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ABSTRACT   

Nanoparticle size is crucial to drug 

release behavior and biodistribution 

in vivo, but few studies have been 

performed on biodegradable 

nanoparticles with narrow size 

distribution. In this note, 

uniformsized nanoparticles were 

prepared by a facile method 

combining emulsion-solvent removal 

and premix membrane emulsification 

for the first time. After preparation of 

coarse emulsions, additional premix 

membrane emulsification with very 

high pressure was occupied to 

achieve uniform-sized nanodroplets, 

and nanoparticles were formed by 

further solidification. Polylactide 

(PLA) was selected as a model poly-

mer. Several factors played key roles 

to obtain uniform-sized PLA 

nanoparticles, including type of 

organic solvent, the volume ratio of 

oil phase and external water phase, 

pore size of the microporous 

membrane and transmembrane 

pressure. The coefficient of variation 

(CV) value of PLA nanoparticles 

could be controlled below 16.9% 

under an optimum condition. The 

novel method also has the 

advantages of high productivity, 

simplicity and easy scale-up. The 

uniform-sized nanoparticles prepared 

by this novel method have great 

Các hạt nano PLA kích thước đồng 

đều: Điều chế bằng phương pháp nhũ 

tương màng trộn trước 

Preparation: chuẩn bị, chế tạo, điều 

chế 
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TÓM TẮT 

Kích thước hạt nano đóng vai trò 

quan trọng trong quá trình dẫn truyền 

thuốc và phân phối sinh học trong cơ 

thể, nhưng nghiên cứu về các hạt 

nano tự hủy phân bố kích thước hẹp 

còn quá ít. Trong tài liệu này, trước 

hết chúng tôi điều chế các hạt nano 

kích thước đồng đều bằng phương 

pháp đơn giản kết hợp loại bỏ dung 

môi nhũ tương và nhũ tương màng 

trộn trước. Sau khi điều chế nhũ 

tương thô, chúng tôi tiếp tục thực 

hiện phương pháp nhũ tương màng 

trộn trước ở áp suất rất cao để tạo ra 

các giọt nano kích thước đồng đều, 

và làm cho chúng hóa rắn để hình 

thành các hạt nano. Chúng tôi chọn 

Polylactide (PLA) làm poly-mer 

chuẩn. Có một số yếu tố quan trọng 

chi phối sự hình thành các hạt nano 

PLA kích thước đồng đều, như loại 

dung môi hữu cơ, tỷ lệ thể tích giữa 

pha dầu và pha nước phía ngoài, kích 

thước của các lổ trong màng và áp 

suất xuyên màng. Hệ số giá trị biến 

thiên (CV) của các hạt nano PLA có 

thể kiểm soát được dưới 16,9% trong 

điều kiện tối ưu. Phương pháp mới 

này có nhiều ưu điểm như năng suất 

cao, đơn giản và mở rộng dễ dàng. 

Các hạt nano được điều chế bằng 

phương pháp mới sẽ có nhiều ứng 

dụng tiềm năng trong dẫn truyền 

thuốc. 



potentials in drug delivery. 

Nanoparticles composed of 

biodegradable polymers are being 

developed within academic labs as 

therapeutics (Jin and Ye, 2007; 

Nishiyama, 2007) and received more 

and more attentions due to their 

numerous advantages, including 

large-specific surface areas, 

controlled (Leo et al., 2006) and 

targeted (Panyam and Labhasetwar, 

2007) delivery of the drug. The drug 

can be encapsulated in the particles 

(Lee et al., 2007), or adsorbed (Jung 

et al., 2002) or conjugated (Nobs et 

al., 2003) on the surface. 

 

 

The particle size is crucial to drug 

release and biodistribution in vivo 

(Getierro et al., 2002; Cheng et al., 

2007), but limited studies have been 

performed on biodegradable 

nanoparticles with narrow size 

distribution. Typically, the 

nanoparticles are usually formulated 

by high-speed homogenization or 

ultrasonication (Budhian et al., 

2007). Indeed, the size of the 

nanoparticles prepared by these 

methods is difficult to be controlled 

and the size distribution is very 

broad. Consequently, poor 

reproducibility of the experiments 

may arise. For instance, although 

several reports have shown that 

cellular uptake is correlated with 

particle size, comparison of the data 

turned out to be ambiguous and even 

con-tradictory due to broad size 

distribution (Gaumet et al., 2007). 

 

Meanwhile, the long-time 

emulsification generates high energy, 

 

Các hạt nano cấu thành từ các  

polymer phân hủy sinh học đang 

được điều chế trong các phòng thí 

nghiệm cũng như trong các liệu pháp 

điều trị ( Jin và Ye , 2007; 

Nishiyama , 2007) và ngày càng 

được chú ý hơn do vô số ưu điểm 

của chúng, như diện tích bề mặc cực 

lớn, có thể điều chỉnh được ( Leo và 

cộng sự, 2006) và có thể dẫn truyền 

thuốc đến đúng mục tiêu ( Panyam 

và Labhasetwar, 2007). Chúng ta có 

thể đóng gói thuốc trong các hạt ( 

Lee và các cộng sự, 2007) , hoặc hấp 

thụ ( Jung và các cộng sự, 2002) 

hoặc liên hợp ( Nobs et al. , 2003) 

thuốc trên bề mặt. 

Kích thước hạt đóng vai trò quan 

trọng trong dẫn truyền thuốc và phân 

bố sinh học trong cơ thể ( Getierro và 

cộng sự năm 2002, ; . . Cheng và 

cộng sự, 2007), nhưng có quá ít 

nghiên cứu về các hạt nano tự hủy 

phân bố kích thước hẹp. Thông 

thường, người ta hay chế tạo các hạt 

nano bằng phương pháp đồng nhất 

hóa hoặc siêu âm tốc độ cao ( 

Budhian và các cộng sự, 2007). 

Trong thực tế, kích thước của các hạt 

nano được điều chế bằng những 

phương pháp này khó điều chỉnh và 

phân bố kích thước rất rộng. Do đó, 

khả năng lặp lại thí nghiệm rất thấp. 

Ví dụ, mặc dù một số tác giả cho 

rằng khả năng hấp thụ vào trong tế 

bào có liên quan đến kích thước hạt, 

tuy nhiên, khi so sánh các dữ liệu ta 

lại thấy nó không rõ ràng và đôi khí 

lại mẫu thuẫn nhau do phân bố kích 

thước rộng ( Gaumet và các cộng sự. 

, 2007). 

Trong khi đó, nhũ tương thời gian 

dài tạo ra năng lượng cao, và điều 



which could affect the stability of 

encapsulated activities (Lim et al., 

2003). In order to prepare 

nanoparticles with narrow size 

distribution, selective centrifugation 

was adopted (Gaumet et al., 2007), 

but the process is tedious and 

inefficient. Up to now, the 

preparation method for nanoparticles 

on an industrial scale has not yet 

been established. It is still a big 

challenge to prepare uniform-sized 

nanoparticles with good 

reproducibility and easy scale-up. 

 

 

The objective of this work was to 

prepare uniform-sized biodegradable 

nanoparticles for drug delivery with 

a facile approach. A novel method 

combined emulsion emulsification 

and premix membrane emulsification 

was proposed, the coarse emulsions 

with big size and broad size 

distribution were obtained by mild 

conventional emulsification and then 

extruded through Shirasu porous 

glass (SPG) membrane with quite 

high pressure to form uniform-sized 

nanodroplets. Finally, nanoparticles 

were achieved by further 

solidification. Polylactide (PLA), a 

type of polymer approved by the 

Food and Drug Administration for 

human use, was used as model 

material. 

 

PLA was purchased from the 

Institute of Medical Instrument 

(Shandong, China). Poly(vinyl 

alcohol) (PVA-217) was ordered 

from Kuraray (Tokyo, Japan). 

Shirasu porous glass (SPG) 

membrane was provided by SPG 

này có thể ảnh hưởng đến độ ổn định 

của hoạt tính thuốc khi đóng gói ( 

Lim và các cộng sự, 2003). Để điều 

chế các hạt nano có phân bố kích 

thước hẹp, người ta thường chọn 

phương pháp ly tâm chọn lọc ( 

Gaumet và các cộng sự, 2007), 

nhưng quy trình thực hiện tốn công 

sức và kém hiệu quả. Cho đến nay, 

chúng ta vẫn chưa xây dựng được 

phương pháp điều chế hạt nano ở 

quy mô công nghiệp. Điều chế các 

hạt nano kích thước đồng đều với 

khả năng lặp lại cao và có thể mở 

rộng ở quy mô công nghiệp vẫn còn 

là một thách thức lớn. 

Mục tiêu của công trình này là điều 

chế các hạt nano tự hủy kích thước 

đồng đều để dẫn truyền thuốc bằng 

phương pháp đơn giản. Chúng tôi sử 

dụng phương pháp mới, đó là sự kết 

hợp giữa nhũ tương hóa nhũ tương 

và nhũ tương màng trộn trước, trước 

hết, chúng tôi chế tạo các nhũ tương 

thô với kích thước lớn và phân bố 

kích thước rộng bằng phương pháp 

nhũ tương nhẹ thông thường và sau 

đó ép chúng qua màng thủy tinh xốp 

Shirasu ( SPG ) bằng áp suất khá lớn 

để tạo ra các giọt nano kích thước 

đồng đều. Cuối cùng, tiếp tục hóa rắn 

chúng để tạo ra các hạt nano. Chúng 

tôi đã sử dụng Polylactide (PLA), 

một loại polymer được Cục Quản lý 

Thuốc và Thực phẩm cho phép sử 

dụng ở người làm vật liệu mô hình. 

 

Chúng tôi mua PLA từ Viện dụng cụ 

y tế (Sơn Đông, Trung Quốc). Mua 

Poly(vinyl alcohol) (PVA-217) ở 

Kuraray ( Tokyo, Nhật Bản). Mua 

màng thủy tinh xốp Shirasu  ( SPG ) 

ở Công ty TNHH công nghệ SPG  ( 

Sadowara , Nhật Bản ). Tất cả các 



Technology Co. Ltd. (Sadowara, 

Japan). All other reagents were of 

analytical grade.  

PLA nanoparticles were prepared by 

two-step procedure. The coarse 

emulsions were first prepared by 

low-speed stator homoge- nization 

and then poured into the premix 

reservoir. As schematized in Fig. 1, 

nanodroplets were achieved by 

extruding the coarse emulsions 

through the SPG membrane with 

quite high pressure. The 

nanodroplets were stirred overnight 

to evaporate organic solvent and the 

obtained PLA nanoparticles were 

washed three times and collected. 

Various factors influencing the size 

and size distribution of PLA 

nanoparticles were investigated. 

Unless specified otherwise, the 

standard formulation conditions were 

as following: the pore size of 

membrane was 1.4 |^m, 

transmembrane pressure was 1000 

kPa, and the volume ratio of oil 

phase and external water phase was 

1:5. 

The surface morphology of PLA 

nanoparticles was observed by 

scanning electron microscope 

(SEM). The mean size was measured 

by dynamic light scattering 

technique, and the particle size 

distribution was expressed by a 

coefficient of variation (CV) value, 

as previously reported (Liu et al., 

2005; Wang et al., 2005). The 

encapsulation efficiency of 

nanoparticles was determined 

according to a method previously 

described (Meng et al., 2003; Liu et 

al., 2005). 

During the process of premix 

thuốc đều có chất lượng ở mức phân 

tích. 

 

Quá trình điều chế các hạt nano PLA 

được thực hiện thông qua quy trình 

hai bước. Trước hết, chúng tôi điều 

chế nhũ tương thô bằng phương pháp 

đồng nhất stator tốc độ thấp và sau 

đó đổ vào trong bình trộn trước. 

Nhìn vào Hình 1, chúng ta thấy các 

giọt nano được tạo ra bằng cách đẩy 

nhũ tương thô qua màng SPG bằng 

áp suất khá cao. Các giọt nano được 

khuấy qua đêm để làm bay hơi dung 

môi hữu cơ và các hạt nano sau khi 

hình thành được rửa ba lần và thu 

gom lại. 

Chúng tôi khảo sát những yếu tố 

khác nhau ảnh hưởng đến kích thước 

và phân bố kích thước của các hạt 

nano PLA. Nếu không có chú thích 

gì khác, chúng ta xem điều kiện điều 

chế tiêu chuẩn như sau: kích thước lỗ 

màng là 1,4 | ^ m , áp suất màng là 

1000 kPa , và tỷ số thể tích của pha 

dầu và pha nước bên ngoài là 1:5. 

 

 

Chúng tôi quan sát hình thái học bề 

mặt của các hạt nano PLA bằng kính 

hiển vi điện tử quét (SEM), đo kích 

thước trung bình bằng kỹ thuật tán xạ 

ánh sáng động, và biểu diễn sự phân 

bố kích thước hạt bằng hệ số giá trị 

biến thiên (CV), như báo cáo trước 

đây ( Liu và các cộng sự, 2005; 

Wang và cộng sự, 2005). Hiệu suất 

đóng gói của các hạt nano được mô 

tả theo phương pháp trong một công 

trình trước đây (Meng và cộng sự, 

2003; Liu và cộng sự, 2005). 

 

 

Trong quá trình nhũ tương hóa màng 



membrane emulsification for 

preparation of PLA nanoparticles, 

the size of coarse emulsions was 

reduced to nanoscale due to high 

transmembrane pressure for droplets 

disruption. The obtained 

nanodroplets would solidify quickly 

and jam the pore of the microporous 

membrane when volatile organic 

solvent was used. Thus, methylene 

chloride, which is the most often 

used organic solvent, can not be used 

for preparation of PLA nanoparticles. 

Ethyl acetate was selected as organic 

solvent in this note due to its 

relatively high boiling point (76.7 

°C). In contrast, ethyl acetate is 

considerably less toxic than 

methylene chloride and easy to be 

extracted rapidly with an excess 

aqueous solution, which favors for 

bioactivity and encapsulation 

efficiency of entrapped drug (Meng 

et al., 2003). 

As we know, ethyl acetate shows 

good solubility in water (8.7%, w/v). 

Therefore, when external water 

phase volume increased, a larger 

amount of ethyl acetate diffused 

from the oil phase into the external 

water. Then, the oil droplet became 

more viscous, which would weaken 

the extent of droplet disruption of the 

coarse emulsions. Thus, as shown in 

Fig. 2, bigger size and broader size 

distribution were revealed. The mean 

size of the obtained nanoparticles 

were about 321 nm, 493 and 669 nm, 

the CV value were 18.5, 30.0, 

43.3%, when the volume ratio of oil 

phase and external water phase was 

1:5,1:7.5 and 1:10, respectively. 

Fig. 2. Effect of volume ratio of oil 

phase and external water phase. 

trộn trước để điều chế các hạt nano 

PLA, kích thước của các nhũ tương 

thô giảm đến thang nano do áp suất 

xuyên màng để phân tán giọt nano 

cao. Các giọt nano sẽ hóa rắn nhanh 

và kẹt vào các lổ nhỏ của màng khi 

dung môi hữu cơ bay hơi. Do đó, 

chúng ta không thể dùng methylene 

chloride (một loại dung môi hữu cơ 

thông dụng nhất) để điều chế các hạt 

nano PLA. Thay vào đó, trong 

nghiên cứu này, chúng ta sẽ sử dụng 

Ethyl acetate  làm dung môi hữu cơ 

do điểm sôi của nó tương đối cao ( 

76,7°C). Hơn nữa, ethyl acetate lại ít 

độc hại hơn methylene chloride và dễ 

chiết tách nhanh bằng dung dịch dư, 

nó thích hợp cho hoạt tính sinh học 

và hiệu suất đóng gói của thuốc được 

entrap (bắt, kẹp vào) ( Meng và các 

cộng sự, 2003). 

 

 

 

Như chúng ta đã biết, ethyl acetate 

có khả năng hòa tan tốt trong nước ( 

8,7% w / v) . Vì vậy, khi thể tích pha 

nước bên ngoài tăng lên, một lượng 

lớn ethyl acetate khuếch tán từ pha 

dầu ra nước bên ngoài. Sau đó, các 

giọt dầu ngày càng nhớt hơn, điều 

này làm suy yếu khả năng phân tán 

các giọt nhũ tương thô. Vì vậy, như 

biểu diễn trong hình 2, chúng ta thấy 

kích thước càng lớn và phân bố kích 

thước càng rộng. Kích thước trung 

bình của các hạt nano thu được 

khoảng 321 nm, 493 nm và 669 , giá 

trị CV là 18,5 , 30,0 , 43,3% , khi tỷ 

lệ thể tích của pha dầu và pha nước 

bên ngoài lần lượt là 1:5,1:7.5 và 1 : 

10. 

H.2. Ảnh hưởng của tỷ lệ thể tích 

pha dầu và pha nước bên ngoài. 



The pore size of the SPG membrane 

is also crucial to preparation of 

uniform-sized nanoparticles. When 

SPG membrane with a bigger pore 

size was occupied for premix 

membrane emulsification, bigger 

droplets could pass through the SPG 

membrane easily, which led to 

bigger size and broader size 

distribution (Fig. 3). The CV values 

of them were 18.5, 26.9, 36.3 and 

39%, respectively. Herein, small 

pore size of membrane is required to 

prepare uniform-sized nanoparticles. 

: membrane ( 

 

Fig. 3. Effect of pore size of 

membrane. 

Compared with conventional long-

time homogenization and 

ultrasonication, the premix 

membrane emulsification with a high 

pressure led to faster formulation of 

nanodroplets, which benefited for the 

stability of encapsulated activities. 

This higher pressure would lead to 

harder collisions between coarse 

emulsion and tortuous pore walls of 

SPG membrane, which accelerating 

the break of droplets. As shown in 

Fig. 4, with the increase of 

transmembrane pressure, small size 

and narrow size distribution was 

obtained. It is obvious that high 

pressure is absolutely a necessary 

factor to achieve uniform-sized 

nanoparticles. 

Interestingly, the data between mean 

size and transmembrane pressure 

showed a good linear relationship 

(Fig. 4), which allowed us to 

formulate uniform-sized 

nanoparticles with desired sizes to 

meet different applications. 

Kích thước lỗ của màng SPG cũng 

đóng vai trò quan trọng trong quá 

trình điều chế các hạt nano kích 

thước đồng đều. Khi chúng ta dùng 

màng SPG có kích thước lỗ càng lớn 

trong phương pháp nhũ tương màng 

trộn trước, các giọt kích thước lớn 

càng đi qua màng  SPG dễ dàng , dẫn 

đến kích thước lớn hơn và phân bố 

kích thước rộng hơn (hình 3 ). Các 

giá trị CV của chúng lần lượt là 18,5 

, 26,9 , 36,3 và 39%. Trong tài liệu 

này, chúng ta cần kích thước lỗ của 

màng nhỏ để điều chế các hạt nano 

có kích thước đồng đều. 

: Màng ( 

Hình. 3 .Ảnh hưởng của kích thước 

lổ màng. 

So với phương pháp siêu âm và đồng 

nhất hóa thời gian dài truyền thống, 

nhũ tương màng trộn trước với áp 

suất cao làm cho quá trình hình thành 

các giọt nao nhanh hơn, chính điều 

này tạo sự ổn định cho hoạt động 

đóng gói. Áp suất cao làm cho sự va 

chạm giữa nhũ tương thô và thành lổ 

ngoằn nghèo của màng SPG khó 

hơn, làm cho quá trình phân tán giọt 

nhanh hơn. Theo hình 4, khi tăng áp 

suất màng, chúng ta sẽ thu được các 

hạt có kích thước nhỏ và phân bố 

kích thước hẹp. Rõ ràng áp suất cao 

chính là một yếu tố cần thiết để tạo 

ra các hạt nano có kích thước đồng 

đều. 

 

 

Điều thú vị ở đây là: kích thước 

trung bình và áp suất màng có mối 

quan hệ tuyến tính (Hình 4), điều đó 

cho phép chúng ta điều chế các hạt 

nano kích thước đồng đều theo ý 

muốn để đáp ứng những nhu cầu ứng 

dụng khác nhau. 



Scale-up of the method to industrial 

scale is easyjust by adding surface 

area of the membrane or parallel 

connecting the membrane in 

apparatus. The results mentioned 

above provide an approach to 

prepare uniform-sized nanoparticles 

for industrial production. 

 

The results obtained in this study 

showed that relatively uniform-sized 

nanoparticles could be prepared by 

premix membrane emulsification at 

high pressure. The additional premix 

membrane emulsification could also 

be repeated for several times. Under 

an optimum condition, the CV value 

of the obtained PLA nanoparticles 

could be controlled below 16.9% 

(Figs. 5 and 6). Applying this 

method to prepare nanoparticles has 

other advantages besides narrow size 

distribution and size-controllability, 

such as its high productivity, 

simplicity and suitability for any 

synthetic polymer and natural 

polymers. The moderate condition 

and easy scale-up are also appealing 

to the practical application. 

 

To validate the feasibility of the 

novel method for application in drug 

delivery, Bovine Serum Albumin 

(BSA) was selected as a model drug 

and encapsulated into the 

nanoparticles. The actual loading and 

encapsulation efficiency of 

nanoparticles could reach to 8.09 |^g 

BSA/mg particle and 32.3%, 

respectively, and the uniformity and 

sphericity of drug-load nanoparticles 

was not affected evidently, which 

were satisfied for drug delivery 

system (Delie et al., 2001; Lecaroz et 

Khả năng sản xuất ở quy mô công 

nghiệp của phương pháp này cũng 

cao nhờ vào việc tăng diện tích bề 

mặt màng hoặc kết nối song song 

màng trong dụng cụ. Những kết quả 

đạt được ở trên cung cấp cho chúng 

ta một phương pháp để điều chế các 

hạt nano kích thước đồng đều trong 

sản xuất công nghiệp. 

Những kết quả thu được trong 

nghiên cứu này chứng tỏ rằng 

phương pháp nhũ tương màng trộn 

trước áp suất cao có thể điều chế 

được các hạt nano có kích thước 

đồng đều. Nhũ tương màng trộn 

trước bổ sung cũng có thể lặp lại vài 

lần. Trong điều kiện tối ưu, giá trị 

CV của các hạt nano PLA có thể 

điều chỉnh được dưới 16,9% (Hình 5 

và 6). Áp dụng phương pháp này để 

điều chế các hạt nano có nhiều ưu 

điểm khác bên cạnh ưu điểm phân bố 

kích thước hẹp và dễ điều khiển kích 

thước – chẳng hạn như năng suất 

cao, đơn giản và phù hợp cho bất kỳ 

polymer tổng hợp hoặc hoặc polymer 

tự nhiên nào. Điều kiện vừa phải và 

dễ sản xuất ở quy mô lớn cũng là 

một lợi thế trong các ứng dụng thực 

tế. 

Để đánh giá tính khả thi của phương 

pháp mới này trong quá trình dẫn 

truyền thuốc, chúng ta chọn Bovine 

Serum Albumin  (BSA) và đóng gói 

nó vào trong các hạt nano. Hiệu suất 

nạp và đóng gói thực sự của các hạt 

nano có thể đạt tới 8.09 | ^ g BSA / 

mg hạt và 32,3%, và tính đồng đều 

và độ tròn của các hạt nano nạp 

thuốc ít chịu sự tác động của các yếu 

tố bên ngoài, thích hợp với các hệ 

thống dẫn truyền thuốc ( Delie và các 

cộng sự, 2001; . Lecaroz và cộng sự , 

2006).  



al., 2006). 

Our further study will focus on the 

application of nanoparticles 

fabricated by this novel method. 

Preparation of uniform-sized 

nanoparticles with other materials, 

such as chitosan, also will be 

investigated. 

 

 

Nghiên cứu tiếp theo của chúng tôi 

sẽ tập trung vào việc triển khai ứng 

dụng các hạt nano được chế tạo bằng 

phương pháp mới này. Chúng tôi 

cũng sẽ khảo sát sự điều chế các hạt 

nano kích thước đồng đều bằng 

những vật liệu khác, chẳng hạn như 

chitosan. 

 




