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(54) QUY TRINH SAN XUAT HE LIPOSOM NANO TANSHINON ITA DUNG CHO THUC
PHAM VA DUGC PHAM
(57) Giai phép hitu ich dé cap dén quy trinh san xuat hé liposom nano Tanshinon ITA dung
cho thuc pham va dugce phim bao gom cac budc: (i) chuan bi pha phéan tan bang cach cho
Tanshinon IIA hoa tan trong dung moi etanol voi ty 1¢ khéi lwong Tanshinon IIA: dung
moi etanol 1a 8:10 bang may khudy co tbc do nam trong khoang tur 300 dén 500 vong/phit
va két hop gia nhiét dén nhiét d6 nam trong khoang tir 40 den 60°C trong thoi gian nam
trong khoang tir 4 dén 8 gio; (ii) chuan bi chat mang liposom gom lexitin va dau 6liu véi ti
1& 1:3 theo khdi lwong dugc tron trong bé 6n nhiét ¢ nhiét ¢ nim trong khoang tur 40 dén
60°C dé dam bao lexitin hoa tan hoan toan trong dau khudy déu; (iii) bd sung chit mang
vao pha phén tan theo ty 1¢ 40:60 theo khéi luong, tlep tuc gia nhiét hon hop chat mang va
pha phan tan dén nhiét d6 nim trong khoang tir 40 den 60°C, khudy véi toc d6 nam trong
khoang tir 800 dén 1000 vong/phut trong thdi gian nim trong khoang tir 1 dén 2 gid; (iv)
1am lanh hén hop thu duge dén 25°C va bom hon hop da lanh lanh bing cach st dung voi
phun siéu 4m ¢ tan so 60Hz, c6 kich thudce giot nam trong khoang tir 10 den 20um, vao
mot thé tich nude ct ndm trong khoang tur 1 dén 1,5 lit, v6i nhiét 6 nudc cat nam trong
khoang tir 23 dén 26°C, thu duoc huyén phu liposom - nudc; (v) ddng hoa hdn hop huyén
phu liposom - nuéc béng cach bom qua hé thong ddng hoa ap luc cao 30Mpa dé thu dugc
hé liposom nano Tanshinon IIA la hon hop déng nhét, 6n dinh, dam bao kich thuéc hat
<200nm.
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Linh vue k§ thuit dwoe dé cap

Giéi phép hitu ich dé cép dén quy trinh san xuét hé liposom nano Tanshinon ITA

dung cho thuc phdm va duoc phim.
Tinh trang k§ thuit cia giai phap hitu ich

Tanshinon ITA (1,6,6-trimethyl-8,9-
dihydro-7H-naphtho[1,2-g][1]benzofuran-10,11-

- o
dione) dugc chiét xudt tir 18 cia ciy dan sdm hay v 1:1 JLL /
Salvia miltiorrhiza Bunge (Danshen) thudc ho’ : o ;I\ “]” “f’éi*;g
Labiatae. Dan sim d4 duoc st dung rong rii & cdc =~ o~ \?2:_‘{/.\“@{
nude phuong Déng, dic biét 1a Trung Quéc, dé L\Mﬁ/‘.[ \,}
didu tri bénh réi loan lién quan dén tudn hoan khac A

nhau do tac dung dugc ly ddc biét cia nd, bao gém

gidn mach, thué? chéng dong mau, chdng viém, va

lam giam gdc tu do. Tanshinon ITA giup diéu chinh hoZc ngan ngira sy di cin cla té bao
ung thu bing cAch didu chinh chc phén tr bam dinh. Ngoai ra cdc nghién ctru khéc da
chimg minh Tanshinon ITA ¢6 kha ning chdng viém va chéng oxi hoa manh. Tuy nhién,
Tanshinon ITA ¢6 sinh kha dung thap, nghién ctu ctia Lu Xing va cac cong sy nam 2017
da ching minh sinh kha dung cta Tanshinon ITA qua duong udng thip 4nh huong dén

kha nang tng dung 1am sing ctia chit.

Do d6 cai thién kha ning hép thu, ting sinh kha dung cia chét nay 1a rét cin thiét.
Ap dung cong nghé nano 1a mot img dung céng nghé mdéi dé tao hé dan thude va tang
sinh kha dung cta chét. Dc biét 1a tng dung hé liposom 1a hé méi véi cdu tric bao gdm
nhitng tiéu phan tr hinh ciu v kich thude rat nhé (nano), 16i ciia né chita cic hoat chét
dinh dudng va dugc bao boc phia ngoéi b&i mot hoic nhidu 16p mang photpholipit kép,

¢ kha nang chira, béo vé, van chuyén va giai phéng nhitng hoat chit dén nhiing vi tri
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mong mubn trong co thé mét cach chinh xac va dang lidu lugng. Tanshinon ITA duogc géi
trong hé dan thudc nano gitp van chuyén chit dén dich mot cach chon loc, hiéu qua va
tiét kiém duoc chat. O nudc ta, cong nghé nano trong y sinh hoc van con méi, chua cé
nhidu tng dung nhung da thu hut rat nhiéu sy quan tim nghién ciru. Cac nghién ciru phd
bién nhat hién nay 1a vé tmg dung cua nano curumin va cac hé van chuyén thudc dén té
bao dich, chua c6 nghién ctru vé ché tao nano Tanshinon ITA. St dung hé liposom tao hat
nano dé mang thudc va nha thude 13 huéng méi dé didu tri bénh va tng dung trong cac

san phim khac.

Cong b6 don yéu ciu cap patent Trung Qubc s§ CN104352438A cong bd ngay
18/2/2015 véi tén 1a “Dugc pham két hop liposom Tanshinon IIA, ciing nhu quy trinh san
xuit cong nghiép quy mé 16n va tmg dung cia dwoc pham nay (Tanshinone II A
liposome combination drug, as well as large-scale industrial production process and
application thereof) di dé cip dén quy trinh san xuét liposom Tanshinon ITA s dung
dung méi etanol, chit mang 12 lexitin tao ra céc hat c6 kich thuée tir SOnm dén 150nm,
day 14 quy trinh vé& tao hé liposom Tanshinon ITA ding trong dwoc phim. Quy trinh
chuén hoa dé didu ché lipid tanshinone ITA cia thude gdm 7 bude: (1) 10% xylitol duogc
hoa tan trong dung dich dém phét phat, khir tring bang hoi nude, 121 do C, 20 phut, khi
dung dich nhiét d6 1a 20-25 d6 C, loc qua mang si€u loc phan tir cit 1000D; & nhiét do
phong, dung dich gan qua siéu loc thu dugc chia thanh dung dich A, B, lan luot duoc
dung natri hydroxit tinh khiét phén tich diéu chinh pH, mang ¢6 d6 m& nhé hon 0,05 pm,
loai bo két tha hat khong tan, sau dé diéu chinh pH 5,0-8,0 chinh bﬁng dung dich axit
clohydric tinh khiét, (2) dung dich A trong may sdy phun kho, nhiét d6 phong, tron phun,
nhiét do nhap, thu bot khod dang hat xép; Kho6 hoan toan, (3) khuéy va hoa tan trong thube
thd hoa tan trong tanshinone IIA, phospholipid, phospholipid phan tan dimercaprol vao
ethanol duogc thém 1an luot, tao thanh dung dich ty 1€ 1,0 dén 1,2, qua mang siéu loc cua
phén tir cit 1000D, 16 loc mang 0,05 um, loai bd pyrogen, khuén, hat khong hoa tan; (4)
ché phim 1am khé hat ctia dung dich A (2) dua vao may trang hat dang soi, bang cach

trang s6i va lam kho thoang khi, diu tién chia ba phan bing dung dich ethanol



3274

phospholipid bing nhau. Mau & budc 3 dua vao duge bién dbi thanh dang khan trong d4y
thiét bi, v tring, khong chira diu, & nhiét do phong ludng khong khi nito tinh khiét, hat
¢6 duong kinh hat 16n hon 0,001 pm, 6 40 do C/ 65 @ C, 16p phu & trang thai soi duge
thuc hién dén khi hat khé ctia xyloza, hon hop khi nito tinh khiét sach dugc nén trong voi
phii & phin gifta cia may bom, duge phun 1én dun séi trong mdy, dong xylitol vat liéu
400mm-450mm, & hat vat lidu s6i 16p pha bé mit, khi dun sdi tron va phén tan hat déu
nhau, va 1am cho dung mdéi bay hoi nhanh, 16p phit dung dich con chit long ciia
monophosphatide dau tién hoan thanh, khd thoang trong 15 phut, dung dich B duoc
chuén bi bude dau tién duogc chia lam ba phﬁn, 1/3 dung dich cta thé tich phan thir nhét
cua dung dich B khan, v6 tring, khong chira dau, & diéu kién nito tinh khiét khong c6 hat
dudng kinh 16n hon 0,001 pm, sau khi pht, dé khé 20 phut, thuc hién quy trinh 1am kh,
thyc hién qua trinh 1am kho 16p pha ludn phién ctia chit 1ong phospholipid va dung dich
B, coatin 16p ngoai cuing 13 16p nitrua khé ctia vi hat xylitol, 1an thir ba sau khi pha, va do
am con lai <1,0% trong vat liéu da lam kho cua 16p phu thu duoce, dimercaprol con
12i<0,2%, (5) trong bé chua hop chét vt liéu, thém isopyknic dé phun dung dich mudi
axit phét pho phun & bude diu tién, bom can bing nito va 4p suat bén ngoai bé duy tri &
muc bing nhau va toc do tron dudi 100 vong / phut , duge 1am néng dén 60 + 5 do C;
Téc d didu chinh ctia may khudy 1a 500-700 vong / phut, trong bé duoc bom hoi bing
nito, trong 30 phut d&én 60 phit; Sau khi thém chat khé cta 16p phu, trong bé duge bom
hoi v6i méi trudng nito, gitt nhiét do 60 £ 5°C, va giit 60-120 phut trong didu kién khudy
& tbe d6 100 vong / phit; Trong didu kién khudy & tdc d6 100 vong / phit, thudc dang
16ng bén trong bé duoc 1am lanh dén 30-40 d C; Khi khudy lai & 100 vong / phat, thém
glutathion chéng oxy hoa va natri dehydrocholat trong tmg va hoa tan hoan toan, va didu
chinh pH cua chét 1ong thude 5,0-8,0; (6) giir nhiét do chat long trong pham vi 30 = 5 o
C, duéi 4p suét nito 0,1-0,2Mpa, chét 1ong thu duge ctia bude 5 loc mang 0,15 pm, thu
duoc chit long liposome ¢6 duong kinh hat 150nm; Thuc hién tiém dong kho kich thudce
hat nanomet. (7) loc hat Lipid 16n hon 150nm bang mang loc (6) cac chét giit lai & budc

loc duogc rira sach xu ly lai bﬁng thao tac budc 1. Vi cac bude thy hién va chét néu trén
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trong 7 budc thuc hién. Quy trinh thuc hién phtrc tap can xu ly lanh nito long lién tuc két

hop nghién, loc,... kho thyc hién & mé hinh san xudt thuc té véi nito.

Cong bd don yéu cdu cép patent Trung Quéc s6 CN102697664A véi tén la
“Lipidosom Tanshinon va phwong phap diéu ché cua ching (Tanshinone lipidosome and
preparation method thereof) dé cap dén quy trinh tao ra cac hat liposom nho hon 200nm,
day 14 quy trinh tmg dung trong san phim m§ pham sir dung cic chét hoat dong bé mit,

khong ding duoc cho thue pham va dugc pham.

Tac gia LIU JIANPING va cong su trong Cong bd don yéu ciu cap patent Trung
Qudc s6 CN1215839C da dé cap dén phuong phap didu ché hat nano lipit rin cia
tanshinon, di tao ra duong kinh trung binh clia cac hat nano lipid ran tanshinon 12
119,7nm, kich thudc hat 95% dudi 130nm. Véi sang ché nay hat tao ra van 16n hon

100nm, va hiéu sudt déng goi chi dat 81,60%.

Tac gia XINGMU GUO va cong su trong Cong bd don yéu cau cip patent Trung
Qudc sb CN102688151B da d& cip dén phuong phap diéu ché hé vi nhii micro cua
tanshinon, da tao ra kich thudc hat duéi 100nm nhung quy trinh phtic tap khong thé ap

dung trong san xut cong nghiép.

Coéng bd don yéu ciu cap Bang doc quyén sang ché Viét Nam s 63898 A (tuwong
tng v6i don sb 1-2019-00610) ngay 25/6/2019 da dé cép dén quy trinh san xudt hé
liposom chira canabidiol (CBD) bao gom céc budc: (i) chuin bi pha phan tn bing cach
cho CBD. hoa tan trong dung mdi etanol vé6i ty 18 khéi lugng CBD: thé tich dung méi
etanol 1 8:10 bang may khudy c6 tc d6 nam trong khoang tir 300 dén 500 vong/phit va
két hop gia nhiét dén nhiét d6 nim trong khoang tir 40 dén 60°C trong thoi gian nim
trong khoang tir 4 dén 8 gio; (ii) chuan bi chit mang gdm lexitin va dau dliu véi ti 1& 1:3
theo khéi lugng duoc trén trong bé 6n nhiét & nhiét d6 nam trong khoang tir 40 dén 60°C
d& dam bao lexitin hoa tan hoan toan trong dau, khudy déu; (iii) bd sung chat mang vao
pha phan tan theo ty 18 40:60 theo khdi lwong, & nhiét d6 nam trong khoang tir 40 dén
60°C, khudy v6i tbc d6 nim trong khoang tir 800 dén 1000 vong/phut trong thoi gian
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nim trong khoang tir 1 dén 2 gid; (iv) 1am lanh hén hop thu duge dén 25°C va phun bang
cach st dung voi phun siéu am & tan sé 60 Hz, c6 kich thudc giot nam trong khoang tir
10 dén 20 pum, cong suét phun 10 ml/ phut, vao mot thé tich nudc cit nam trong khoang
tir 1 dén 1,5 Iit, v6i nhiét do nude cat & 25°C, thu duge huyén phu liposom - nude; (v)
ddng hoa hdn hop huyén phu liposom - nude bang cach bom qua hé théng ddng hoa ap
luc cao 30 Mpa dé thu duoc hé liposom nano CBD la hdn hop dE‘)ng nhét, én dinh, dam
bao kich thuéc hat < 200nm. Tuy nhién Céng b6 don yéu cau cAp Bang doc quyén sing

ché s6 63898 A nay khéng dé cap dén quy trinh san xuit hé liposom nano Tanshinon ITA.

Tai lidu “MOT SO CHUYEN BE VE BAO CHE HIEN DAI Nha xuat ban Y hoc,
2005” da d& cap dén phwong phap bio ché hé liposom trong d6 d& cap dén chit mang
lexitin, dung moi etanol ciing nhu déc diém v@ tinh tan cta duoc chét (tan trong nudc va
dau). Tuy nhién Tai liéu ndy khong @ cap dén quy trinh san xuit hé liposom nano

Tanshinon ITA.

Do 6 ¢6 nhu cdu v& quy trinh san xuét hé liposom nano Tanshinon ITA dung cho
thyc phdm va dwgc pham c6 cac hat tiéu phéan liposom c6 kich thuéc nhé hon 200nm,
dong déu, kha ning hoa tan t6t hon trong nuéc va van giit duge cu trdc, hoat tinh

Tanshinon ITA trong qua trinh nano hda.
Ban chit ky thuit ciia giai phap hiru ich

Muc dich cua giai phap hitu ich la dé xuit quy trinh san xudt hé liposom nano
Tanshinon IIA ding cho thuc phim va duge phdm nham khéc phuc cac nhuge diém cia
quy trinh d3 biét dé tao cac hat c6 kich thude nho hon 200nm, ddng déu, c6 kha nang hoa
tan trong nudc ma hoat tinh va cdu tric khong d6i gitp l1am ting hidu qua st dung cua

hoat chét Tanshinon IIA, cu thé 1a ting kha ning hép thu va tang sinh kha dung.

Pé dat dugc muc dich néu trén, quy trinh sdn xuét hé liposom nano Tanshinon ITA

dung cho thuc phdm va dugc phém theo giai phap hitu ich bao gdm céc budc:
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(i) Buéc 1: chuan bi pha phan tin bing cich cho Tanshinon ITA hoa tan trong
dung moi etanol véi ty 1¢ khéi lwgng Tanshinon ITA: dung méi etanol 1a 8:10 bing may
khudy c6 tc do nam trong khoang tir 300 dér 500 vong/phut va két hop gia nhiét dén
nhiét ¢ nim trong khoang tir 40 dén 60°C trong thoi gian ndm trong khoang tir 4 dén 8

gio;

(ii) Budc 2: chuin bi chit mang liposom gdm lexitin va du 6liu véi ti 16 1:3 theo
khéi lwong dugc tron trong bé én nhiét & nhiét d6 nim trong khoang tir 40 dén 60°C dé

dam bao lexitin hoa tan hoan toan trong dau, khuay déu.

(iii) Bu6c 3: bd sung chat mang liposom vao pha phan tan theo ty 1& 40:60 theo
khéi lugng, tiép tuc gia nhiét hdn hop chit mang va pha phan tan dén nhiét do ndm trong
khoang tlr 40 dén 60°C, khudy véi toc d6 nim trong khoang tir 800 dén 1000 vong/phut

trong thoi gian nim trong khoang tir 1 dén 2 gid.

(iv) Buée 4: 1am lanh hdn hop thu dwgc dén 25°C va bom hdn hop d& lam lanh
bang cach str dung voi phun siéu am & tin s6 60 Hz, c6 kich thude giot nam trong khoang
tir 10 dén 20um, vao mét thé tich nude cit nim trong khoang tir 1 dén 1,5 lit, v6i nhiét do
nude cAt nam trong khoang tir 23 dén 26°C, thu dugc hdn hop huyén phu liposom -

nudc;

(v) Bude 5: dong hoa hdn hop huyén phi liposom - nuée bang cach bom qua hé

thong dong héa ap e cao 30Mpa dé thu duge hé liposom nano Tanshinon ITA.
Mo ta cac vin tat hinh vé

Hinh 1 1 &nh so sanh kha ning phan tin trong nudc gitta Tanshinon ITA d4 biét va
nano Tanshinon ITA thu duoc bang quy trinh san xuét hé liposom nano Tanshinon ITA

diing cho thure phim va duge phim theo giai phap hitu ich.

Hinh 2 14 4nh phé do TEM kich thudc hat liposom nano Tanshinon IIA thu dwoc
bang quy trinh san xuét hé liposom nano Tanshinon ITA dung cho thuc pham va dugc

phim theo giai phéap hitu ich.
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M5 ta chi tiét giai phap hiru ich

Quy trinh san xuit hé liposom nano Tanshinon ITA dung cho thuc pham va dugc

pham theo giai phéap hitu ich duge thuc hién nhw sau:

(i) Budc thir nhét: chun bi pha phan tin bang cach cho Tanshinon ITIA hoa tan
trong dung méi etanol véi ty 1€ khdi luong Tanshinon ITA: dung moi etanol 1a 8:10 bing
may khudy c6 tdc d6 nam trong khoang tr 300 dén 500 vong/phut va két hop gia nhiét
dén nhiét do ndm trong khoang tir 40 dén 60°C trong thoi gian nim trong khoang tir 4
dén 8 gid. Tc gia giai phap hitu ich st dung etanol 13 dung méi c6 kha ning hoa tan tét
Tanshinon IIA, giup tao pha phén tan t6t hon va tao didu kién dé pha phén tan c6 thé két
hop véi chat mang PEG t6t hon. Viée stt dung dung méi etanol c6 gdc hydroxyl (OH-)
tao lién két v&i nude, nén c6 tac dung 6n dinh cau triic hé liposom dau trong nuédc. Bing
cac thir nghiém, céc tac gia giai phap hitu ich xac dinh dugc véi ty 1€ Tanshinon ITA:
etanol 1a 8:10 (theo khdi luwong) Tanshinon ITA dat duge do hoa tan 16n nhét va tranh du
thira dung moi etanol gay lang phi. Viéc st dung khudy va gia nhiét dé tao Tanshinon IIA
phan tan t6t hon, khi tac gia thir nghiém véi nhidu diéu kién khudy va nhiét o khac nhau
cho thdy véi tde d6 nim trong khoang tir 300 dén 500 vong/phit va két hop gia nhiét dén
nhiét d6 nam trong khoang tir 40 tir 60°C thi pha phan tin Tanshinon 1A 1a t6t hon va két
hop v6i chit mang PEG t6t hon.

(i) BuGc th hai: chuin bi chit mang liposom gdm lexitin va dau dliu vai ti 18 1:3
theo khéi lvong dwoc tron trong bé 6n nhiét & nhiét d6 ndm trong khoang tir 40 dén 60°C

d8 dam bao lexitin hoa tan hoan toan trong dau, khudy déu.

Khi st dung Tanshinon IIA thuong bi pha hiy trong duong tiéu hda, mot phan
duoc hép thu vao mau, con lai da sd bi dao thai. Vi vay can quy trinh san xuét hat tiéu
phan chira hoat chit Tanshinon ITA, véi kich thuéc nhd cé mang bao sinh hoc, cAu tric
c6 d6 On dinh, khong két dinh va d6 hoa tan cao. Boi vi hé liposom nano Tanshinon IIA

theo giai phap hitu ich duoc sir dung trong cic nganh céng nghiép my pham va dugc
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pham, nén cac chat dugc lya chon str dung phai c6 do an toan cao, khong c6 doc tinh va it

tac dung phu.

Chét hoat dong bé mit duogc st dung nham tao sy 6n dinh va déng nhét cho hé,
ngin can sy keo tu, két dinh cta cac chét trong hé, & day cic tac gia str dung lexitin (c4c
phospholipit). Trong quy trinh nay, cac tac gid giai phap hitu ich st dung lexitin tir dau
nanh, an toan cho nguoi sit dung va co6 gia thanh hop ly. Cong thuc phan tir cia lexitin
theo cong bd cua Willstatter naim 1918 gdm co axit glyxerophosphoric, axit béo va
cholin, 3 thanh phén nay c6 thé ghép v6i nhau theo nhiéu cach tao ra nhiéu loai lexitin.
Hai phan tir axit béo hap din nhau nén ching xép trén cling huéng, dau cia axit béo chira
gbe ky nude tao nén phin ky nude cua lexitin. Lién két ciia C,-C5 & gde glyxerin c6 thé bi
quay véan di mdt goéc 180° 1am cho nhém P phéan cuc nam vé chiéu nguoc lai véi chudi
axit béo, hinh thanh diu wa nudc cta lexitin. Do céu tric ddc biét d6 ma phéan tir lexitin
vira ua nude vira ky nude (va dau). D6 13 vu diém dé tmg dung lexitin tao hé liposom. Hé
liposom ¢6 thé nhdt cac hoat chit hoa tan trong nudc (wa nudc) trong khoang chira nude
bén trong va cac hoat chit khong tan trong nude (ky nudc) trong mang hai 16p cua
ching. Pic tinh thir hai 1am cho né c6 thé st dung liposom dé tao thanh hat nano
Tanshinon IIA tuong thich véi nuée. Sau nhiéu thir nghiém tac gia chon lexitin, dau 6liu

v6i ti 18 1:3 theo khéi lwong dé tao duge hé 6n dinh nhét.

(iii) Buéc thir ba: bd sung chit mang vao pha phn tan theo ty 18 40:60 theo khdi
lwong, tiép tuc gia nhiét hdn hop chit mang va pha phan tan dén nhiét d6 nam trong
khoang tir 40 d&n 60°C, khudy voi toc d6 nam trong khoang tir 800 dén 1000 vong/phut
tir 1 dén 2 gio.

(iv) Bude tht tu: Hon hop thu duge duge 1am lanh dén 25°C va duge bom bang
cach sir dung voi phun siéu am (Ultrasonic Atomizer Nozzle) & tan sé 60 Hz (kich thudc
giot tir 10 pm dén 20 pm, cong suit phun 10 ml/phut), vao 1 dén 1,5 lit nude cét (nhiét do

nuGe cit ndm trong khoang tir 23 dén 26°C). Hon hop huyén phu liposom - nude duge
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6 dic bing cach ¢d quay bay hoi & ap suat nam trong khodng tir 20 dén 30mm Hg va
nhiét d¢ dudi 55°C.

Hat nano c6 xu huéng két tu dé phan tan hat nano can phai cung cip du ning
lwong d& tach cac luc lién két. Str dung voi phun siéu 4m 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
nhé hon va kich thuéc dong déu hon. Sy phén tan va pha v su két tu caa hat nano 1a két
qua cta hién tugng xam khi thuc do séng siéu am. Khi si€u dm lan truyén vao trong dung
mdi, s& lién tuc tao ra cac chu ky xen k& giita 4p sudt cao va ap suat thap, diéu nay tac
dong Ién luc lién két cta hat nano. Déng thoi, khi hang loat cac bot khi v& tung s€ tao ra

mot 4p luc rt 16n tac dong 1én chim hat nano khién ching tich ra khoi nhau d€ dang.

(v) Budc thir nam: dong héa hdn hop kuyén phit liposom — nuéce bang cach bom
qua hé théng dong hoa ap luc cao (high pressure homogenizer) 30Mpa (300bar). DPong
héa hdn hop huyén phu liposom — nudc nhim lam giam kich thuée cic hat thudc pha
phdn tan va phan bd déu ching trong pha lién tuc dé han ché su tach pha dudi tic dung

cta trong luc, ddm bao do d@)ng déu, 6n dinh cta dung dich, tang tudi tho cho san phém.

St dung danh séng si€u am (ultrasonic) gitp tac dong 1€n cac hat nano, lam cho
ching khong két dinh lai véi nhau, tuy nhién phuong phép ndy c6 nhugc diém 1a dau
ultrasonic bang kim loai nén khi siéu 4m & cudng d6 cao c6 thé 1am san pham nhiém
titan. D& ddm bao an toan cho san phdm nhém tac gia da thir nghiém va chon ra tan sb
60hz d& phan tach hat nano ma vin dim bao an toan cho san phim. Tuy nhién & tan sd
ndy, san phAm nano khéng duy tri d6 6n dinh hat 1au dai, han s dung cta sin phim
ngén. Dé ting tudi tho va d6 6n dinh nhém tac gia tién hanh bom dung dich da thu dugc
& bude thit tw qua hé théng ddng hoa ap luc cao (high pressure homogenizers) 30Mpa dé

dam bao d6 ddng déu, én dinh cua dung dich, ting tudi tho cho san pham.

He liposom thu dugc bang quy trinh theo giai phap hitu ich c6 d§ pH nam trong
khoang tir 7 dén 7,5. Vi gia tri d6 pH nay, c4c hat tiéu phan ton tai 6n dinh do trong moi

truong trung tinh nay lién két gitra Tanshinon ITA va chat mang duoc giit trong qué trinh
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phan tan, trong khi hé nano liposom c¢é d6 pH <7 thi lién két nay suy yéu dan dén hat

nano Tanshinon IIA s& bi pha hiy trong duong ti€u hoéa.

Hg liposom nano Tanshinon ITA thu duoc bang quy trinh theo giai phap hitu ich c¢6
HLB (hydrophilic lipophilic balance - 1a d6 cén bing wa ki nudc c6 gia tri tir 0 d&én 40)
nam trong khoang tir 13 dén 18 14 hé liposom than nuée. Hé liposom nay cé cac hat tiéu
phan chira Tanshinon ITA than nude, khong két dinh, kich thuéc cua cac hat én dinh nam
trong khoang tir 10 dén 200nm, nén c6 thé tham nhap dé dang qua mang t& bao dé phat
huy hiéu qua va tdng dd hoa tan cua Tanshinorn ITA trong nudce, tir d6 lam tang tinh sinh

kha dung ctia chat.
Vi du thyc hién giai phap hitu ich
Vi du: San xuit 1000g hé liposom nano Tanshinon ITA

Chuén bi pha phan tan bang cach cho 80g Tanshinon ITA hoa tan trong 100g dung
mdi etanol bang may khudy tir gia nhiét KIA — Pac C-MAG HS 4/7/10 véi tée d6 400
vong/phut va két hop gia nhiét dén nhiét do 50°C trong thoi gian 6 giv thu duge 180g
pha phan tan.

Chuén b chit mang liposom gdm 30g lexitin va 90 g dau 6liu duge tron trong bé én
nhiét Labtech LWB-106D, 1200 W, & nhiét do 50°C d dam bao lexitin hoa tan hoan
toan trong dau 6liu, khudy déu trong 30 phut thu duge 120g dung dich chit mang.

B sung 120g chit mang vio 180g pha phén tan, tiép tuc gia nhiét hdn hop chit mang
va pha phan tan dén nhiét d6 50°C, khudy véi toc do 900 vong/phut trong thoi gian 2 gid
bang méy khudy tir gia nhiét KIA — Piac C-MAG HS 4/7/10.

Hbn hop thu dugc duge lam lanh dén 25°C va duogc bom béng cach st dung voi phun
siéu am (Ultrasonic Atomizer Nozzle, 100W, 30Khz) & tan s6 60 Hz (voi phun siéu 4m
¢6 kich thudc giot nam trong khoang tir 10 dén 20pum, céng suit phun 10ml/phut) vao 1
lit nwée cat (¢ 25°C), thu dwoc hdn hop huyén phu liposom - nuée. Hon hop huyén phi
liposom - nuéc duge cb dic bang cach cd quay bay hoi & 4p sudt 25mm Hg va nhiét do

dudi 55°C cho dén khi con 1000g hdn hop huyén phu.
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Ddng héa hdn hop hdn hop huyén phi liposom - nude bang cach bom qua hé théng
ddng hoa ap luc cao 30Mpa bang may high pressure homogenizer c6 ap sudt dong hoa t6i
da 60 Mpa. Thu duoc 1000g hé liposom nano Tanshinon ITA 1a hén hop dong nhét, 6n
dinh, dam bao kich thudce hat <200nm.

Béng phuong phap do phd bing UV-vis cac tac gia giai phap hitu ich da nhan thdy
la vi tri cac pick cua Tanshinon ITA nguyén liéu va hé liposom nano Tanshinon IIA hoan
toan trung khép. Diéu nay cho thdy hé liposom thu duoc bing quy trinh theo giai phap
hiru {ch vAn gitt duoc cAu tric, hoat tinh Tanshinon ITA trong qua trinh nano héa. St
dung phwong phép do phé bang UV-Vis dé dinh luong ham lugng Tanshinon ITA trong
hé liposom. Két qua cho thiy nong d Tanshinon IIA trong hé liposom nano Tanshinon

IIA nim trong khoang tir 8 dén 10%.

Tién hanh do kich thudc hat nano Tanshinon IIA bang kinh hién vi dién tir quét
TEM (Kinh hién vi dién ti truyén qua - transmission electron microscopy, viét tat:
TEM) dugc thé hién theo Hinh 2 cho thdy kich thudc hat dao dong tir nim trong khoang
tir 10 dén 200nm chiém ti 16 81,3% trong dung dich.

Kich thwéc hat dwge do bang DLS: Cac hat lo limg trong mot chét 16ng lién tuc
trai qua chuyén dong ngiu nhién, va kich thudc ctia cac hat truc tiép anh huong dén téc
do cta chung. Hat nhé di chuyén nhanh hon so v4i nhitng hat 16n hon. Trong DLS, anh

sang di qua mau, va anh sang tan xa dugc phat hién va ghi nhan & mét géc d6 nhat dinh.

Pién thé zeta hay dién thé dong: dién thé gitra pha phan tan va méi trudng phan

tan.

Kich thuoc Kich thuwéc Thé zeta |Po 6n dinh | Tinh tan trong

nwoc
(nm, theo TEM) | (nm, theo DLS) | (mV) (thang)
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10-200 10-200 -40 > 12 Tan t6t trong
nude, sau khi hoa
tan trong nudc hé

6n dinh > 30 ngay

Tir két qua trén thiy rang, hé liposom c6 c4c hat tiéu phan c6 kich thuéc nhd hon
200nm, c¢6 6n dinh cao (>12 thang), tan t6t trong nuée va sau khi hoa tan trong nude hé

6n dinh > 30 ngay.

Theo Hinh 1, 13 4nh so sanh kha ning phén tan trong nudc gitta Tanshinon ITA
95% d3 biét va nano Tanshinon ITA thu dugc biéng quy trinh theo giai phép hitu ich, trong
@6 binh A thé hién Tanshinon IIA 95% phan tan trong nuéc da biét, binh B thé hién nano
Tanshinon ITA phén tan trong nudc thu duge bang quy trinh theo giai phap hitu ich. Hinh
1 cho thiy Tanshinon ITA 95% da biét khong tan trong nude, tao hat lo limg trong nude,
dung dich duc, dé thém mot thoi gian déng lai dudi day binh (B); nano Tanshinon ITA thu
duogc bang quy trinh theo gidi phap hitu ich phan tan hoan toan trong nuée tao dung dich

trong subt, ddng nhét (A)

Theo Hinh 2, 14 két qua anh ph6 do TEM kich thuéc hat nano Tanshinon IIA thu
dwoc bang quy trinh giai phap hitu ich, ta thdy kich thudc hat trung binh dao dong trong
khoang 10 dén 200nm

Hiéu qua dat dwoc cia giai phap hiru ich

Quy trinh san xuit hé liposom nano Tanshinon ITA dung cho thuc pham va dugc
pham theo giai phap hitu ich da thanh cong trong viéc san xuét hé liposom c6 cac hat tiéu
phéan nano Tanshinon ITA ¢6 kich thudc nho hon 200nm, ddng déu va kha ning hoa tan
t6t trong nude ma van gitt dwoc clu tric, hoat tinh Tanshinon IIA trong qué trinh nano

hoa.
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Céc chit duge st dung trong quy trinh san xuét nano Tanshinon IIA phan tan t6t
trong nudc c6 dd an toan cao, khong doc hai va it tic dung phu, nén hé liposom nano
Tanshinon ITA thu dugc tir quy trinh theo giai phap httu ich c¢6 d9 an toan cao khi st
dung.

Quy trinh theo giai phéap hiru ich don gian, d2 thuc hién va phu hop véi cac diéu

kién thuc t€ hién nay cia nudc ta.
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Yéu cau bao ho

1. Quy trinh san xuét hé liposom nano Tanshinon ITA dung cho thuc phim va dugc

pham bao gdm céc budc:

(i) chudn bi pha phén tan bang cach cho Tanshinon IIA hoa tan trong dung méi etanol
v6i ty 18 khéi lugng Tanshinon IIA: dung méi etanol 1a 8:10 bing may khudy cé téc do
nim trong khoang tir 300 dén 500 vong/phiit va két hop gia nhiét dén nhiét 6 nim trong
khoang tir 40 dén 60°C trong thoi gian nim trong khoang tir 4 dén 8 gid;

(ii) chudn bi chit mang liposom gdm lexitin va dau 6liu véi ti 1& 1:3 theo khi lugng
duge tron trong bé dn nhiét & nhiét d6 nim trong khoang tir 40 dén 60°C dé dam bao

lexitin hoa tan hoan toan trong dau, khudy déu;

(iii) bd sung chit mang liposom vao pha phan tan theo ty 1& 40:60 theo khéi luong,
tiép tuc gia nhiét hon hop chat mang va pha phéan tén dén nhiét d6 nam trong khoang tir
40 dén 60°C, khudy vé6i tée d6 nim trong khoang tir 800 dén 1000 vong/phiit trong thoi

gian ndm trong khoang tir 1 dén 2 gio;

(iv) lam lanh hdn hop thu dwgc dén 25°C va bom hén hop di lanh lanh nay bang cach
str dung voi phun siéu 4m & tin s6 60 Hz, c6 kich thudc giot nam trong khoang tir 10 dén
20pum, vao mot thé tich nudc cit nam trong khoang tur 1 dén 1,5 lit, v6i nhiét do nudc cit

nim trong khoang tir 23 dén 26°C, thu dwoc hdn hop huyén phi liposom - nuée;

(v) ddng héa hdn hop huyén phu liposom - nuée bing cach bom qua hé thong dong

hoéa ap luc cao 30Mpa dé thu duogc hé liposom nano Tanshinon ITA.
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