két qua danh gia: tdt

Phan tich: sd liéu tir bang nay phan anh kich thuéc hat trung binh la
15,90nm, chiém 100% mat do trong hé.
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Kich thudc Kich thuéc Thé zeta | D6 6n dinh | Tinh tan trong

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

10-50 10-50 -40 >12 tan tét trong
nudc, sau khi
hoa tan trong
nudc  hé on

dinh>7 ngay

Tu két qua trén thiy ring, viéc st dung chét mang dietylen glycol monoetyl
ete va lexitin két hop véi Capryol 90, thu dugc hé chét mang c6 céac hat tiéu phan
¢6 kich thude nhé tir 10nm dén 50 nm, c6 dn dinh cao (>12 thang), tan t6t trong
nuéce va sau khi hoa tan trong nudc hé 6n dinh >7 ngay, gia tri thé Zeta 16n chi ra

rang cac hat tich dién 16n va hé c6 xu hudng bén viing.

Theo Hinh 1, 1a anh so sanh kha nang phéan tan trong nudc gifta tinh dau da
biét va nano tinh dau thu dugc bang quy trinh theo gii phap hitu ich, trong d6 binh
A thé hién tinh dAu da biét phan tén trong nudc, binh B thé hién nano tinh dau phan
tan trong nude thu duge bang quy trinh theo gidi phép hitu ich. Nano tinh dau thu
dugc bang quy trinh theo giai phap hitu ich phan tan hoan toan trong nudc tao
dung dich trong sudt, dong nhét, trong khi tinh dau da biét khong tan trong nudc,
ndi trén bé mit.

Theo Hinh 2, 13 két qua anh phd do TEM kich thudc hat nano tinh dau thu
duge bing quy trinh giai phap hitu ich, cho thay kich thudc hat trung binh dao
dong trong khoang 10-50nm.

Hiéu qua dat dwoec cia gidi phap hiru ich
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Quy trinh san xuét hé chit mang nano tinh dau theo giai phap hitu ich da
thanh cong trong viéc san xuét hé chit mang c6 céc hat tiéu phan nano tinh dau c6
kich thudc nho, tir 10 dén 50nm, ddng déu va kha niang hoa tan tdt trong nudc ma

van git dugc ciu tric, hoat tinh tinh dau trong qua trinh nano héa.

Céac chit duoc str dung trong quy trinh san xuét nano tinh diu phén tan tét
trong nudc c6 do an toan cao, khong doc hai va it tdc dung phu, nén he¢ chit mang
nano tinh dau thu duogc tir quy trinh theo giai phéap hitu ich ¢4 d an toan cao khi si

dung.

Quy trinh theo giai phéap hitu ich don gin, d& thyc hién va phu hop véi cac

diéu kién thuc t€ hién nay ctuia nudc ta.
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YEU CAU BAO HQ
1. Quy trinh san xuit hé chat mang nano tinh du bao gdm céc bude:

(i) chudn bi pha phan tin bang cich gia nhiét tinh dau dén nhiét do nim
trong khoang tir 60 dén 100°C;

(ii) chudn bi chit mang bang cach gia nhiét hén hop dietylen glycol
monoetyl ete va lexitin theo ty 1& khéi luong ndm trong khoang tir 5:1,5 dén 6:1
dén nhiét d6 nam trong khoang tir 60 dén 100°C, trong diéu kién chan khong bang
hé théng c6 quay chan khéng, sau d6 lam lanh dén 30°C thi lan luot tién hanh danh
séng siéu 4m trong vong 30 phut, tién hanh khudy tir va gia nhiét ¢ nhiét d6 nim
trong khoang tir 60 dén 100°C trong vong 30 phtt, thu dung dich cho vao hé théng
¢b quay chén khong va tiép tuc khay & 100°C;

(iii) bd sung chit mang vao pha phan tan theo ty 1& khdi lugng nam trong
khoang tir 3:1,5 dén 4:1, tiép tuc giit nhiéi d6 pha phan tan sau khi b sung chat
mang ndm trong khoang tir 60 dén 100°C, dong thoi khudy véi tbe d6 ndm trong
khoang tir 400 dén 800 vong/phit trong mdi trudng hit chan khong; sau d6 dua
toan bd hdn hop dung dich qua hé théng may d@)ng nhét ap suit cao duoc tich hop

diu phun phan tan;

(iv) b6 sung propylen glycol monocaprylat (Capryol 90) vao hdn hop dung
dich thu dugc & bude (iii) theo ty 16 khdi lugng nam trong khoang tir 4:1,5 dén
4,5:1, tiép tuc giit nhiét d6 hdn hop dung dich sau khi bd sung propylen glycol
monocaprylanim trong khoang tir 60 dén 100°C, dong thoi khudy véi toc d6 nam

trong khoang tir 400 dén 800 vong/phut tronig mdi trudong hut chan khong;

(v) tao hé chat mang nano tinh dau bang cach 1am lanh hdn hop thu dugc
dén 25°C, ddng nhét hdn hop bang cach danh song siéu am st dung may ddng nhét
siéu am tir 30 dén 60 phut dé dat kich thudc hat nhé hon 100nm, kiém soat chat
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lwgng san pham tao thanh bang cach cho hoa tan vao nudc va do do trong, néu
khong dat d9 trong thi tiép tuc gia nhiét va do d6 trong 30 phat mot 1an cho dén khi
kiém tra thdy trong sudt, dimg phan Gng va tién hanh nhii héa hdn hop dung dich
trong thiét bi tao nhii & téc do khudy nam trong khoang tir 400 dén 800 vong/pht,

thu duoc hé chét mang nano tinh dau.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 ty 1& dietylen glycol monoetyl ete va

lexitin theo khdi luong 1a tir 5:1.
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