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NGHIEN CU'U TONG HGP VA DAC TRUNG NANO RUTIN

STUDY ON PEPARATION AND CHARACTERIZAITION OF RUTIN NANOPARTICLES
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TOM TAT

Nano rutin dugc tong hop bang phuong phép tao phiic vi véi cyclodexxtrin,
mot phan rutin tu do sé dugc tao micelle cling v6i casein. Hé nano nay khong bi
suy giam khi di qua da day, né dugc giai phong mt cach hiéu qua & rugt, lam
tang kha nang hap thu va sinh khd dung. Cac thong can khao sét Ia ham lugng
rutin, cyclodextrin va casein dé tao ra hé nano c6 ham lugng rutin cao nhat, kich
thudc nhd han 100nm va phan tan t6t trong nudc. Ham lugng rutin khao sat theo
ty & phan tram trong lugng 1a 10%, 13%, 15%, 17% va 20%. Lugng casein
khong thay ddi véi gid tri 5% trong lugng. Lugng (D tham gia tuong (ng lan luot
a 85%, 82%, 80%, 78% va 75%. Cac dac tinh cta hé nano da dugc xac dinh bang
céc phuong phap SEM, FTIR, HPLC va DSC. Két qua la da duoc tong hop thanh
cong hé nano rutin, cac hat nano ¢d kich thuéc dong déu va nam trong khoang
30 - 100nm. Ham lugng nano rutin thich hgp la 15%, cyclodextrin 80%, casein
5%. Diéu kién thich hgp cla phan (ing la nhiét d6 80°C, thoi gian phan ting la 3
gio;, toc do khudy 200 - 300 vong/phiit.

Tirkhoa: Rutin, Cyclodextrin, Casein, hé phic viii, hat nano.

ABSTRACT

Nanorutin has been synthesized by the method for inclusion complex
formation of cyclodextrin the inclusion complexation method with cyclodextrin,
a part of free rutin that will form micelles together with casein. This nanorutin is
not degraded by gastric passage and is effectively released in the intestine,
increasing absorption and bioavailability. The parameters were investigated
including rutin, cyclodextrin, and casein content to create a nanosystem with the
highest content of rutin, particle size smaller than 100 nm, and good dispersion
in water. Surveyed rutin content was 10%, 13%, 15%, 17% and 20% by weight.
The casein was 5% constant. The number of participating (Ds is 85%, 82%, 80%,
78% and 75%, respectively. The nanosystem was evaluated for its physico-
chemical and thermal characteristics using SEM, FTIR, HPLC, and DSC methods.
As a result, the rutin nanosystem has been successfully synthesized, the
nanoparticles have uniform size (30 - 100nm). The appropriate nanorutin
content is 15% rutin, 80% cyclodextrin, 5% casein. Optimum reaction conditions
for nanorutin synthesis is at 80°C for 3 hours, stirring speed of 200 - 300 rpm .
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1. GIGI THIEU

Rutin (quercetin-3-rhamnosyl glycoside, RU) la mot
flavonoid thu dugc tir cac bo phan hoa, 14 hodc ré ciia mot
s6 loai cay. Theo cac tai liéu da cong bo, c6 trén 50 loai thuc
vat chua rutin, trong dé hoa hoe chira nhiéu rutin hon c3,
ham lugng rutin trong hoa hoe cao gap 4 dén 5 lan nhiing
loai cay khac c6 chira rutin [1].

Rutin trich ly tir hoa hoe (Sophora japonica L.), tén tai &
dang tinh thé hinh kim. Tinh thé c6 mau vang nhat, vang
xanh, c6 vi hoi déng, thudng chiia ba tinh thé nudc, diém
néng chdy & 161 - 178°C. Rutin hoa tan trong metanol,
pyridin, dung dich kiém va nudc s6i va hau nhu khong hoa
tan trong nudc lanh, cloroform, cacbon disunfua, ete,
benzen va ete dau ma. Phan tu rutin c6 chda nhom -OH, la
chdt phan cuc manh, do d6 cé thé tach chiét bang con,
nudc nong hodc hén hop con nudce [2].

La san phdm hgp chét thién nhién cé hoat tinh sinh hoc
va dugc ly cao, nhiéu nghién ctu da ching minh rutin cé
kha ndang lam ting sy bén viing cla thanh mao mach,
ch6ng oxi héa, chéng viém nhiém, ch6ng ung thu va khoi
u, khang khuan, gidm hen suyén, gidm choles-terol va c6
kha nang phong nglra bénh than kinh...[3]. Ngoai ra, bang
phuong phap phan tich két néi phan tl cda rutin, cho thay
hoat chat nay c6 kha nang Uc ché cac protein quan trong
cla SARS-CoV-2 [4].

Tuy nhién, viéc st dung rutin trong cac linh vuc dugc
pham va thuc phdm chic nang it hiéu qua, do kha ning
hoa tan kém, dé bi phan hay trong dich thé ngudi dan dén
sinh kha dung thap.

D& tang kha nang hdp thu vao ca thé hay tang tinh sinh
kha dung clia hoat chat nay, cac nha khoa hoc da sir dung
nhiéu phuong phéap khac nhau. Cé thé hoa tan rutin vao
cac protein cung véi chat tao nhi héa nham tao ra cac hé vi
nhi tuong. Phan tan cac hoat chat vao cac polyme,
monopolyme, chitosan, polysaccharide, casein, tao
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liposome, micelle hodc inclusions (phuc vui),... San phdm
nhan dugc la cac nanomedicine (thu6c nano) c6 kich thudc
nano mét, vGi kha nang hoa tan va phan tan tét trong moi
trudng nudc va dich co thé. Viéc lua chon gidi phap céng
nghé va st dung cac chat mang trong qua trinh téng hop
nanomedicine can phai ddam bao sao cho cac hoat chat
khong bi bién tinh, gilr nguyén trang thai cta hat nano, cac
chat mang tuang thich sinh hoc, khong gay déc va khéng
gay phan ung phu trong qua trinh sir dung.

Cyclodextrin (CD) la hgp chéat tan trong nudc, phan tu
dang hinh non cut, ¢6 16 rong bén trong. Pudng kinh 16
trong ctia CD la 7,8A (hinh 1b). Diém dacbiétcaaCDlacéd
thé lién két véi mot s hop chat tan hodc khong tan
trong nuéc béi cdc nhém -OH bén ngoai va nhém ky
nudc bén trong 16 réng, tuy thudc diéu kién pH, nhiét do,
dung méi [5]...

Hinh 1. Cau tric phan ti ctia RU (a) va (D (b)

Casein (CS) la thanh phan chinh cla sira, bao gém
cac axit amin proline (axit amin khéng thiét yéu). G trong
moi trudng nudc, CS hoa tan kém dudi dang céac hat huyén
phu, dugc goi la micelle casein. Micelle casein c6 dang hinh
cau, bé mat ctia n6 ¢o tinh ua nudc. Phan bén trong cla
khoi cau dugc lién két véi nhau bang cac ion canxi va la
tuong tac ky nudc. Do cé tinh chat nay, CS la hop chat dugc
st dung kha hiéu qua trong qua trinh tao cac hat nano [6].

Viéc dua vong A cla rutin vao mai trudng ctia CD dugc
cho la nguyén nhan gay ra cac tuong tac siéu phan ti cla
no vdi cyclodextrin. Mot phan cau tric cta hgp chat rutin
tuong tac theo cach khong céng hoa tri véi cadc nguyén to
clia mat trong cda CD theo huéng 1, tao ra hé phuc vui.
Phan con lai sé tuong tac cong hoa tri véi nhém -OH bén
ngoai clia CD theo huéng 2 (hinh 1b) [7].

Thuc té cho thdy, tuong tac giira CD va RU la lién két
thuan nghich. Néu khéng c6 gidi phap han ché sy pha vé
lien két nay, RU sé tu giai phong thanh cac hat tu do khi tén
tai lau trong méi trudng nuéc. Mat khac, ludn ton tai cac 16
rong clia CD bj 16i, do vay cac hat RU sé khong vui hoan
toan vao cac 16 rébng. Su c6 mat clia cac RU tu do sé lam cho
dung dich khéng trong suét.

Viéc bd sung mét lugng nhat dinh CS, sé ¢ tac dung
tao ra cac micelle gita CS va lugng nhd RU tu do, giup cai
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thién chat lugng cla cac nanomedicine, cu thé 1a sdn phdm
nano RU-CS.

Véi nhimng phan tich vé uu diém va kha nang dap ung
cao cla nano rutin cho muc dich y sinh da néu, ching toi
tién hanh nghién ctiu téng hgp va dic trung nano rutin.

2. THUC NGHIEM
2.1. Héa chat

Cac hoa chat dugc st dung gém: Rutin 95% cla Viét
Nam; beta casein, cyclodextrin nhap ti Phap; cén 98° la con
thuc pham ctia Viét Nam.

2.2. Quy trinh téng hgp vat liéu

Qua trinh phan tng nano hda dugc thuc hién trong moi
trudng siéu am co khudy va gia nhiét, nham két hgp cac hat
rutin vé&i cyclodextrin va casein, thanh hé nano ¢6 ham lugng
rutin cao nhat cé thé, cung véi cac dic tinh can hudng dén.

Cac théng s6 thich hgp da dugc khao sat bang thuc
nghiém la nhiét d6 phan (ng 80°C, thai gian phan tng 3
gid®, ham lugng CS 5% sé dugc st dung cho nghién ctiu nay.

Cac thong sé can khao sat la anh hudng clia ham lugng
cla CD va RU dén ham lugng va kich thudc hat nano rutin
dugc tao thanh. Ham lugng RU dugc khao sat [a 10%, 13%,
15%, 17% va 20%, so vdi téng cac chat tham gia phan (ing
nano héa (RU, CD va CS). Lugng CD tham gia tuang (ing lan
luot 1a 85%, 82%, 80%, 78% va 75%. Lugng CD can chon du
hon so vdi ly thuyét, vi nguyén liéu CD luén ton tai kha
nhiéu phan tu bi 16i, dudng kinh 16 ¢4 thé nhé hon dudng
kinh clia phan t&r RU, 1am cho RU khéng thé vui vao sau
trong 16 dugc.

Pau tién, chudn bi lugng RU 95% theo k& hoach thuc
nghiém, roi hoa tan vao con 98° theo ty lé RU/con la 1/20,
trong thiét bi phan tng hoi luu dung méi, téc dé khudy 200
- 300 vong/phut, nhiét @6 80°C. Hé thiét bi dugc dat trong
bé siéu am LSP-500-USA. BS sung CD theo ty I& tuang Uing
va duy tri trong thai gian 1 gid. Sau do6 ti€p tuc bé sung 5%
CS, duy tri phan tng nano hoa trong 2 gid ti€p theo.

T&t siéu am, ti€p tuc khudy va gia nhiét dé dudi dung
moi. Khi lugng dung méi con lai khodng 30% so véi lugng
dung moéi ban dau, thao lay dung dich da cé réi dua vao ta
sdy chan khéng.

San pham sau sy la khéi rdn x6p, dugc nghién min va
xac dinh cac dac trung nhu ham lugng RU, kich thudc hat,
dac trung nhom phan t va hanh vi nhiét...

2.3. Phuong phap nghién ctiu

Do hoa tan cta san phdm dugc danh gia dinh tinh bang
cach hao tan vao nudc cat c6 pH 6,8 - 7,4. Hé nano dat yéu
cau vé do tan khi dung dich nhan dugc trong suét, khong
van duc hodc tén tai cac hat rén |3ng phia dudi.

Hinh dang va kich thudc hat cda san phdm dugc xac
dinh bang phuong phap hién vi dién ti quét (SEM) trén
thiét bi S-4800 Nhat Ban.

DPéc trung nhém phan td cha san phdm bang phé FTIR,
trén mdy Impact 410-Nicolet FTIR (My), theo phuong phap
ép vién KBr.
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Xac dinh ham lugng RU bang phucng phép sac ky long
hiéu nang cao (HPLQ), trén thiét bi 1100 Agilent (My).

Hanh vi nghiét ctia sdn pham dugc xac dinh béng thiét bi
phan tich nhiét vi sai (DSC) Labsys Evo1600 Setaram (Phap).
3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Anh huéng ctia ndng d6 chat tham gia phan iing

Anh hudng clia néng do6 chat tham gia phan tng dén
do hoa tan va kich thudc ctia hé nano RU-CD dugc trinh bay
G bang 1.

Bang 1. Anh huing clia nong do chét tham gia phan ting dén do hoa tan va
kich thudc cda hé nano RU-CD

STT | RU(%) | CD (%) | CS (%) | Do tan trong nudc | Kich thudc(nm)
1 10 85 5 Trong sudt 20- 60
2 13 82 5 Trong sudt 20-80
3 15 80 5 Trong sudt 30-100
4 17 78 5 Buc 30-400
5 20 75 5 Buc 30-500

Ké&t qua cho thdy véi ham lugng RU la 20%, ham lugng
CD tuong Ung 75%, CS 5%, khi pha san phdm nano vao
nudc, dung dich khdng trong suét. Cac hat tao thanh,
thong qua anh SEM c6 hinh thai khong déng déu va nhiéu
hat c6 kich thuéc [6n hon 100nm (hinh 2a).

Ham lugng RU gidm con 17%, tuong Ung véi ham lugng
CD 78%, khi pha sdn phdm nano vao nudc, dung dich bét
duc hon so véi san phdm cé ham lugng RU 20%. Cac hat
tao thanh cé hinh thai khong dong déu, kich thudc hat
gidm nhung van ton tai nhiéu hat cé kich thudc kha 16n.

Khi giam ham lugng RU gidm xuéng 15%, két qua cho
thady dung dich trong suét, hé nano da tan hoan toan.

Tiép tuc gidm ham lugng rutin xuéng 13% va 10%,
tuong Ung véi ham lugng CD 82% va 85%, san pham nhan
dugc cling tan t6t trong nudc, nhu da thay & bang 1.

Muc tiéu uu tién la ham lugng nano RU cé trong san
phdm & mic cao nhat cé thé, déng thai véi kich thudc hat
RU nho hon 100nm, kha nang phan tan t6t trong nudc, it tén
tai cac hat RU tu do lam cho dung dich khéng trong suét.

Viéc b8 sung luong nhd (5%) casein véi muc dich tao
micelle v&i nhiing hat RU ty do, khéng cé tuong téc siéu
phan ti véi CD. B&i ty 1& nhd so véi téng lugng RU va CD,
nén nhiing hiéu Ung tao ra bdi su cé mat ctia CS la kho phat
hién bang mét sé phuong phap do.

3.2. Hinh dang va kich thuéc hat (anh SEM)

Hinh 2 13 dnh SEM cla sdn phdm nano rutin t8ng hop
dugc véi ham lugng RU 17% (hinh 2a) va 15% (hinh 2b).

Do gidgi han cla bai bao, nén néi dung nay chi néu
nhing anh dai dién dic trung nhat trong qua trinh lam
thuc nghiém.

Két qua SEM cho thay, khi ham lugng RU la 17% va 20%,
van tén tai cac hat co kich thuéc I16n, khoang 200 - 400nm,
bién hat khong rd rang (hinh 2a). Sdy ra hién tugng nay la
do lugng RU con du, khéng tao phuc vui cling nhu khéng
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tao micelle véi CS. Cac phan tu rutin tu do sé tai két tinh,
tao thanh céc tinh thé 16n.

Khi ham lugng RU gidam con va duéi 15%. Trén hinh 2b
c6 thé nhan thay, cac hat nano c6 dang gan giéng hinh cau,
cac bién hat rat r6 rang, ching té ching phan bé rdi rac,
khéng bi dinh vao nhau. Chat mang la CD du dé tao lién két
siéu phan tl, lugng CS d0 dé tao micelle véi RU phat sinh tu
do, Iam cho ching khéng thé két tap thanh cac hat 16n. Thé
hién trén hinh 2b, kich thudc cac hat nano nhé han 100nm
va kha déng déu.

Hinh 2. Anh SEM cGia nano rutin

Nhu vay, ham CS 5%, ham lugng CD 80% va ham lugng
RU 15% va la thich hop nhat. Néu tang ham lugng RU vuot
qua dén 17% thi c6 thé lam ting lugng phic vui, déng
nghia véi tang ham lugng RU |én cao hon. Nhung hé phtic
vui kha khéng bén trong méi trudng nudc hodc méi trusng
axit ctia da day, dan dén lam giam chat lugng cla hé nano.
3.3. Pac trung nhém phan ti bang phé FTIR

Hinh 3 |3 phé FTIR cda rutin (a), cyclodexxtin (b), casein (c)
va nano rutin ¢6 ham lugng RU 15% (d). C6 thé nhan thay su
thay dé&i ro rét vé vi tri, cudng doé va chiéu réng clia cac dai
trong vuing 560 - 1200cm™ va dai c6 cuc dai & 3426cm™ cla
hé RU-CD (hinh 3d) so vai cac giai tuong Uing cia nguyén liéu
ban dau la RU, CD va CS (hinh 3a,b,c). Nhiing thay d&i trong
vlng 560 - 1200cm™, lién quan dén dao déng co gian cla
lien két C-C, C-O va dao dong lac cta cac lién két C-H trong
rutin. DGi véi CD (hinh 3b), su dich chuyén clia cac dai 6 cuc
dai 1030cm™ va 11588cm™ lién quan dén su kéo gian cla cac
lien két C-C, C-O va dao dong lac clia cac lién két C-H.
Dich chuyén nay tuong Ung véi diém cuc dai 1032cm™ va
1203cm™ ctia hé nano RU-CD (hinh 3d).

4000 3000 Z000 7000

Hinh 3. Phé FTIR cda rutin (a), cyclodexxtin (b), casein (c) va nano rutin (d)
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Trong pham vi budc séng 2500 - 3000cm™, nhimng thay
ddi phé FTIR clia hé nano RU-CD khong ré rét. G viing nay,
cac dao dong kéo gian doi xiing va phan déi xiing tao ra bdi
lién két C-H cta RU va CD it bi anh hudng bai tia hdng ngoai,
do cac lién két nay nam trong 16 réng ctia phan ti CD.

Cac lién két cong hoda tri O-H0 trén bé mat cda phan ti
CD, CS vai RU ¢6 su kéo dan. Biéu nay dugc thé hién qua sy
dich chuyén tir ving 3274cm™ cla CS, 3337cm™ clia CD va
3418cm™ cGia RU dén 3426cm™ clia hé nano RU-CD.

Tu nhiing d3c trung FTIR trén hinh 3 cho thay, khéng cé
phan tng hoa hoc nao sdy ra gila cac chat tham gia qua
trinh nano héa.

3.4. Xac dinh ham lugng rutin bang phuong phap sac ky
long hiéu nang cao (HPLC)

Hinh 4 13 phé HPLC cta hé nano RU-CD t8ng hgp dugc
hgp theo ty 1é RU 15%, CD 80% va CS 5%. Két qua dinh
lugng RU bang HPLC la 15,1%. Két qua nay phlu hgp vdi
lugng RU da tinh toan va dua vao phan Uing nano hoda.

° s 10 15 2 % mie

Peak RetTime Type Width Area
+ [min) [min]
e [ [ 1
1 17.242 BB 0.1782 528.94849
2 18.692 BV 0.2239  25.56413
3 19.293 VB 0.2330  35.53898
4 21.632 BB 0.2662 48.64649

Height Area
[mAU*s] [mAU) %

I |
41.63737 82.8167
1.42099  4.0025
2.14865  4.5643
2.26821  6.6165

1.0000

Totals : 638.69809 47.47522

Rutine : 0.058mg 15.1%

Hinh 4. Phé HPLC cdia nano rutin
3.5. Pac trung nhiét DSC

Hinh 5 1a gian dé phan tich nhiét vi sai ctia CD (hinh 5a),
RU (hinh 5b) va hé nano RU-CD (hinh 5c). Qua trinh thu
nhiét sdy ra bdi su néng chdy cia CD & 95,86°C, RU &
161,75°C va hé nano RU-CD & 99,23°C.

DsC
mvw | &

djuLeyjopu3 ¢
2

B s B
w
299.23 C

Temperature, C

Hinh 5. Gian d6 DSC cta CD (a), RU (b) va hé nano RU-CD (c)
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C6 thé nhan thdy, nhiét d6 néng chay cia hé RU-CD
giam rd rét so vaéi nhiét d6 noéng chdy clia RU va cao hon
nhiét d6 néng chay ctia CD. Néu RU va CD la hén hop co
hoc, thi trén gidn dé DSC ctia hén hgp sé xuat hién 2 dinh
thu nhiét tai 95,86°C va 161,75°C. Trén gian dé DSC clia hé
nano RU-CD chi ton tai mét dinh thu nhiét 6 99,23°C, ching
td cac phuc chat (hé nano) da dugc tao thanh bai cac lién
két cdng hda tri va lién két tuong tac Van Der Waals.

4. KET LUAN

T nhing két qua nghién ctiu, khao sat va phan tich dac
trung cla cdc mau RU, c6 thé dua két luan, da téng hap
thanh céng nano rutin phu hop véi muc tiéu da dé ra.

Cac hat nano RU c6 kich thugc dong déu va nam trong
khoang 30 - 100nm. Hé& nano cé thanh phan rutin 15%,
cyclodextrin 80% va casein 5%.

Diéu kién thich hgp ctia phan ting nano hoa la nhiét dé
80°C, thdi gian 3 gid, toc d6 khudy 200-300 vong/phut.
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