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Bai bao trinh bay két qua nghién ciru bao ché Liposome Amphotericin B (AmB) theo 2 phwong phap:
hydrat hoa film va pha loang ethanol. Cac thanh phﬁn chinh dung dé bao ché bao gf)m AmB, hydrogenated
soybean phosphatidylcholine (HSPC), dlstearoyl phosphatidylglycerol (DSPG) va cholesterol. Tir két qua
nghién ciru, da lya chon duwgc mgt 50 yeu to cong thirc cling nhw quy trinh bao ché cé hiéu qua cao nhit.
Vé6i phwong phap hydrat hoéa film, di lya chon dwgc ty 1¢ dwoc chat/tong lwong lipid 13 9% mol; ty 1¢
HSPC/DSPG la 2/0,8; dung dich hydrat héa 1a dém citrat pH = 5 va bao ché dwoc Liposome AmB ¢6 Kkich
thwéc tiéu phan (KTTP) = 228 nm, do phan bé KTTP (PDI) = 0,189, hiéu suit Liposome hoéa 1a 89,41%.
Vé6i phwong phap pha lodng ethanol, lya chon dwoc ty 1¢ thé tich pha ethanol/pha nuwéc 1a 8/100, nhiét do
phdi hop 2 pha 1a 60°C, téc d9 khudy tron 2 pha la 3900 vong/phit cho quy trinh bao ché; bao ché dwogc

Liposome AmB ¢6 KTTP =190 nm, PDI =

0,136, hi¢u suit Liposome hoa la 73,20%.

Tir khéa: bao ché, hydrat héa film, Liposome Amphotericin B, pha lodng ethanol.

Chi sé phin logi 3.4

STUDY ON PREPARATION
OF LIPOSOME AMPHOTERICIN B

Summary

Liposome is prepared by two methods: thin
film hydration and ethanol dilution with main
ingredients including Amphotericin B (AmB),
hydrogenated soybean phosphatidylcholine,
distearoyl phosphatidylglycerol and cholesterol.
By investigating and selecting, some factors
belonging to formula and pharmaceutical
procedure have been achieved. The result is
that a suspension of Liposome AmB which is
prepared has a small dimension (of about 200
nm), consistent distribution (PDI < 0.2) and
high percentage of entrapment of Liposome
(above 70%).

Keywords:  ethanol  dilution,  Liposome
Amphotericin B, preparation, thin film hydration.

Classification number 3.4

*Tac gia chinh: Tel: 0913311978

TAP CHI

HOA HOC
ONG NGHE (1 Nam 2(8) 8:2015

Pat van de

AmB 12 mot thude diéu tri nhiém nam toan than phé
rong va co6 hoat tinh khang nam manh di duoc st dung
tir rat lau. Tuy nhién, han ché cta dugc chat nay la hau
nhu khong tan trong nude nén sinh kha dung khong cao
va thudc gay nhiéu tac dung phu, dic biét 1a gay doc cho
than. Piéu nay cang trd nén trim trong & nhitng bénh
nhan nhiém nim xam lan toan than do suy giam mién
dich, ung thu.

Con Liposome 1a mét trong nhitng hé mang thudc
mai dang nhan dugc sy quan tdm cua cac nha khoa hoc
trén thé giéi nho c6 nhitng uu diém ndi bat vé kha ning
mang thudc, kiém soat giai phong thude va kha ning dua
thudc t6i co quan dich [1, 2].

Vi vay, viéc nghién ctu bao ché Liposome AmB dé
ung dung trong cac ché pham nham gitp kiém soat giai
phong, tang sinh kha dung va lam giam doc tinh trén
than cia AmB la van dé khoa hoc mang tinh cap thict.
Nguyén liéu, ddi twong va phwong phap nghién ciru

Nguyén liéu, thiét bi va dung cu nghién cuu

- Nguyén li¢u: AmB, hydrogenated soybean
phosphatidylcholin (HSPC), distearoyl
phosphatidylglycerol (DSPG), cholesterol, dinatri
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hydrophosphat, dinatrisuccinat hexahydrat, kali
dihydrophosphat, acid citric, acid succinic, lactose,
sucrose, mannitol, natri hydroxyd, cloroform, ethanol,
methanol, N,N-dimethylacetamid (DMA), natri EDTA
va cac hoa chat dung moi khac dat tiéu chuén cta Hoi
doéng Dugc dién My (USP), tiéu chuan nha san xut
hodc tinh khiét héa hoc, acetonitril, methanol dung cho
sic ky long hiéu ning cao (HPLC).

- Thiét bi va dung cu: can phan tich Satorius
BP121S (Puc), hé thdng cit quay Rovapor R-210
(Puc), bé sidu am Wise clean (Han Qudc), may
dong nhat hoa CAT Unidrive X1000 (Pic), thiét bi
dun/ép - Liposom extruder (M¥), thiét bi dun/ép cao
ap EmulsiFlex-c5 (Canada), thiét bi loc tiép tuyén
MicroKros Filter Modiles (M¥), hé thong thiét bi phan
tich leh thudc Zetasizer nano ZS90 (Anh), hé thong
méy sic ky long hi¢u nang cao HPLC Aligent, may do
quang Hitachi U-1800 (Nhat Ban), kinh hién vi dién tur
truyén qua (TEM) JEOL 1010 (Nhat Ban), may dong
kho Labocono Freezone Triad 740030 (M¥), may do
pH InoLab... va cac dung cu, thiét bi khac.

Doi twong va phwong phap nghién cuu
Péi twong nghién ciru: Liposome AmB.
Phwong phap nghién ciru:

* Phuong phap bao ché Liposome AmB: dua theo
cac tai li¢u tham khao [3], Liposome AmB dugc nghién
ctru bao ché véi cac thanh phan chinh gbm AmB,
DSPG, HSPC, cholesterol theo phuong phap hydrat
hoa film va phuong phap pha loang ethanol [1, 2, 4].
Tién hanh khao sat mot s6 yéu t6 thudc vé cong thirc
va quy trinh bao ché dén mot sé dic tinh cua Liposome
AmB.

* Phuong phap danh gid Liposome AmB tao thanh
va sau dong kho:

- Do KTTP va do ddng nhat: sir dung phuong phap
tan xa anh sang dong vaoi thiét bi Zetasizer ZS90.

- Hinh thai c4u tric tiéu phan: str dung phuong phép
chup hién vi dién tu truyén qua (TEM) vdi k§ thuat
nhudm soi am ban.

- Hiéu suit Liposome héa: xay dung quy trinh dinh
lvong AmB trong Liposome bang phuong phap HPLC
[5] va phuong phap quang phd hap thy UV-Vis ¢ budce
song 405 nm. Pinh lugng AmB trong mau Liposome
tho va trong mau Liposome sau loc tiép tuyén hodc sau
khi dun ép qua mang. Hiéu suét Liposome hoa (H) tinh
theo cong thuc:
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Ham Irong AmB trong Liposome sau loc tiép tuyén hodc sau ding dun ép
H% - x 100%
Ham luong AmB trong Liposome tho

Két qua va ban ludn

Két qua bao ché Liposome AmB theo phwong
phap hydrat hoa film

Lua chon cdc diéu kién cho quy trinh bao ché: da
tién hanh khao sat va lya chon duoc cac diéu kién
ctia qua trinh bao ché véi hé thdng cit quay Rovapor
R-210 (Pirc) gdm: nhiét do cat quay: 40°C; toc do
quay khi trang film: 150 vong/phit trong 30 phut dau,
50 vong/phut trong thoi gian con lai ctia qua trinh;
nhiét do hydrat hoa: 50°C; toc d6 quay khi hydrat:
200 vong/phut.

Nghién civu dnh hiong cia ty 1é dwoc chat trong
cong thire dén cdc dic tinh cia Liposome: tién hanh
nghién cuu béng cach ¢b dinh ty 1¢ t& dugc HSPC/
DSPG/Cholesterol = 2/0,8/1,9; dung dich hydrat hoa
1a glucose 5%. Bao ché cic mau va két qua danh gia
mot s6 dic tinh cua Liposome tao thanh duoc trinh bay
O bang 1.

Badng 1: anh huong cua ty Ié dwoc chat dén cac ddc tinh
cua Liposome AmB

Cone | AmB % mol Mike d9 thay dbi
ﬂ“,rcg (umol) | AmBItong | e | DL | H(%) | H(%)sau3 tuln
" lipid ’ bao quan

A3 | 10,00 3 256 | 0206 | 89,03 6,58

AS | 1667 5 266 | 0276 | 9236 7,68

AT | 2333 7 264 | 0241 | 91,2 5,34

A9 | 30,00 9 260 | 0269 | 87,65 3,13

All | 3667 11 35 | 0362 | 7470 8,86

Tu két qua & bang 1 cho thiy, cac miu tir A3
dén A9 c6 KTTP tuong ddi nho va khong khac biét
(256-266 nm), phan bd KTTP twong ddi dong nhit
(PDI < 0,3). Trong d6, mau A9 c6 % mol duoc chat
cao nhit, mirc d6 thay ddi hiéu suit Liposome héa nho
nhit (3,13%). Vi vy, mau A9 vdi 9% mol AmB/tong
lipid dugc lya chon dé thuc hién céc nghién ctru tiép
theo.

Nghién citu anh hwéng cia ty 1é phospholipid dén
cac ddc tinh cua Liposome: tién hanh nghién ctru
bﬁng cach ¢b dinh ty 1€ duoc chét 12 9% mol, ty 1€
cholesterol 1a 40% tong luong lipid, dung dich hydrat
hoa 1a dung dich glucose 5%. Bao ché cac mau va két
qua danh gia mot sé dic tinh cia Liposome tao thanh
duogc trinh bay & bang 2.
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Bdng 2: dnh huong ciia ty 1é phospholipid dén cdc dic tinh
cua Liposome AmB

Cong thirc | HSPC/DSPG | Z, . (d.nm) |  PDI H (%)
A9-1 21 310 0,244 87,72
A9-0,8 2/0,8 217 0,208 87,16
A9-0,6 2/0,6 278 0,203 86,53

Tir két qua & bang 2 cho thdy, mau A9-0,8 ¢ hiéu
sudt Liposome hoa cao (87,16%), KTTP nho (217 nm),
phan bd KTTP (PDI = 0,208) trong khoang hep hon so
véi cadec mau con lai nén duge lua chon dé thue hién cac
nghién ctru tiép theo.

Nghién ciru anh huwong cua dung dich hydrat hoa
dén cdac dac tinh cia Liposome: tién hanh nghién
ctru bang cach cb dinh ty 16 AmB 1a 9% mol, ty 18
cholesterol 1a 40% so véi tong lwong lipid, HSPC/
DSPG = 2/0,8. Bao ché cac miu va két qua danh gia
mot s6 dic tinh ctia Liposome tao thanh dugc trinh bay
0 bang 3.

Bdng 3: dnh huong ciia dung dich ding hydrat héa dén cdc dic tinh
cua Liposome AmB

Badng 4: dnh hudng ciia ty 18 thé tich pha ethanol/pha nude

dén cac ddc tinh ciia Liposome AmB

. pH sau
Cong - pH sau - L .
thite H¢ dém bio ché béo qilan ApH (dnm) PDI | H(%)
3 tuan
0,
Aggl | Oeose |y 288 | 197 | 266 | 0203 | 89,14
pH4S
A%082 | CimatpHd | 460 435 1 025 | 47 | 0390 | 8625
A%083 | CimatpHS | 548 536 | o2 | 18 | 0189 | 8941
AR084 | CittpH6 | 639 608 | 031 | 244 | 0219 | 8957
A9-08-5 P};’Iip?a‘ 457 446 | o0 | 297 | 0351 | 8515
A086 | SuccinatpHs | 478 44104 | o34 | oo | s

Tir két qua ¢ bang 3 cho thiy, cic mau Liposome
AmB c¢6 sy khac nhau khé 16n vé KTTP (tir 228 dén
324 nm), PDI (tir 0,189 dén 0,351) va pH sau 3 tuin
bao quan (tir 2,88 dén 6,08). Trong d6, mau A9-0,8-3
dung dém citrat pH = 5 lam dung dich hydrat héa co
KTTP nho nhat (228 nm), phan bé KTTP dong nhat
(PDI = 0,189), hiéu suit Liposome hoa cao (89,41%)
va it co su thay d6i pH sau 3 tuan bao quan (0,12) duge
Iira chon dé thuc hién cac nghién ctru tiép theo.

Két qua bao ché Liposome AmB theo phwong
phap pha loang ethanol

Nghién ciru anh huong ciia ty 1é thé tich pha ethanol/
pha nude t6i cac ddc tinh cia Liposome: tién hanh
nghién ctru bang cach cb dinh nhiét d6 phdi hop 2 pha
13 60°C, toc d6 khudy tron 2 pha 1a 3900 vong/phut. Bao
ché cac mau va két qua danh gia mot s6 dic tinh cua
Liposome tao thanh dugc trinh bay & bang 4 va hinh 1.
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x Thé tich pha ethanol/ verage o

Méu pha nuéc (ml) (d.nn%) PDI H (%)

B4 4/100 235,1 0,120 69,21

B6 6/100 227,7 0,174 68,94

B8 8/100 204,3 0,120 73,53
B10 10/100 157,8 0,222 67,98

BI15 15/100 194,2 0,278 Khéng danh gia
B20 20/100 176,0 0,208 Khéng danh gia
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Hinh 1: phdn b6 thé tich ciia cdc cong thire cé ty 1é thé tich
pha ethanol/pha nwoc trén 10/100 (a) va cac cong thirc co ty 1¢
thé tich pha ethanol/pha nuéc duéi 10/100 (b)

Tir két qua & bang 4 cho thiy, cac mau khao sat
déu tao dugc Liposome AmB c6 KTTP twong d6i nho
(  erage <300 nm) va dong nhat (PDI < 0,3). Tuy nhién,
két qua 6 hinh 1 lai cho thdy c6 su khac biét rd rang vé
phan bd KTTP giita cac cong thirc c¢6 ty 18 thé tich pha
ethanol/pha nudce tir 10/100 trd 1én va cac cong thure co
ty 1¢ thé tich pha ethanol/pha nudc dudi 10/100. Cac
cong thirc voi ty 16 thé tich pha ethanol/pha nuéc tir
10/100 trd 18n c6 ty 1& cao cac tiéu phan kich thude 16n
(>1000 nm) (nén khong tién hanh danh gia hiéu suit
Liposome héa); nguoc lai, cac cong thirc véi ty 18 thé
tich pha ethanol/pha nudc dudi 10/100 c6 ty 18 cac tiéu
phan kich thudc nhd chiém da sb, khong xuét hién céc
tiéu phan kich thudc 16n (>1000 nm). Cong thirc B8 c6
hiéu suit Liposome héa cao nhit (dat 73,53%) trong
cac cong thirc ¢6 ty 1é thé tich pha ethanol/pha nudc
dudi 10/100. Két hop véi cac tai liéu tham khao [6-8],
lya chon ty 1¢ thé tich pha ethanol/pha nudc 1a 8/100
dé thuc hién cac nghién ctru tiép theo.

Nghién ciru anh huong cua nhiét do phéi hop 2 pha
16i cac dac tinh cua Liposome: tién hanh nghién ctru
bang cach co dinh ty 1¢ thé tich pha ethanol/pha nudc



1a 8/100, toc do khuay tron 2 pha 1a 3900 vong/phut.
Bao ché cac mau va két qua danh gida mot s6 dic tinh
cua Liposome tao thanh dugc trinh bay ¢ bang 5.

Bdng 5: dnh hudng ciia nhiét do phoi hop 2 pha dén cdc dic tinh
cua Liposome AmB

Miu | Nhiét dj phéi hop 2 pha (°C) ZM (d.nm) PDI H (%)
B3-30 30 3634 0,283 54,89
B8-45 45 230,3 0,142 71,02
BS-60 60 2043 0,120 | 7353
B8-75 75 2393 0216 | 6747

Tir két qua & bang 5 cho thiy, nhiét do c6 anh huong
dén KTTP, phan b KTTP va hiéu suit Liposome hoa
clia cac mau Liposome AmB. Mau B8-60 cho KTTP nh¢
nhét (204,3 nm), d6 dong nhat cao nhat (PDI = 0,12),
hiéu sudt Liposome hoa cao nhét (73,53%). Két hop véi
tai liéu tham khao [7], lua chon nhiét do phéi hop 2 pha
13 60°C @é thyc hién cc nghién ctru tiép theo.

Nghién ciru anh hwéng cia toc do khudy trén 2
pha téi cdc dic tinh ciia Liposome: tién hanh nghién
ctru bang cach ¢ dinh ty 1& thé tich pha ethanol/pha
nudée 1a 8/100 va nhiét 6 phdi hop 2 pha 1a 60°C. Bao
ché cac mau va két qua danh gia mot sé dic tinh cia
Liposome tao thanh dugc trinh bay ¢ bang 6.

Bdng 6: dnh hong ciia téc dé khudy trén 2 pha ti cdc dic tinh
cua Liposome AmB

Miu | Toedj Khudy trjn 2 pha (vph) | Z, . (dnm) | PDI H (%)
BS-60-0 Khong khusy trgn 6931 0,509 Kh‘”;%fa“h
B8-60-39 3900 2043 0,120 7353
B8-60-69 6900 202 0242 731
B8-6099 9900 2893 0312 69,10

Tir két qua & bang 6 cho thiy, cong thirc khong két
hop luc phan tan (B8-60-0) cho Liposome c6 KTTP
rat 16n (693,1 nm), khong dong nhat (PDI = 0,509) va
khong tién hanh dénh gia hiéu suat Liposome hoa. Céc
cong thire con lai déu cho Liposome c6 KTTP tuong
dbi nho va do ddng nhat cao. Trong d0, cong thirc BS-
60-39 két hop luc khudy tron 1a 3900 v/ph tao duoc
Liposome c6 KTTP nho nhat, do déng nhét cao nhat
va hiéu suét Liposome hoa cao dugc lya chon dé thuc
hién cac nghién ctru tiép theo.

Mau Liposome AmB c6 cong thirc B8-60-39 duoc
dem chup TEM, két qua & hinh 2 cho thiy Liposome
AmB ¢6 hinh cau, kich thudc kha nho, ciu tric da
khoang, da 16p nhung s6 khoang s6 16p khong nhiéu
(dudi 3 khoang/16p trong 1 Liposome).
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Két luan

D3 tién hanh bao ché Liposome AmB theo 2 phuong
phap: hydrat hoa ﬁlm va pha loang ethanol va lya chon
duge mot sb yéu td thude vé cong thirc cling nhu quy
trinh bao ché.

- V6i phuong phap hydrat hoéa film: Iya chon
dugc ty 1& dugc chat/tong luong lipid 1a 9% mol;
ty 1€ HSPC/DSPG la 2/0,8; dung dich hydrat hoa la
dém citrat pH = 5 va bao ché duoc Liposome AmB c6
KTTP = 228 nm, PDI = 0,189, hiéu suét Liposome hoa
1a 89,41%.

- Véi phuong phép pha loang ethanol: sir dung hén
hop dong dung moéi DMA-ethanol dé cai thién do tan
cua AmB va lya chon duogc ty 1€ thé tich pha ethanol/
pha nuéc 1a 8/100, nhiét d6 phdi hop 2 pha 1a 60°C, toc
d6 khudy tron 2 pha 1a 3900 vong/phiit cho quy trinh
bao ché. Bao ché Liposome AmB c6 KTTP = 190 nm,
PDI = 0,136 va hiéu suat Liposome hoa 1a 73,20%.
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