(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

(19) Cong hoa xa hgi chi nghia Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HU'U TRI TUE
1-0039395

A61K 31/00; A61K 9/10; A61K 9/14; (13) B

2020.01
GO 61K 9/00
(21) 1-2020-06982 (22) 02/12/2020
(45) 25/04/2024 433 (43) 27/06/2022 411

(73) CONG TY CO PHAN CONG NGHE MOI NHAT HAI (VN) ,
S6 9 BT2 Ban ddo Linh Bam, phuong Hoang Li¢t, quan Hoang Mai, thanh ph6 Ha
Noi

(72) Luu Hai Minh (VN); Bui Qudc Anh (VN).

(54) QUY TRINH BIEU CHE HE TU VI NHU NANO FISETIN

(57) Séng che dé cap dén quy trinh diéu ché hé tu vi nhil nano fisetin, trong do quy trinh
nay bao gdm cac budc: a) chuan bi dung dich fisetin; b) chuan bi hdn hop chat mang
pluronic/gelucire; ¢) tao hdn hop chit mang va chit tan fisetin/pluronic/gelucire; d) loai
dung moéi etanol bang thiét bi hut chan khong; e) tao hdn hop dong nhat giita hdn hop chat
mang pluronic/gelucire, chét tan fisetin v6i chét tao nhil lexitin; f) dong hoa tao hon hop tu
vi nhil nano fisetin.



39395

Linh vie k§ thuit dwoce dé cip
Sang ché dé cap dén quy trinh didu ché hé tw vi nhii nano fisetin.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Fisetin (3,3°,4°,7-tetrahydroxyflavon) 1a mot loai flavonoid tu nhién, dugc tim théy

trong mot s6 loai rau, qud, hat nhu nho, tdo, dau tay, dua chudt, v.v.

Fisetin

Céc nghién ctru cho thiy fisetin ¢ rat nhiéu tinh chét sinh hoc dang quy nhu
chéng oxy hoa, chdng viém, trc ché té bao ung thu. Mot nghién ciru vé tac dung chéng
oxy hoa cuia fisetin & gan chudt bi tiéu duong da dugc Gopalan Sriram Prasath va céc
cong su thuyc hién. Coéng bd trén bai “Fisetin, a tetra hydroxy flavone recuperates
antioxidant status and protects hepatocellular ultrastructure from hyperglycemia mediated
oxidative stress in streptozotocin induced experimental diabetes in rats” (2013) da ching
to fisetin c6 tac dung chdng oxy hoa & té bao gan giup giam luong dudng va tang lugng
insulin trong huyét twong ciia chudt bi tiéu duong. Lidu thi nghiém da duge thir nghiém 1a
10 mg/1kg khéi lugng co thé/1 ngay.

J.Sathiyapriya va céc cong su da nghién ctru tdc dung cua fisetin trong qua trinh trc
ché té bao ung thu da trén chudt. Két qua trén bai “Chemopreventive and antioxidant
efficacy of fisetin in experimental oral carcinagenesis” (2013) cong bd fisetin vé6i lidu

dung 10mg/1kg trong lugng co thé/1 ngay da ngan chan su phat trién khéi u.
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Téc dung chéng ung thur ciia fisetin cling d& dugc nghién ciu nhiéu trong cac thi
nghiém in-vitro. Trong do, thi nghiém chéng pha hay té bao phéi cua fisetin dudi tac
dong cua tia gamma va cac chét oxy héa nhu H,0, da dugc Kang va cic cong su cong bd
trén bai “Fisetin attenuates hydrogen peroxide-induced cell damage by scavenging
reactive oxygen species and activating protective functions of cellular glutathione system
(2014). Nghién ctru d lam sang t6 kha ning cua fisetin 1a chéng lai su peroxy héa mang
lipid, bao vé su tén thuong DNA va qué trinh cacbon hoa protein dudi tic dong pha hity

cua H,O, va tia gamma.

Twr c4c tai lidu nghién ciru téng hop duoc c6 thé thay fisetin 12 mot hop chét thién
nhién quy gi4, c6 kha ning hd trg didu tri mot s& bénh nhu ung thu, tiéu dudong, cac bénh
lién qua dén sy rdi loan do 130 hoa day than kinh va su tén thuong ndo. Tuy nhién, néu st
dung fisetin qua dudng ubng thi kha ning sinh kha dung cia n6 rat thap do tinh tan trong
nudc kém (10,45 pg/mL). Chinh vi vay, dé giai quyét van dé hoa tan kém ciia fisetin da
¢6 nhiéu nghién ctru chuyén hoa fistein thanh dang ché pham tan tét trong nudc. Hién
nay, cac nghién ctu thuong tap trung chuyén héa cac duoc chit kém tan thanh cic dang
nano. Duéi kich thuée nano cac dugc chét c¢6 kha nang tan tbt trong nudc, do déng nhét,

phén tan cao, kha ndng phén b6 trong tinh mach tt.

Trén thé gi6i d& c6 nhidu nghién ctru céng bd quy trinh chuyén héa fisetin thanh
cac dang nano khac nhau. Trong do, tdc gid Park Sang-Jae da dua ra quy trinh tao bot
nano polysaccharid fistein bang phwong phép két tia va sdy chan khong. Giai phap nay da
duoc cong bd trong sang ché “Method for producing an extract of rhus verniciflua stokes
containing a high concentration of nano sized fisetin with enhanced water solubility and
anti-cancer drug composition thereof” (2018). Uu diém cta phuong phap nay 1a don gian,
tao dugc ché pham fisetin c6 ham lugng cao, tuy nhién thoi gian chuyén hoa fisetin trong

hé théng tudn hoan cham.

Téc gia Merio Sechi va cac cng su dd st dung phuong phap tao hat nano polymer

dé bao géi fisetin. Trong bai “Nanoencapsulation of dietary flavonoid fisetin: Formulation
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and in vitro antioxidant and a-glucosidase inhibition activities™ fisetin dugc giit trong cac
hat nano polymer Poly-(e-caprolactone) (PCL) va PLGA-PEG-COOH. Phuong phdp nay
tao ra cac hat polymer c6 kich thudc tir 140 nm dén 200 nm, chira 70-80% fisetin. Cac hat
nano polymer bao boc fisetin bao v¢ khoi cic tdc nhan oxy hoa lam bién ddi hoat tinh sinh
hoc ctia n6, 1am ting kha ning hap thu qua thanh rudt. Tuy nhién, do bi bao goi trong cac

hat nano polymer, nén thoi gian phén giai fisetin 1au v6i ham lugng thap.

Mot phuong phip khéc nhim ting khi ning hoa tan cia fisetin di dugc
NoratigahMohtar va cac cdng su thuc hién d6 1a tao phirc hop fisetin véi Sulfobutylether-
B-cyclodextrin (SBE-B-CD). Két qua di dugc cong bd trén bai “Novel water-soluble
fisetin/cyclodextrins inclusion complexes: Preparation, characterization, molecular
docking and bioavailability” (2015). V6i phuong phép nay, ché phidm tao thanh ¢6 ham
luong fisetin cao, c6 kha nang tan tdt trong nudc nhung hoat tinh ctia ché pham s& bi anh

huéng, thoi gian hap thu cham.

Theo tim hiéu cta tac gia, hién nay c6 rat nhiéu phuong phép tao céc ché phdm
fisetin dang nano c6 kha ning hip thu tdt qua dudng tiéu hoa. Cac nghién ciru da néu trén
déu c6 nhirng vu nhuge diém riéng va diém han ché chung cia cac nghién ctru trén 1a kha
nang phan bd va hip thu ciia cac ché phdm tao thanh con thdp. Vi vdy, sang ché nay s&
dua ra quy trinh tao ché pham nano fisetin don gian ma tinh sinh kha dung cta ché phim
cao. Hon nita, & Viét Nam hién chua c6 nghién clru tao ché phém fisetin dang nano duogc
cong bd. Nén quy trinh duge dé cap trong sang ché 14 tao ra hé ty vi nhii nano fisetin c6
¢6 do tan cao, cai thién tinh thdm qua mang té bao, hoat tinh dn dinh, d6 bén hé vi nhu
twong cao. Vi nhii twong 1a mdt hé phén tan c6 kich thudc hat tir 10 nm dén 100 nm, c6 do
trong sudt cao, bén nhiét dong hoc, phan tan tét trong nude va dau, dong thoi gitr dugc
hoat tinh cta chit phén tan trong thoi gian kha dai. Véi nhitng uu diém trén, phuong phap
diéu ché hé ty vi nhil hién dang duoc tng dung trong céng nghé thuc phdm, duge phdm

va m¥y pham.

Ban chit k§ thuit ciia sing ché
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Muc dich cua sang ché dé xuat quy trinh ché tao san pham fisetin c6 do tan cao, cai

thién tinh thAm qua mang té bao, hoat tinh 6n dinh, d6 bén hé vi nhu tuong cao.

Pé dat dugc muc dich nay, sang ché d& xudt quy trinh diéu ché hé tu vi nhii nano

fisetin nhu sau:

a) chudn bj dung dich fisetin bang cach hoa tan mot lugng fisetin vao dung mai
etanol theo ty 18 14 1:20 (g/mL) két hop rung siéu am cho dén khi tao thanh dung dich
ddng nhat;

b) chuén bi hdn hop chit mang pluronic/gelucire bang cach tron pluronic®L 62 voi
gelucire 48/16 vai ty 1& pluronic:gelucire 1a 2:3 (g/g) trén may khudy véi toc do 400
vong/phit, & nhiét dd 40°C trong thdi gian 30 phut;

¢) tao hdn hop chit mang va chét tan bang cach cho tir tir dung dich fisetin vao hdn
hop chit mang pluronic/gelucire theo ty 1& chét tan/chat mang 13 1:3 (mL/g) trén may
khudy véi toc dd 600 vong/phiit, & nhiét dd 50°C trong thdi gian 60 phit;

d) loai bo dung mdi etanol trong hdn hop fisetin/pluronic/gelucire bang thiét bi cd
quay chén khéng & nhiét do 60°C, trong 60 phut;

e) tao hdn hop ddng nhét bang cach trén hdn hop fisetin/pluronic/gelucire véi chat
tao nhil lexitin sao cho cac chit tao thanh hdn hop ddng nhat véi ty 1& hdn hop chit
mang, chit tan fisetin/pluronic/gelucire v&i chét tao nhii 1a 3:1 (g/g) trén may khudy vai
tbc do 600 vong/phit, & nhiét do 40°C, trong thoi gian 90 phut; va

f) hon hop thu duge & bude e dugc dé qua dém, & nhiét do phong, sau do dugc
ddng hoa véi toe do 2000 vong/ phut va lap lai 5 1an dé thu duoc hé tu vi nhil nano fisetin.
M5 ta vin tit hinh vé

Hinh 1 14 hinh anh va kich thudc tiéu phan fisetin chup bang kinh hién vi dién tir
truyén qua c6 do phan giai cao (HR-TEM).

M3 ta chi tiét sang ché
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Sau ddy, sang ché mé ta chi tiét cic phuong 4n cu thé, tuy nhién, cic phuwong 4n
nay chi nham muc dich mo ta chi tiét sang ché, chir khong 1am gi¢i han pham vi cia sang

ché.

Sang ché dé cap dén quy trinh diéu ché hé tu vi nhii nano fisetin, trong d6 quy trinh

nay bao gom cac budc:

a) chuin bi dung dich fisetin bing cach hoa tan mot luong fisetin vao dung moi
etanol theo ty 18 1a 1:20 (g/mL) két hop rung siéu 4m cho dén khi tao thanh dung dich
dong nhat.

Dung mdi etanol 1a mét chit d& bay hoi, hoa tan tot fisetin va di duoc sir dung
nhiéu trong nganh thuc phdm, duoc pham. Vi vay, ddy 13 dung moi an toan thich hop dé
tao dung dich fisetin. Ty 1 hoa tan pht hop theo tinh toan dé dat duoc ché phdm c6 ham

lwong mong mudn 13 1 g fisetin trong 20 g etanol;

b) chuan bi hdn hop chit mang pluronic/gelucire bang cach tron pluronic®L 62 véi
gelucire 48/16 v6i ty 1& pluronic:gelucire 13 2:3 (g/g) trén may khudy véi te do 400
vong/phut, & nhiét do 40°C trong thoi gian 30 phat.

Pluronic 13 polyme ddng tring hop PEO — PPO — PEO ciia poly (ethylene oxide)
(PEO) va poly (propylene oxide) (PPO). Pay 1a mot polyme tong hop khong doc, khong
thé hién tinh khang nguyén, c¢6 hé sé phan bb dau nudc thich hop. Pluronic da duge dugc
dién céc nude cong nhan lam ta dugc cho nhidu dang thube khac nhau nhu dang udng va
dung trén da. Gelucire 1a hop chat c6 ngudn gbe tir hdn hop mono , di va triglyceride véi
cac este PEG véi axit béo. Gelucire c6 rit nhidu tmg dung & dang udng va dang bdi. Céc
img dung ctia cong thirc thude udng bao gdm ting cudng kha ning hoa tan va sinh kha
dung, giai phong thudc duy tri, che mui vi va bao vé thanh phan dugc hoat tinh (API)
khéi oxy, 4nh sang va d6 4m. Ty 1é pluronic/gelucire da dugc thir nghiém dé tap ra hdn

hop chit mang c¢6 chi s6 HLB thich hop;
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¢) tao hdn hop chit mang va chit tan bang cach cho tir tir dung dich fisetin vao hén
hop chit mang pluronic/gelucire theo ty 1& chat tan/chit mang 1a 1:3 (mL/g) trén may
khudy voi tbe dd 600 vong/phut, & nhiét do 50°C trong thdi gian 60 phit.

Dé tao hdn hop chét tan va chit mang vdi ty 18 thich hop, cac thi nghiém da duoc
thuc hién. Két qua vé6i ty 18 chat tan fisetin va hdn hop chat mang 13 1:3 hén hop duoc

chat ¢6 kha nang hoa tan tot trong nude va cé tinh 6n dinh cao;

d) loai b dung mdi etanol trong hdn hop fisetin/pluronic/gelucire bang thiét bi co
quay chan khong ¢ nhiét do 60°C, trong 60 phit;

e) tao hdn hop ddng nhét bang cach tron hdn hop fisetin/pluronic/gelucire voi chat
tao nhil lexitin sao cho c4c chit tao thanh hdn hop ddng nhét vai ty 16 hdn hop chit mang
va chét tan fisetin/pluronic/gelucire v4i chét tao nhii 14 3:1 (g/g) trén may khudy véi tde
dd 600 vong/phut, & nhiét d6 40°C, trong thoi gian 90 phut.

Lexitin dugc tinh ché tir d4u nanh c6 chira mét luong 16n phospholipid, c6 tinh
chdng oxy hoéa cao. Ngoai ra, lexitin con c6 tic dung ting cudng qu trinh hép thu cac
chét béo, moi truong hoa tan tbt cac vitamin; va

f) hon hop thu duge & bude e duoc dé qua dém, & nhiét dd phong, sau do dugc

ddng hoa vai toe do 2000 vong/ phut va 1ap lai 5 14n dé thu duoc hé tu vi nhii nano fisetin.
Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1: Ché tao 100 g hé ty vi nhil nano fisetin

Chuén bj dung dich fisetin bing cach hoa tan 2 g fisetin vao 40 mL dung moi

etanol két hop rung siéu 4m cho dén khi tao thanh dung dich dong nhit;

Chuén bi hdn hop chit mang pluronic/gelucire bang cach trén 50 g pluronic®L 62
v6i 75g gelucire 48/16 trén may khudy voi toe d6 400 vong/phut, & nhiét do 40°C trong
thot gian 30 phut;
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Tao hdn hop chit mang va chit tan bang cach cho tir tir 40 mL dung dich fisetin
vao 120 g hdn hop chat mang pluronic/gelucire trén may khudy véi toe do 600 vong/phtt,
¢ nhiét @6 50°C trong thdi gian 60 phut;

Loai bé dung méi etanol trong hdn hop fisetin/pluronic/gelucire bang thiét bi co

quay chan khong & nhiét do 60°C, trong 60 phit;

Tao hdn hop ddng nhét bing cach tron 90 g hdn hop fisetin/pluronic/gelucire véi
10g chat tao nhil lexitin sao cho c4c chit tao thanh hén hop ddng nhét trén méy khudy
v6i toc d9 600 vong/phiit, & nhiét d6 40°C, trong thoi gian 90 phut; va

Hon hop ddng nhét dugc dé qua dém, ¢ nhiét do phong, sau d6 duoc ddng hoa véi

tbe dd 2000 vong/ phut va 1ap lai 5 1an dé thu duogc hé tu vi nhil nano fisetin.
Vi du 2: Bac tinh cia hé tu vi nhil nano fisetin

Tién hanh thi nghiém nhu phan mé t4 chi tiét sang ché & trén. San phim tao thanh
duoc tién hanh kiém tra véi cac phuong phép phan tich hién dai. Két qua phén tich nhu
sau:

1. Két qua do HR-TEM

Anh do TEM véi do phan giai cao cho thiy cac tiéu phén hat nano fisetin ton tai &
dang tap hop khéi kich thude khoang 10-20 nm. Su phan b6 cac hat kha déu, kich thudc
dong nhét. Piéu ndy gitp cho qua trinh khuéch tan va hap thu vao co thé dugc da dang
hon.

2. Két qua phan tich ham luong

Ham luong cia fisetin trong mau duge do bang HPLC. Két qué dinh lugng cho
thdy ham luong fisetin trong mau phan tich dat 6,96 %.

3. Két qua phan tich chi tiéu hoa ly va vi sinh vét

Mau nano fisetin sau khi ché tao dugc di kiém nghiém céc tiéu chuin v& vi sinh vat

va héa ly. Két qua kiém nghiém duoc thé hién trong bang duéi day:
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STT Tén chi tidu Pon vi Phuong phap thir Két qua
Téng vi sinh vat hiéu ‘ KPH
10.1 CFU/mL ISO 4833-1:2013
khi (LOD:1 CFU/mL)
KPH
10.2 Cl. Perfringens CFU/mL TCVN 4991:2005
(LOD:1 CFU/mL)
: KPH
10.3 Coliforms CFU/mL TCVN 6848:2007
(LOD:1 CFU/mL)
TCVN 7924 -2:2008 KPH
10.4 E. coli CFU/mL
(LOD:1CFU/mL)
To6ng s6 bao tir mam KPH
10.5 ) TCVN 8275-1:2010
men-moc (LOD:1 CFU/mL)
KPH
10.6 Ham lugng Cadmi mg/kg | HHD.QT.429(ICP-MS)
(LOD:0,004 mg/kg)
10.7 Ham luong Chi mg/kg | HHD.QT.429(ICP-MS) 0.037
10.8 bo pH - H.HD.QT.070 7,29
10.9 Ty trong g/mL NIFC.05.M.197 1,076

Hi¢u qua dat dwec ciia sing ché

Két qua cho théy, mau fisetin ché tao duoc dat cac chi tiéu vé an toan thuc phém.

Quy trinh diéu ché hé tu vi nhil nano fisetin da thanh cdng trong viéc diéu ché hé

vi nhii trong ¢6 chira céc tiéu phan nano fisetin ¢6 kich thude 10-20 nm, dong déu va kha

ning hoa tan tét trong nude.

Céc chit duogc su dung trong quy trinh diéu ché hé tu vi nhii nano fisetin phan tan

tbt trong nudc ¢6 do an toan cao, khong doc hai va it tac dung phu, nén hé vi nhil twong

nano fisetin thu duoc tir quy trinh theo sang ché c6 do an toan cao khi sir dung.
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Quy trinh theo sang ché don gian, d& thuc hién va phi hop véi cac didu kién thuc

t€ hién nay clia nuée ta.

-10-
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Yéu ciu bio ho
1. Quy trinh diéu ché hé tu vi nhil nano fisetin, dic trung & chd, quy trinh nay bao gdm

cac budce:

a) chudn bji dung dich fisetin bang cach hoa tan mot lugng fisetin vao dung moi
etanol theo ty 16 1a 1:20 (g/mL) két hop rung siéu 4m cho dén khi tao thanh dung dich
dong nhat;

b) chudn bj hdn hop chit mang pluronic/gelucire bing cach tron pluronic®L 62 véi
gelucire 48/16 v6i ty 1€ pluronic:gelucire 1a 2:3 (g/g) trén may khudy véi tde do 400
vong/phut, & nhiét do 40°C trong thoi gian 30 phut;

¢) tao hdn hop chat mang va chét tan bang cach cho tir tir dung dich fisetin vao hdn
hop chit mang pluronic/gelucire theo ty 1& chit tan/chat mang 1a 1:3 (mL/g) trén may
khudy véi toc d 600 vong/phut, ¢ nhiét do 50°C trong thi gian 60 pht;

d) loai b6 dung mdi etanol trong hdn hop fisetin/pluronic/ gelucire bang thiét bi c6
quay chin khong & nhiét 46 60°C, trong 60 phut;

e) tao hdn hop dong nhét bing cach tron hdn hop fisetin/pluronic/gelucire v6i chit
tao nhii lexitin sao cho céc chét tao thanh hdn hop ddng nhét véi ty 1& hon hop chét
mang, chét tan fisetin/pluronic/gelucire v4i chét tao nhil l1a 3:1 (g/g) trén may khudy véi
tbe do 600 vong/phit, ¢ nhiét d6 40°C, trong thdi gian 90 phit; va

f) dé hdn hop thu dugce ¢ bude e) qua dém, ¢ nhiét dd phong, sau d6 tién hanh

déng héa véi toe do 2000 vong/ phut va lap lai 5 1an dé thu dugce hé tu vi nhil nano fisetin.

-11-
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