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(57) Sang ché dé cap dén dén phuong phap bao ché hé nano khang sinh thuc vat toi két
hop v6i nano bac. Trong d6, cic hat nano bac duoc diéu ché bang phuong phap xanh tir
chinh dich chiét ciia t6i; cac thanh phan khang sinh thuc vat ctia dich chiét téi duoc nano
hoa bang cach sir dung polyme thién nhién c6 trong dich chlet t6i va nhii hoa bang chat
nhii hoa poloxamer 407. Diéu nay gitp lam giam kich thudc tiéu phan, va dic biét khi nhi
hoa cac tiéu phan niy s& vira tan trong nudc, vira tan trong lipid, tir d6 ting kha ning
khuéch tan qua va hap thu cta cic hoat chat qua mang sinh hoc, tir 6 tang hiéu qua diéu
tri. Déng tho1, hé nano khang sinh thyc vat tur téi két hop v61 nano bac dugc boc boi hé
chat mang alginat/ cacboxy metyl xenluloza gitip bao vé cac hat nano bac va cac hoat chét
trong dich chiét téi khong bi oxy hoa béi moi truong, tir d6 duy tri dugc hoat tinh khang
khuan cua cac hoat chat nhu allicin, phenolic, ... nén cé thé bao quan duoc ché pham lau
hon va van giir dugc hoat tinh sinh hoc. Hé nano khang sinh thuc vat tir toi két hop voi
nano bac thu dugc theo phuong phap dé cap trong sang ché chira allicin tir t6i v6i ham
lugng 101,4 ppm, néng dd nano bac 105,33 ppm, kich thudc hat tir 60-80 nm, trong dé hé
nano khang sinh thuc vat tir toi két hop véi nano bac c¢6 dang dung dich mau vang nau,
trong sudt, thé zeta co gia tri tuy¢t ddi trén 30 mV, va co6 kha nang ti€u diét vi khuén c6 hai
trong chin nudi gia cam.
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Linh vue k§ thuit duwoe dé cap

Sang ché thudc linh vuc cong nghé duoc phim. Cu thé, sang ché dé cap
dén phuong phap xanh bao ché hé nano khang sinh thuc vt tir ti két hop véi
nano bac va hé nano khang sinh ‘thuc vat tir toi két hop v6i nano bac thu duoc

theo phuong phap nay.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Tir xa xua, con nguoi di sir dung bac lam cac dung cu chira dd an, nude
ubng hang ngay va dé tri bénh. Bac dugc biét dén nhu mét nguyén té c6 kha
ning khir tring manh nhat tén tai trong tu nhién. Cac dic tinh khang khuan cta
nano bac bt ngudn tir tinh chat hoa hoc ciia cac ion Ag' tiéu diét vi khuén bing
nhiéu co ché nhu e ché qua trinh ho hép t& bao vi khuan, ngin can qua trinh tai
ban ADN cua vi khuan. Hat nano bac 1a cac hat bac c6 kich thudc tir 1 nm dén
100 nm. Do ¢6 dién tich bé mat 1én nén hat nano bac c6 kha ning khang khuédn
t6t hon so v&i cac vat lidu khéi do kha ning giai phong nhiéu ion Ag™ hon. Céac
hat nano bac c6 hién tugng cong hudng Plasmon bé mit tao nén mau sic tir vang
nhat dén den cho céc dung dich c6 chira hat nano bac v6i cac mau sic phu thudc
vao néng do va kich thude hat nano. Ngoai ra, nano bac la vat li¢u c6 dién tich
bé mit riéng rat 16n, c6 nhitng dic tinh doc déo sau: (1) tinh khir khuan, chéng
nim, khir mui, c6 kha ning phat xa tia hdng ngoai di xa, chéng tinh; (2) khong
¢6 hai cho stc khoé con ngudi véi lidu luong tuong ddi cao, khong cé phu gia
hoa chét; (3) c6 kha ning phan tan 6n dinh trong cac loai dung moi khac nhau
(trong cac dung mdi phan cuc nhu nude va trong cac dung moi khong phan cuc
nhu benzen, toluen); (4) d6 6n dinh cao, khong bi bién d6i dudi tac dung cua
anh sang va cac tc nhan oxy hoa khtr thong thuong; (5) 6n dinh & nhiét do cao;
(6) chi phi cho qua trinh san xuét thap. Theo tai liéu “Antibacterial activity and
mechanism of silver nanoparticles against multidrug-resistant Pseudomonas
aeruginosa” (International journal of nanomedicine, 2019), cac tac gia Liao.S

va cong su da thyc hién céac thir nghiém cho théy cac hat nano bac co tac dung
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diét khudn cao dbi véi Pseudomonas aeruginosa khang thudc hozc da khang
thudc v6i ndng d6 e ché tdi thiéu (MIC) ctia nano bac trong khoang 1,406 —
5,625 pg/ml.

Viéc str dung khang sinh trong chan nuoi nham muc dich phong tri bénh
(dc biét 1a cac bénh vé& duong ho hép va dudng tiéu hoa) tir d6 kich thich sy
ting trudng cta vat nudi. Tuy nhién, sit dung khang sinh héa dugc dang dimg
truéc van dé du luong va khang thudc. Ding khang sinh véi lidu cao hodc
khong dam bao thoi luong ngung thude trude khi giét thit s& anh huéng dén stc
khoe nguoi str dung. Nhung ding véi lidu thap va kéo dai s& dan dén tinh trang
vi khudn khang khang sinh. Bién phap st dung khang sinh théo duoc thay thé
khang sinh héa dugc s& hiéu qua va it ton kém, ddng thoi dép ng nhu cau sir
dung ché phdm sinh hoc trong chin nudi huéng téi san pham sach, an toan hién
nay, hudng téi muc tiéu lau dai la thay thé khang sinh hoa duoc bang khang sinh
thuc vat.

So v6i cac loai khang sinh hoa dugc, khang sinh thao dugc co nhiéu vu
diém nhu khéng c6 hién tuong khang thudc, khong tdn du trong thuc pham, rat
it doc. Nhidu nghién ctru & trong va ngodi nudc khang dinh t6i (4llium sativum
L.) c6 tinh khang sinh, c6 kha nang phong chéng nhiéu loai vi khuan, nim, vi
rat,... phong tri cac bénh cim, dudng rudt, diu tri vét thuong,... ting tinh ngon
miéng, gidi ddc, c ché ndm méc, cén trung, téy ué modi trudong, ning cao chét
lwong thit. Trong toi tuoi co chira nhidu hoat chét c¢6 hoat tinh sinh hoc bao gém
cac hop chét sulfua hiru co, saponin, polysaccarit, cic phenolic trong d6 c6
allicin — hgp chat cta sulfua hitu co duoc hinh thanh khi tép t6i duge nghién nat,

c6 tac dung khang khuan, khang nim, chdng vi rit, chéng ki sinh tring.

Trong tai liéu “Garlic clove extract assisted silver nanoparticle-
antibacterial, antibiofilm, antihelminthic, anti-inflammatory, anticancer and
ecotoxycity assessment (Journal of Photochemistry and Photobiology B:
Biology, 2019), nhom tac gia Vijayakumar S. va cong su di nghién ciru téng
hop céc hat nano bac tir st dung chiét xuét toi 1a chit khtr cho thay cho thay hoat
tinh khang khudn t&t hon déi véi MRSA (tu cau vang khéng methicillin) va P.
aeruginosa; tac dung khang viém va chdng té bao ung thu MCF-7 ma khong gay
d6c tinh va hé nay than thién v6i méi trudng. Viée phdi hop dich chiét téi va
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nano bac gilip ting vai trd khang lai cc vi khuan gy bénh, khang viém va dang

dugc tng dung trong y sinh.

Trong sang ché EP1871395 B1, chiét xuit téi nhay cam véi cac yéu tb
mdi trudng va 6 nhiém béi vi sinh vat; dich chiét t6i bi d6i mau nhanh chéng &
nhiét do phong va tham chi ¢ 4°C va -20°C, sy d6i mau nay 1a van dé chinh lam
giam hoat tinh sinh hoc ctia cac thanh phan trong téi. Hién tuong nay do qua
trinh oxy héa cac hgp chat phenolic. Trong sang ché nay, tac gia di st dung

chitosan hodc muoi cta chitosan dé khac phuc tinh trang oxy hoa nay.

Thanh phan ctia dich chiét t6i twoi ¢6 chira cac thanh phan nhu saponin,
phenolic d& tan trong nuwéc nhung kha ning hép thu thip vi ching khong thé
vugt qua mang lipid ctia co thé, cac thanh phin khéng tan trong nudc nhu cac
sulfua hitu co ¢6 kich thuéc phan tit cao nén thoi gian qua mang té bao khé va

chim tir d6 sinh kha dung thip va lam giam hiéu qua sinh hoc cua toi.

Trong khi d6, nano bac khi dugc st dung don I¢, dé dat dugc hiéu qua
diét khuan can ding vé6i ndng d6 cao. Didu nay khéng nhing c6 thé gy céc tac
dung phu anh hudng dén stc khoe va gy 6 nhidém moi truong, ma con dan dén
su khang thudc cua cac vi sinh vat va lugng nano bac thai ra méi truong cé thé
ling dong thanh trdm tich va dat, mét s6 c6 thé t6n tai & trong nude va bi cac
sinh vat dudi nude hép thu/ an vao, co thé thong qua cac dong vat dudi nudc dé
tiép xic v6i con nguoi tr d6 1am tang kha niang khang thubc cua céac loai vi
khuén. Pong thoi, cac hat nano bac nay t6n tai trong nudce thai lam tiéu diét mot
s0 vi sinh vat can thiét cho viée xir Iy nude thai, nudc thai khong duoc xir 1y din
dén 6 nhidm mai truong. C4c hat nano bac thuong duoc nano héa bang cac chat
héa hoc c6 thé gay 6 nhiém moi trudng va néu con du lai chit khir hoa hoc sau
khi nano c6 thé gay nguy hiém cho dong vat.

Ngoai ra, thanh phan phenolic ciia dich chiét t6i va nano bac 1a nhiing
chét dé bi oxy héa bdi méi truong lam giam di tdc dung sinh hoc va han str dung
ctia n6. Nhitng nhuge diém nay 1am giam tic dung ctia ché phdm khi st dung.
Cau hoi dit ra 14 can tim kiém dang bao ché thich hop dé khic phuc cac nhuge
diém trén gitp cho cac thanh phin cta dich chiét t6i va bac ¢6 thé d& dang hip
thu duoc & duong tiéu hoa cia dong vat, sir dung véi lidu thap, c6 thé bao quan
trong thoi gian dai va thuén tién sir dung, than thién v6i moi trudng, an toan khi
str dung dong thoi gia thanh khong qué cao. Do vay, khi nano hoéa dich chiét toi
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phéi hop nano bac bang phuong phép xanh va nhii héa cac hoat chét trong dang
bao ché cua san phdm nay s& khic phuc dugc cic nhuge diém hién tai, lam giam
kich thudc tiéu phan, lam ting do hoa tan vao lipid cua dugc chét, 1am giam
néng do cta nano bac, ting sinh kha dung, tang do bén cua céc chat véi su anh
huéng ctia méi trudng.

Sang ché nay tap trung bao ché hé nano khang sinh thuc vat tir toi két hop
v6i nano bac. Trong do: (1) cac hat nano bac dugc diéu ché bang phuong phap
xanh tr dich chiét cua t0i; (2) cac thanh phan sulfua hitu co khong tan trong
nuGe va cac thanh phan saponin, phenolic tan trong nudc cta dich chiét toi duoc
nano héa va nhil hoa bing cach sir dung chat nhii hoa poloxamer 407; (3) cac
hoat chét ndy va nano bac sau dé dugc boc béi hé chit mang alginat/ cacboxy
metyl xenluloza tao thanh hé nano khang sinh thuc vat tir toi két hop véi nano
bac, nhdm phong nglra va didéu tri cac bénh cim, dudng rudt, didu tri vét

thuong,... & gia cAm véi thoi gian sir dung lau dai.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Muc dich cua sang ché nhdm khic phuc duge nhuge diém khong qua
dugc mang lipid cia cac hoat chét tan trong nudc va do tan kém cua céc hoat
chét khéng tan trong nudc cé trong dich chiét t6i; ddng thoi két hop véi nano
bac dugc khtt xanh bang chinh dich chiét t6i nhim lam tién téi thay thé khang
sinh théng thudng bang khang sinh thuc vat tir t6i va giam ndng do nano bac can
st dung, giam 6 nhiém méi truong.

Cu thé, sang ché dé xuét phuong phap nano héa cac hoat chét trong toi
bing chinh céc polysaccarit ty nhién dugc tach chiét tir t8i, sau d6 nhii hoa céc
thanh phan hoat chit nay bang chat nhii héa poloxamer 407. P4y chinh 1a mot
diém sang tao cua sang ché, béi qua trinh nano hoéa lam giam kich thudc tiéu
phan cla cac hoat chét va tang dién tich tiép xtc voi mang sinh hoc. Dong thoi
khi duoc nhii hoa b%mg poloxamer 407 s€ lam tang strc cang bé mit cta cac hoat
chét, 1am ching vira c¢6 thé tan dugc trong nudc va vira tan trong méi truong
lipid, tr d6 tao didu kién thuan loi dé cac phan tir hoat chat duge hap thu mang
sinh hoc hiéu qua hon. Do vy, ché pham nay s& dé dang hép thu qua niém mac
dudng tiéu héa, lam ting sinh kha dung, ting hiéu qua diéu tri cla sin pham va

lidu str dung thap hon so véi lidu théng thuong.
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Trong hé nano khang sinh thuc vat nay, ching t61 két hop vé&i nano bac
duoc khir xanh bai chinh cac thanh phﬁn cta dich chiét t6i. Cac hat nano bac
duoc hinh thanh tr phuong phap xanh cé kha nang tuong thich tt trong Ung
dung y sinh vi khéng c6 cic héa chat doc hai trong qué trinh san xuat nhu san
phim phu va luong chit khir héa hoc du cua phan ung. Hé nano khang sinh tir
t61 két hop v6i nano bac sau d6 duoc boc bing hé chat mang alginat/ cacboxy
metyl xenluloza nhim ngin can su oxy hoéa clia cic thanh phan trong hé khi tiép
xtc v6i mdi trudng, tir d6 ting do bén va thoi han sir dung cua ché pham. Pay 1a
diém sang tao tiép theo ctia.phuong phap bao ché hé nano khang sinh thuc vat tir
t61 két hop v6i nano bac d& cap trong séng ché nay. Khi két hop nano bac trong
hé nano khang sinh thyc vét tir toi s€ lam tang hoat tinh khang khuén so véi khi
str dung don 1é, dé)ng thoi giam lugng nano bac can stir dung ma van dem lai higu

qua, giam dugc sy dé khang khang sinh va than thién véi moi trudng.

Phuong phéap san xuét hé nano khang sinh thyc vat tir toi két hop vé6i nano

bac theo sang ché gom cac budc:

1) t6i duge boc sach vo ngoai, gid nat va ép lay nudc, sau d6 thém etanol
96% véi ti 18 toi tuoi: etanol 96% la 1:2 (khdi lugng: thé tich), chiét xuat
trong 2 gid, nhiét do 60°C, chiét 3 1an, thu dich chiét;

ii)  dich chiét duoc loc qua mang xenluloza (duong kinh 16 loc 0,22 pm), thu
duoc dich chiét & phan doan chiét cdn, bao quan & nhiét do phong;

iii) phan ba chiét tiép tuc duoc chiét véi nude ti 18 toi tuoi: nude 1a 1:2 (khéi
luong: thé tich) trong 2 gid, nhiét dd 60°C, lap lai 3 1an, thu dich chiét;

iv)  loc vd trung qua mang xenluloza (duong kinh 16 loc 0,22 um), thu duoc
dich chiét & phan doan chiét nudc, bao quan & nhiét d phong;

v)  gop dich chiét con va dich chiét nudc clia téi véi ti 16 5:1 dén 5:5 (thé tich:
thé tich), thu duoc dich chiét A;

vi)  thém tir tir AgNO; 0,1M vao dung dich chiét A véi ti 1¢ AgNO;: dich chiét
A 13 1:7 dén 1:20 (thé tich: thé tich), khudy lién tuc trong 24 gio, téc do
khudy 350 vong/phut, thu dugc dung dich B ¢6 chua dich chiét t6i va
nano bac bing phuong phap khir xanh;

vii) phéan tdn poloxamer 407 & nhiét do 0-4°C sao cho ndng d6 poloxamer tir
1-7%, ngdm qua dém thu dugc dung dich dong nhit C;

viii) thém tir tr dung dich B vao dung dich C dang khudy véi toc d§ 2000
vong/phut, khudy t6i khi dong nhét, thu duoc dung dich D;
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ix) hoa tan alginat mach dai véi nong d6 1 mg/ml, thém dung dich N-(3-
dimetylaminopropyl)-N'-etylcacbodiimit hydroclorua (EDC) trong nudc,
khudy 20 phut;

x)  nho tir tir dung dich N-hydroxysuxinimit (NHS) trong nudc vao hén hop &
bude (ix), khudy 1 gio, thu duoc dung dich alginat da hoat hoa;

xi) ngim truong nd cacboxy metyl xenluloza (CMC) trong nudc sao cho
néng d6 CMC 1a 0,3 - 0,5mg/ml;

xii) thém tir tr dung dich CMC 0,3 - 0,5mg/ml vao dung dich alginat di hoat
hoa & bude (x), thu duge hé chit mang alginat/CMC;

xiii) nhé tir tir dung dich D vao hé chét mang alginat/ CMC, khudy véi toc do
250 vong/phut trong 4 gid, thu dugce hé nano khang sinh thuc vat tir toi két

hop vdi nano bac.
MO ta vin tit cac hinh vé .
Hinh 1 12 so dd quy trinh san xuit san pham hé nano khang sinh thyc vat tir toi
két hop v6i nano bac.
Hinh 2 13 phé FTIR cua (1) poloxamer 407, (2) alginat, (3) CMC, (4) dich chiét
toi va (5) hé nano khang sinh thuc vét tir téi v4i nano bac.
Hinh 3 1a gian d6 nhiéu xa tia X ctia hé nano khang sinh thyc vt tir toi két hop
vO1 nano bac.

Hinh 4 13 hinh v& minh hoa hinh thai hoc ctia hé nano khang sinh thuc vt tur to1
két hop v6i nano bac dugc khao sat bang phuong phap FESEM.

Hinh 5 1a hinh v€ minh hoa sy phan bd kich thudce ctia hé nano khang sinh thuc

vét tir t0i két hop vdi nano bac.

Hinh 6 13 hinh v& minh hoa thé zeta ctia hé nano khang sinh thyc vat tir toi két

hop vai nano bac.

Hinh 7 14 hinh anh duong chuan allicin bang phuong phap HPLC-MS.

Hinh 8 12 hinh d4nh gia kha niang giai phong cua allicin tir h¢ nano khang sinh
thue vt tir t6i két hop véi nano bac tai cac moi truong pH 7,4, pH 6,8, pH 5,0,
pH 1,2.

Hinh 9 13 hinh 4nh dudng chuén ctia nano bac bang phuong UV — VIS.
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M5 ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché s& dugc mé ta chi tiét dua vao cac hinh v& kém theo.
Sang ché dé cap dén phuong phép bao ché hé khang sinh thyc vat tir toi két hop
v6i nano bac bang phwong phap xanh dé& khir bac va nano héa cac hoat chét
thién nhién tir t6i. Nhu thé hién trén hinh 1, phuong phap bao ché hé nano khang

sinh thue vt tir toi két hop véi nano bac theo sang ché dugce tién hanh nhu sau:

Trude hét, t6i twoi duoce boc sach vo ngoai, gia nat va ép léy nudc, sau do
thém etanol 96% véi ti 18 toi twoi: etanol 96% la 1:2 (khéi lugng: thé tich), chiét
xudt trong 2 gids, nhiét d6 60°C, chiét 3 14n, thu dich chiét. Dich chiét dugc loc
qua mang xenluloza (duong kinh 16 loc 0,22 pm), thu duoc dich chiét & phan
doan chiét con, bao quan & nhiét do phong. Phan ba chiét tiép tuc duoc chiét véi
nudc ti 18 t6i twoi: nude 1a 1:2 (khdi lugng: thé tich) trong 2 git, nhiét 46 60°C,
lap lai 3 1an, thu dich chiét. Loc vo trung qua mang xenluloza (duong kinh 16 loc
0,22 um), thu dugc dich chiét & phan doan chiét nudc, bao quan & nhiét do
phong. Sau do, gop dich chiét con va dich chiét nude cia toi véi ti 16 5:1 dén 5:5
(thé tich: thé tich), thu dugc dich chiét A. Tiép theo, thém tir tt AgNO; 0,1M
vao dung dich chiét A v&i ti 16 AgNO;: dich chiét A 1a 1:7 dén 1:20 (thé tich: thé
tich), khudy lién tuc trong 24 gio, toc do khudy 350 vong/phit, thu duge dung
dich B ¢c6 chtra dich chiét t6i va nano bac bing phuong phap khir xanh. Sau do,
phan tan poloxamer 407 & nhiét dd 0-4°C sao cho ndng d6 poloxamer tir 1-7%
(khéi lwong: thé tich), ngdm qua dém thu duoc dung dich dong nhét C; thém tir
tir dung dich B véao dung dich C dang khudy vdi tc do 2000 vong/phut, khudy
t&i khi déng nhét, thu duoc dung dich D. Tiép d6 chuén bi dung dich hoat hoa
alginat bang hoa tan alginat mach dai v6i nong do 1 mg/ml, thém dung dich
EDC trong nudc, khudy 20 phut; thém tir tir dung dich NHS trong nudc vao hdn
hop, khudy 1 gio, thu duoc dung dich alginat dd hoat hoéa. Sau d6 ngam truong
n& cacboxy metyl xenluloza (CMC) trong nudc sao cho néng d6 CMC 14 0,3 -
0,5 mg/ml. Chuan bi hé chit mang alginat /CMC bang cach thém tir tir dung
dich CMC 0,3 - 0,5 mg/ml vao dung dich alginat da hoat hoa. Cudi cung, nho tir
tir dung dich D vao hé chit mang alginat/ CMC, khudy véi téc do 250 vong/phit

trong 4 gio, thu dugc hé nano khang sinh thuc vat tu téi két hop v6i nano bac.

Céc tac gia sang ché da tién hanh do phd hap thu hdng ngoai (FTIR) cuia
hé nano khéang sinh tir thuc vat t6i két hop véi nano bac. Hinh 2 13 phd hong
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ngoai FTIR cua dich chiét t6i, nano bac, alginat, CMC, poloxamer 407 va hé
khang sinh thuc vat tir t6i két hop voi nano bac. Cuy thé, hinh 2 — (1) 12 ph6 hong
ngoai cua poloxamer 407 duoc dic trung béi cac cuc dai hap thu chinh & 2888
cm ™ (C - Hsp®), 1344 cm™' (trong mit phing uén cong O - H)va 1111 em™ (C
- 0). Trén phd FTIR cua Alginat xuit hién cac dao dong dic trung ctia céc lién
két -OH (3450 cm™), CH sp’ (2900 cm™), C-O-C (1042 cm™), C=0O (1630 cm™).
Tir phd FTIR cia CMC, ¢6 su xuét hién ctia dai hip thu manh ¢ 1623 cm™ cho
thdy sy hién dién ciia nhém cacboxyl —COO-; bang séng hap thu rong & 3448
cm” cho thdy tin sb kéo dai ctia nhém —OH; dao dong kéo dai ctia nhém C-H
thé hién & sb song 2921 cm™'; bang séng ¢ 1430 cm™ va 1059 cm™ twong tmg
v6i dao dong bién dang cua nhom —CH, va CH-O-CHj, kéo dai. Trong phd hong
ngoai cta nguyén lidu dich chiét toi, cling xuit hién cac dinh dic trung cho cac
nhém chirc tai cac sb séng tuong tmg 3403 cm™ (-OH), 2931 cm™ (-CH sp’),
1635 cm™ (C=0), 1062 cm™ (C—O-C). Nhiing dinh dic trung cua cac nguyén
lidu ban dau déu xuit hién trong phd FTIR cua hé khang sinh tir thuc vat toi két
hop v&i nano bac véi su dich chuyén sé séng tuong tng: 3428 cm™ (-OH), 2920
cm” (-CH sp’), 1628 cm™ (C=0), 1419 (-CH,), 1064 cm™ (C-O-C). Nhu vay,
c6 thé nhan thdy cac dinh hap thu dic trung cia cic nguyén liéu (poloxamer
407, alginat, CMC, dich chiét t61) da bi dich chuyén sb séng khi dugc nano héa
trong hé khang sinh tir thuc vat t6i két hop véi nano bac, ching to qua trinh

nano hoa cac hoat chat trong hé chat mang alginat/CMC d4 xay ra.

Hinh 3 14 gian d6 nhiu xa tia X ctia hé nano khang sinh thuc vat tir t6i két
hop v6i nano bac (hé nano toi-bac), tir gian do cho thay bac di dugc tong hop
thanh cong trén hé nano khang sinh thuc vat tir t6i két hgp véi nano bac, nhung

van con c6 1an tinh thé mudi bac. Sir dung cong thirc Debye Scherrer tinh kich

2 (Trong d6: K = 0.9, 2 = 0.5406 nm, f=do ban rong

thudc hat: d =
(radian), 8 gbéc Bragg (d6). Thu dugc kich thudc tinh thé Ag trong hé nano toi-
bac diéu ché duoc 13 34 nm. Tai peak c6 céc vi tri goc 20 = 38°, 44°, 64° tuong
g v6i cac mat tinh thé (111), (200), (220) 1a cac peak dic trung cho tinh thé

nano bac.

Hinh 4 13 anh chup FESEM cho hé nano khang sinh thuc vat tir t6i két
hop véi nano bac, cac tiéu phan hé nano téi-bac c6 dang hinh cau, véi kich

thuéc nhé trong khoang tir 60 - 80 nm. Két qua phan bd kich thuéc theo phuong
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phap tan xa anh sang dong (hinh 5) cho thiy do phan bd kich thudc van con
tuong dbi rong. Kich thudc trung binh clia cac hat thu dugc bang phuong phap
DLS cao hon kich thudc quan sat dugc trén anh hién vi dién tir quét (60-80nm),
do tuong tac cia lop vé CMC va alginat. DPong thdi qua hinh 6 cho that hé nano
khang sinh thuc vat tir toi két hop véi nano bac c6 do én dinh va bén trong mai

treong nude voi thé zeta 1a -30,2 mV.

Céc tac gia tién hanh dinh lugng ham lugng allicin (thudc nhém sulfua
hitu co) ¢ trong hé nano khang sinh thuc vat tir to1 két hop vé6i nano bac bing
phuong phap HPLC-MS. Két qua cho thdy duong chuin do phu thudc cua nong
do allicin va % dién tich pic lay = 4,3125x — 373,48 (r2= 0,987) (hinh 7). Tu do,
tinh duwoc ham luong allicin trong mau thir ¢6 ndng d6 1a 101,4 ppm.

Céc tac gia cling tién hanh danh gia kha ning giai phéng hoat chit Allicin
cua hé nano khang sinh thuc vat tur toi két hop v6i nano bac tai cac diéu kién pH
khac nhau (pH 7,4, pH 6,8, pH 5,0, va pH 1,2), dédc trung cho cac diéu kién khac
nhau ciia méi trudng sinh hoc ctia co thé (hinh 8).

Trong diéu kién pH 1,2 (ddc trung cho méi truong axit ctia da day), lugng
allicin duoc giai phong gan nhu rat thap, sau 8 gio dat 12,2 % va chi dat 26,67
% sau 60 gio. Diéu nay chimg to, hé khang sinh nay bén trong moi trudng axit
va han ché giai phong thudc & da day. Piéu nay, gitp hoat chét allicin khong bi

phéan huy trong mdi truong da day.

O pH 5,0 1a gia tri pH dic trung cho mdi trudng bénh 1y cla dich tiét
viém, cling nhu méi truong ndi bao cia cac dai thuc bao bi nhiém bénh. O méi
trudng nay, sau 24 gio, c6 58,5 % allicin dugc giai phong tir hé khang sinh thuc
vat tir t0i két hop v6i nano bac, va sau 60 gio, lugng allicin dugc giai phong dat
71,45 %. Do d6, hé khang sinh c6 kha nang giai phong cac loai thudc t6t tai vi
tri viém, c6 kha ning diéu trj bénh ly truyén nhiém.

O diéu kién pH 6,8 (dic trung cho méi trudng dai trang, doan dau rudt
non ctia hé thdng tiéu hoa, noi xay ra phan 16n qua trinh hap thu thubc vao mau),
luong allicin duoc giai phéng chii yéu trong 8 gio dau dat 44,5 % va dat 81,35
% sau 60 gid. Do vay, hé khang sinh nay c6 thé giai phong hoat chét allicin &
rudt non (pH 6,8 - 7.4), 1a mdi truong 1y twdng cho sy hap thu thudc vao mau,

]am ting sinh kha dung ctia thude.
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Trong diéu kién pH sinh ly 7,4, sau thoi gian 4 gio, allicin duoc giai
phong tir hé nano khang sinh thuc vat tir to1 két hop v6i nano bac nhanh va kha
hoan toan, khoang 31,5 % allicin d& dugc giai phong trong vong 4 gio dau tién,
va sau d6 nhanh chéng ting 1én 64,67 % sau 8 gio. Sau 60 gio, lugng allicin
dugc giai phong tir hé nano téi dat 96,8 %.

Céc tac gia cling d3 tién hanh dinh lugng ham lugng nano bac c6 trong hé
nano khang sinh thuc vat tir toi két hop vdi nano bac bang phuong phap quang
phé UV-VIS. Hinh 9 biéu thi mdi lién quan tuyén tinh giira nong do va d¢ hap
thu quang cta nano bac dugc thé hién bang phuong trinh y = 0.0132x + 0.1072
(R2=10.9978; x la néng d6 nano bac, y 1a do hép thu cua nano bac). Tur d6 xac
dinh duogc n6ng dd cta bac c6 trong hé nano khang sinh thuc vat tir t6i két hop
vai nano bac 1a 105,33 ppm.

Céc tac gia tién hanh dénh gia gia tri ndng d¢ G ché tdi thieu (MIC) va
ndng dd tc ché tdi da 50% (ICso) khi sir dung hé nano khang sinh thuc vét tir toi
két hop v6i nano bac so vé6i khi st dung don doc nano toi hogc dich chiét toi
trén cac ching vi khuin Gram (+) va Gram (-). Két qua duoc thé hién trong
bang 1.

Bang 1. Gia tri ICsy va MIC ctia hé nano khang sinh thyc vt tir toi két hop voi

nano bac (hé nano t6i-bac) so v&i nano tdi va dich chiét toi

Té Gia Gram (+) Gram (-)
én
. tri . Lactobacill . . | Pseudomo
mau Staphylococ | Bacillus Salmonella | Escherichi
(pg/ml . us . ) nas
cus aureus | subtilis enterica a coli .
) fermentum aeruginosa
Hé ICsy | 0,524+0,07 | 3,53+ 4,15+0,5 | 2,02+0,21 | 1,40+0,16 | 0,61+0,03
nano 0,42
téoi- | MIC 5,0 >5 >5 5,0 5,0 1,0
bac
Nano | ICs 4,67+0,28 >5 >5 4,32+0,21 >5 3,88 +0,15
téi MIC >5 >5 >5 >5 >5 >5
Dich | ICsy | 25,35+1.82 | 38,47+2. | 29,41+ 0,91 | 55,79+£2,67 | 61,29+1,55 | 46,25+3,28
chiét 25
toi MIC 150 >150 >150 >150 >150 150
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Nong do e ché i thiéu (MIC) 1 ndng do thap nhét clia hé nano téi-bac
hoac hé nano toéi hoac dich chiét téi ma tai d6 xudt hién vong vo khudn, nén
ndng do e ché tbi thiéu cang thap thi kha ning khéng khuén cang cao. Nong do
tic ché t8i da 50% cho biét lugng chét e ché cu thé can thiét dé uc ché. Két qua
trinh bay & bang 1 cho thdy, trén cac ching Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Lactobacillus fermentum, Salmonella enterica, Escherichia coli, néng
do MIC khi st dung hé khang sinh thuc vat tir to1 két hop véi nano bac xép xi
bang ndng dd MIC khi dung hé nano t6i (~ 5,0 pg/ml) nhung ICsy ctia hé nano
téi-bac can sir dung dé trc ché thap hon so v6i khi st dung nano t6i va MIC khi
str dung hé nano téi-bac thip hon gap 30 lan khi ding dich chiét téi. Trén ching
Pseudomonas aeruginosa, MIC khi dung hé khang sinh thuyc vat tir téi két hop
v6i nano bac thap hon 5 1an khi dung hé nano téi va thip hon gép 150 lan so v6i
khi dung dich chiét t6i; IC50 ctia hé nano téi-bac (0,61 pg/ml) can st dung dé
ttc ché thap hon so véi khi st dung nano t6i (3,88 pg/ml) va dich chiét toi (46,25
pg/ml). Tl cac két qua duge trinh bay trong bang 1, khéng dinh duoc hoat tinh
khang khuén ctia hé nano khang sinh thuc vt tir téi két hop v6i nano bac t5t hon

hé nano toi va dich chiét toi.

Vi du thuc hién sang ché

Sang ché tré nén rd rang hon qua nhitng vi du dudi ddy. Tuy nhién, day
khong phai giéi han thuc hién sang ché.
Vi du 1. 0,5 kg t6i tuoi dugc boc sach vo ngoai, gid nat va ép 14y nudc, sau do
thém 1 lit etanol 96%, chibt xuét trong 2 gi, nhiét 6 60°C, chiét 3 lan, thu dich
chiét. Dich chiét duoc loc qua mang xenluloza (dudong kinh 16 loc 0,22 um), thu
duge dich chiét & phan doan chiét cdn, bao quan & nhiét do phong. Phan ba chiét
tiép tuc duoc chiét véi 1 lit nude trong 2 gid, nhiét do 60°C, 13p lai 3 1an, thu
dich chiét. Loc vo tring qua mang xenluloza (dudng kinh 16 loc 0,22 pm), thu
duoc dich chiét & phan doan chiét nudc, bao quan & nhiét dd phong. Sau do, gdp
dich chiét cdn va dich chiét nuéc cua téi véi ti 18 5:1 (thé tich: thé tich), thu
duoc dich chiét A. Tiép theo, thém tir tir AgNO; 0,1M vao dung dich chiét A véi
ti 16 AgNOs;: dich chiét A 1a 1:7 (thé tich: thé tich), khudy lién tuc trong 24 gio,
tbc do khudy 350 vong/phit, thu duge dung dich B c6 chaa dich chiét toi va
nano bac bang phuong phap khir xanh. Sau d6, phan tin poloxamer 407 ¢ nhiét
d6 0-4°C sao cho ndng do poloxamer tir 4% (khdi luong/ thé tich) ngdm qua
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dém thu dugc dung dich déng nhét C; thém tir tir dung dich B vao dung dich C
dang khudy véi tbe do 2000 vong/phut, khudy toi khi dong nhét, thu dugc dung
dich D. Tiép d6 chuin bi dung dich hoat hoa alginat bang hoa tan alginat mach
dai v6i néng d6 1 mg/ml, thém dung dich EDC trong nudc, khudy 20 phut; nho
tir tir dung dich NHS trong nuéc vao hén hop, khudy 1 gio, thu dugc dung dich
alginat d hoat héa. Sau d6 ngam truong nd CMC trong nudc sao cho néng do
CMC 1a 0,4 mg/ml. Chuén bi hé chat mang alginat /CMC bang cach thém tir tir
dung dich CMC 0,4 mg/ml vao dung dich alginat di hoat héa. Cubi cting, nho tir
tir dung dich D vao hé chit mang alginat/ CMC, khudy véi toe d 250 vong/phut

trong 4 gio, thu dugc hé nano khang sinh thyc vat tir téi két hop vdi nano bac.

Vi du 2. 0,5 kg téi tuoi dugc boc sach vo ngoai, gid nat va €p léy nudc, sau do
thém 1 lit etanol 96%, chiét xuét trong 2 gid, nhiét d6 60°C, chiét 3 1an, thu dich
chiét. Dich chiét duoc loc qua mang xenluloza (dudng kinh 16 loc 0,22 pm), thu
duoc dich chiét & phan doan chiét cdn, bao quan & nhiét d6 phong. Phan ba chiét
tiép tuc duoc chiét voi 1 lit nuGe trong 2 gio, nhiét d6 60°C, lap lai 3 1an, thu
dich chiét. Loc v6 tring qua mang xenluloza (dudng kinh 16 loc 0,22 pm), thu
duoc dich chiét & phan doan chiét nude, bao quan & nhiét do phong. Sau dé, gop
dich chiét cdn va dich chiét nudc cla toi véi ti 16 5:2 (thé tich: thé tich), thu
duoc dich chiét A. Tiép theo, thém tir tir AgNO; 0,1M vao dung dich chiét A
v6i ti 16 AgNO;: dich chiét A 1a 1:10 (thé tich: thé tich), khudy lién tuc trong 24
gid, tbe do khudy 350 vong/phit, thu duoc dung dich B ¢6 chira dich chiét toi va
nano bac bang phuong phap khir xanh. Sau dé, phéan tan poloxamer 407 & nhiét
d6 0 — 4°C sao cho ndng d6 poloxamer tir 5% (khéi luong/ thé tich) ngdm qua
dém thu duoc dung dich déng nhat C; thém tir tir dung dich B vao dung dich C
dang khudy voi tde do 2000 vong/phit, khudy téi khi dong nhat, thu dugc dung
dich D. Tiép d6 chuan bi dung dich hoat héa alginat bang hoa tan alginat mach
dai v6i nong d6 1 mg/ml, thém dung dich EDC trong nuéc, khudy 20 phit; nhé
tir tir dung dich NHS trong nudc vao hdn hop, khudy 1 gio, thu duge dung dich
alginat da hoat héa. Sau d6 ngam truong né CMC trong nudc sao cho nong do
CMC 13 0,4 mg/ml. Chuén bi hé chit mang alginat /CMC bang céch thém tir tir
dung dich CMC 0,4 mg/ml vao dung dich alginat di hoat hoa. Cudi cting, nhé tir
tir dung dich D vao hé chat mang alginat/ CMC, khudy véi toc dd 250 vong/phut
trong 4 gio, thu dugc hé nano khang sinh thyc vt tir to1 két hop vé6i nano bac.

Nhiing loi ich (hiéu qua) c6 thé dat dwoc
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Sang ché nay dé xut phuong phap bao ché hé nano khang sinh thuc vat
tir t0i két hop voi nano bac nhim khéc phuc duge nhuoc diém kém tan, kho hép
thu qua mang sinh hoc do kich thudc phan tir 1on va kho tan trong lipid cua cac
hoat chit cua dich chiét toi, bao ché nano bac bang phuong phéap xanh gitp giam
6 nhiém, than thién v6i moi truong, dong thoi giai quyét duge nhimg han ché
trong bao quan cia dich chiét téi va nano bac. Hiéu qua k¥ thuit ciia sang ché

duogc thé hién ¢ bon yéu t6 chinh:

Thir nhét, trong dich chiét tdi ¢6 chira cac thanh phan cé hoat tinh sinh
hoc nhu sulfua hiru co, saponin, phenolic nhung kho tan trong lipid va cé kich
thude tiéu phan 16n nén khé hip thu dugc qua mang sinh hoc trong dudng tiéu
hoéa. Viéc nano va boc ching trong cac polysaccarit ty nhién tir chinh dich chiét
ctia toi sau d6 nhil héa cac thanh phan trong dich chiét téi bang poloxamer 407 &
dang bao ché nay lam giam kich thudc tiéu phén ctia hoat chét va tang duogc do
hoa tan trong lipid, phat huy duoc tac dung duoc 1y ctia dich chiét toi, tir d6 lam
tang kha ning hap thu qua niém mac dudng tiéu héa.

Thi hai, viéc boc céc hat nano bac va dich chiét toi bang hé chat mang
alginat/CMC gitp phén tan dong déu cac tiéu phan trong mdi trudng, bao vé
nano bac va cac thanh phan phenolic trong dich chiét téi khong bi oxy héa gitp
cho hé c6 thé bao quan dugc trong thoi gian dai ma khong bi giam hoat tinh sinh
hoc.

Tht ba, viéc st dung dich chiét t6i phdi hop nano bac — duoc khir b%lng
- phuong phéap xanh lam ting tac dung sinh hoc cta ching so v6i khi sir dung don
1¢, ddng thoi gop phan lam giam su khang khang sinh va sy 6 nhiém moi trudng
do cac nhém khang sinh va cac chat héa hoc trong qua trinh khir bac, an toan véi
ddi twong sir dung, khai thac c6 hiéu qua tiém nang vé thién nhién. Pong thoi
viéc nano héa cac hoat chat trong dich chiét giup giam dugc lidu st dung mang
lai hidu qua kinh té 16n.

Tht tu, vé mat x3 hoi, tinh trang khang khang sinh va 6 nhiém mdi truong
dang 12 van dé& phd bién khong chi tai Viét Nam ma con khip noi trén thé gidi.
Su khang khang sinh 1am cho ngudn tai nguyén vé khang sinh can kiét trong
diéu tri dic hiéu cac loai vi khuén, anh hudng dén tinh trang stc khoe cua toan
cau. O nhidm méi truong gay su bién doi khi hau lam ting thién tai, thim hoa né
tac dong gian tiép dén sirc khoe con ngudi, giy bénh, ting kha ning bung phat

dich bénh; con ngudi dang phai doi mat véi nhitng anh hudng ma né mang lai.
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Vi thé, viée tan dung cac nguén duoc liéu c6 san bao ché khang sinh tir thuc vat
két hop vdi cac phuong phap nano héa mang lai hiéu qua cao, chi phi thap va

than thién v4i moi truong.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phwong phap bao ché hé nano khang sinh thuc vAt tir toi két hop vé6i nano bac

bao gébm cac budc:

)

iii)

iv)

vi)

vii)

viii)

1X)

xi)

xii)

xiii)

t61 dugc boc sach vo ngoai, gid nat va ép ldy nude, sau d6 thém etanol
96% véi i 18 ti tuoi: etanol 96% 1a 1:2 (khdi lugng: thé tich), chiét xuét
trong 2 gid, nhiét d6 60°C, chiét 3 1an, thu dich chiét;

dich chiét duoc loc qua mang xenluloza (dudng kinh 16 loc 0,22 pm), thu
duoc dich chiét & phan doan chiét con, bao quan & nhiét do phong;

phan ba chiét tiép tuc dugc chiét véi nude ti 18 t6i tuoi: nude 14 1:2 (khéi
lugng: thé tich) trong 2 gid, nhiét d6 60°C, lap lai 3 lan, thu dich chiét;

loc v6 tring qua mang xenluloza (dudng kinh 16 loc 0,22 pm), thu dugc
dich chiét & phan doan chiét nudc, bao quan & nhiét do phong;

g6p dich chiét cdn va dich chiét nudc cia téi véi ti 16 5:1 dén 5:5 (thé tich:
thé tich), thu duoc dich chiét A;

thém tir tir AgNO; 0,1M vao dung dich chiét A véi ti 18 AgNO;: dich chiét
A 13 1:7 dén 1:20 (thé tich: thé tich), khudy lién tuc trong 24 giv, toc do
khudy 350 vong/phit, thu duoc dung dich B c6 chira dich chiét t6i va
nano bac bang phuong phap khir xanh;

phan tan poloxamer 407 & nhiét d6 0 — 4°C sao cho ndéng do poloxamer tir
1-7%, ngdm qua dém thu dugc dung dich dong nhét C;

thém tr tr dung dich B vao dung dich C dang khudy véi tbc do 2000
vong/phit, khudy toi khi dong nhét, thu dugc dung dich D;

hoa tan alginat mach dai v6i nong d6 1 mg/ml, thém dung dich N-(3-
dimetylaminopropyl)-N'-etylcacbodiimit hydroclorua trong nudc, khudy
20 phut;

nho tir tr dung dich N-hydroxysuxinimit trong nudc vao hdn hop & budce
(ix), khudy 1 gio, thu duoc dung dich alginat d4 hoat hoa;

ngdm truong né cacboxy metyl xenluloza trong nudc sao cho ndéng do
CMC 14 0,3 — 0,5 mg/ml;

thém tir tr dung dich cacboxy metyl xenluloza 0,3 - 0,5 mg/ml vao dung
dich alginat dd hoat hoa & budc (x), thu duoc hé chat mang alginat/
cacboxy metyl xenluloza;

nho tir tir dung dich D vao hé chat mang alginat/ cacboxy metyl xenluloza,
khuéy véi toe do 250 vong/phit trong 4 gio, thu duge h¢ khang sinh thyuc

vat tir t61 két hop voi nano bac.

-16-



38539

2. Hé nano khang sinh thuc vat tir to1 két hgp v6i nano bac thu dugc theo
phuong phép néu trong diém 1, trong d6 allicin tir t6i v6i ham luong 101,4 ppm,
nf“mg dd nano bac 105,33 ppm, kich thudc hat tir 60-80 nm, va hé nano khang
sinh nay c¢6 dang dung dich mau vang nau, trong sudt, thé zeta co gia tri tuyét
d6i trén 30 mV, va c6 kha nang tiéu diét vi khuan c6 hai trong chin nuéi gia

cam.
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Hinh 1. So d6 quy trinh san xuit san phim hé nano khang sinh thuc vt tir toi két
hop véi nano bac.

Toi boc sach, gid nit |

Etanol 96%
T-2 gior, 60°C,
chiét 3 lén, l
| Dichchiét | | Bachibitoi |

Loc qua mang Nude, T=2 gio,
0,22 um 60°C, chiét 3 ian

Dich chiét phé _
o | [ Dich chiét |
| Loc qua mang
0.22 pm
Dich chiét phin
doan mréc

Dich chiét A Poloxamer 407

PP Phén tan trong
Thém tr 6 AgNO, mrde, 0-4°C, 24 gidy
0,1M, t0c dd khuay =
350 vong/phut Dung dich C
Dung dich B Thém tir tir
(chira dich chiét to1
va nano bac)

Dung dich
alginat Img/ml

Dung dich D
Thém EDC/nudc,

khudy 20 phit
Hén hop
aiginat, EDC
Hén hop
aiginat, EDC
Nho tir tir dung dich
NHS, khuay 1 gity
Dung dich —
alginat hoat hoa
Thém tr ar
CMC 0 4mg/mi

Heé chit mang
aiginat/CMC

J

H& nano khang sinh thye vat
1t tO1 két hop vdi bac

Chu thich: EDC: N-(3-Dimetylaminopropyl)-N'-etylcacbodiimid hydrocloric;
NHS : N-Hydroxysuccinimid; CMC : cacboxyl methyl xenlulozo
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Hinh 2. Ph FT-IR ciia (1) poloxamer 407, (2) alginat, (3) CMC, (4) dich chiét

t61 va (5) hé nano khang sinh thyc vt tir téi két hop v6i nano bac.
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Hinh 3. Gian dd nhidu xa tia X ctia hé nano khang sinh thuc vat tir toi két

hop véi nano bac
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Hinh 4. Hinh thai hoc cta hé nano khang sinh thyc vat tir tdi két hop véi nano

bac duoc khao sat bang phwong phap FESEM.

| N O A N N A ) N A |

IMS-NKL 5.0kV 4. 5mm x30.0k SE(M) 1.00um

Hinh 5. Sy phan bd kich thudc ciia hé nano khang sinh thuc vat tir t6i két hop

v&i nano bac.

a4 ki 1% 150 000G

Kich thwdc {nm}
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Hinh 6. Thé zeta ctia hé nano khang sinh thuc vat tir téi két hop véi nano bac.

-

I

80 hat
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Hinh 7. Dudng chuén do phu thudc cta nf“mg d6 allicin va % dién tich pic
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Hinh 8. Kha niing giai phéng hoat chat Allicin ctia hé nano khang sinh thuc vat
tir t6i két hop véi nano bac tai cac didu kién pH moéi trudng khac nhau (pH 7.4,

pH 6.8, pH 5.0, va pH 1.2)

100 - % p

Allicin giai phong (%)

0 —v—pH 1.2

T A T M T T T N T i 1 T T N T T T

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Thoi gian (gio)

Hinh 9. Pudng chuin d6 phu thudc ciia ndng do va do hap thu ciia bac
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