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GPN: Giải phóng nhanh 
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HC: Phương trình Hixon-Crowell 

HG: Phương trình Higuchi 

HOB: Nguyên bào xương của người 
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MNPs: Hạt nano từ tính 
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PEG 6000: Polyetylen glycol 6000 
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Pro: Proline 

PVA: Poly(vinyl alcohol) 

PVPk30: Poly(vinylpyrrolidone) 
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SDS: Sodium dodecyl sulfate 

SEM: Hiển vi điện tử quét 

TGA: Phân tích nhiệt khối lượng 

TPP: Tripolyphosphate 
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TỶ LỆ THÀNH PHẦN VÀ KÍ HIỆU CÁC MẪU MÀNG TỔ HỢP 

CARRAGEENAN/COLLAGEN/ALLOPURINOL 

STT 
Kí hiệu mẫu 

màng 

Carrageenan 

(g) 

Collagen 

(g) 

Allopurinol 

(g) 

KCl 

(g) 

1 CC955-0 0,095 0,005 0 0,001 

2 CCA991-5 0,099 0,001 0,005 0,001 

3 CCA973-5 0,097 0,003 0,005 0,001 

4 CCA955-5 0,095 0,005 0,005 0,001 

5 CCA937-5 0.093 0.007 0,005 0,001 

6 CCA9010-5 0,090 0,010 0,005 0,001 

7 CCA955-3 0,095 0,005 0,003 0,001 

8 CCA955-10 0,095 0,005 0,01 0,001 

9 CCA955-15 0,095 0,005 0,015 0,001 

10 CaA5 0,1 0 0,005 0,001 

11 CoA 5 0 0,1 0,005 0,001 

TỶ LỆ THÀNH PHẦN VÀ KÍ HIỆU CÁC MẪU HẠT TỔ HỢP 

CARRAGEENAN/COLLAGEN/ALLOPURINOL 

STT 
Kí hiệu 

mẫu bột 

Carrageenan 

(g) 

Collagen 

(g) 

Allopurinol 

(g) 

KCl 

(g) 

1 ACC19-5 0,01 0,09 0,005 0,001 

2 ACC19-10 0,01 0,09 0,01 0,001 

3 ACC19-15 0,01 0,09 0,015 0,001 

4 ACC28-10 0,02 0,08 0,01 0,001 

5 ACC55-10 0,05 0,05 0,01 0,001 

6 ACC64-10 0,06 0,04 0,01 0,001 
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màng tổ hợp CCA tỷ lệ carrageenan và collagen thay đổi ................ 76 

Bảng 3.9.  Các đặc trưng nhiệt của màng tổ hợp CCA ...................................... 82 

Bảng 3.10.  Giá trị R
2
 của các phương trình động học giải phóng ALP từ các 

màng tổ hợp CCA trong dung dịch đệm pH 2 .................................. 89 

Bảng 3.11.  Giá trị R
2
 từ các phương trình động học giải phóng ALP từ các 

màng tổ hợp CCA trong dung dịch đệm pH 7,4 ............................... 89 

Bảng 3.12.  Giá trị R
2
 của các mô hình phương trình động học giải phóng ALP từ 

các màng tổ hợp CCA (hàm lượng thuốc khác nhau) trong các dung 

dịch đệm pH 2 và pH 7,4 ..................................................................... 90 

Bảng 3.13.  Kích thước hạt trung bình của các hạt tổ hợp nano ACC28-10, 

ACC55-10 và ACC64-10 .................................................................. 92 

Bảng 3.14.  Kích thước hạt trung bình của các hạt tổ hợp nano ACC19-5, 

ACC19-10 và ACC19-15 .................................................................. 93 

Bảng 3.15.  Các đặc trưng nhiệt của ALP, carrageenan, collagen và hạt tổ 

hợp nano ACC28-10, ACC55-10 và ACC64-10 .............................. 96 

Bảng 3.16.  Hiệu suất mang ALP của các hạt tổ hợp ACC và CCA .................... 97 



Bảng 3.17.  Hệ số R
2
 theo các mô hình động học giải phóng ALP và ALP từ 

các hạt tổ hợp nano ACC (tỷ lệ Car/C khác nhau) trong các dung 

dịch đệm pH 2 và pH 7,4 .................................................................. 101 

Bảng 3.18.  Hệ số hồi quy (R
2
) theo các mô hình động học giải phóng ALP từ 

các hạt tổ hợp nano CCA (hàm lượng ALP khác nhau) trong các 

dung dịch đệm pH 2 và pH 7,4 .......................................................... 101 

Bảng 3.19.  Tình trạng chuột sau 72 giờ uống hạt tổ hợp nano ACC19-10 ở pha 

dò liều .............................................................................................. 103 

Bảng 3.20.  Tình trạng chuột sau 72 giờ uống hạt tổ hợp nano ACC19-10 ở 

pha thử độc tính ............................................................................... 103 

Bảng 3.21.  Cân nặng của các nhóm chuột trước và sau uống hạt tổ hợp nano 

ACC19-10 sau 14 và 28 ngày (gam) ............................................... 106 

Bảng 3.22.  Chỉ số huyết học của các nhóm chuột trước và sau uống hạt tổ 

hợp nano ACC19-10 sau 14 và 28 ngày ......................................... 106 

Bảng 3.23.  Các chỉ số sinh hóa của chuột trước và sau uống hạt tổ hợp nano 

ACC19-10 sau 14 và 28 ngày ......................................................... 107 

Bảng 3.24.  Trọng lượng gan, thận và lách của chuột sau uống hạt tổ hợp 

nano ACC19-10 sau 28 ngày .......................................................... 108 

Bảng 3.26.  Nồng độ acid uric ở nhóm chuột chứng trắng; chứng bệnh; uống 

ALP và nano-ALP ........................................................................... 111 
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MỞ ĐẦU 

 

Polyme thiên nhiên, nhân tạo hoặc tổng hợp có sử dụng trong y học được gọi 

là vật liệu polyme y sinh. Chúng được sử dụng với các mục đích khác nhau như: 

điều trị bệnh, thay thế các cơ quan bị tổn thương giúp phục hồi chức năng hoặc tăng 

cường một chức năng nào đó trong cơ thể [1]. 

Các polyme y sinh dùng làm vật kiệu thay thế cần có các tính chất sau [1, 2]: 

Tương hợp sinh học và không độc hại; có thể khử trùng; dễ chế tạo. Loại vật liệu 

thường sử dụng làm các bộ phận thay thế trong cơ thể là sợi carbon, polyglycolide, 

poly L-lactic, poly caprolactone… 

Với polyme y sinh làm vật liệu mang, dẫn thuốc trong dược phẩm, người ta 

chia làm 2 loại: dùng làm tá dược mang thuốc và dùng làm truyền dẫn điều trị tại 

đích [3, 4]. Trong đó, các polyme y sinh ở dạng hạt nano nhạy với nhiệt độ và pH 

để mang và giải phóng thuốc một cách tự nhiên từ các phần tử của thuốc vào cơ thể 

con người theo những chương trình được thiết lập sẵn. Như vậy, nồng độ thuốc 

trong máu và thời gian tác dụng của thuốc có thể kiểm soát một cách dễ dàng, tránh 

hiện tượng giải phóng cục bộ và có thể kéo dài thời gian điều trị cho một lần sử 

dụng thuốc. 

Trong các hệ polyme y sinh, hệ polyme hydrogel có nhiều ưu điểm như: khả 

năng tương thích sinh học tốt, tương tác tốt với dược phẩm, dễ kiểm soát giải phóng 

thuốc và dễ gắn với các loại dược liệu. Vì vậy, chúng đang được chú trọng nghiên 

cứu để ứng dụng vào bào chế các dạng thuốc mới trong điều trị bệnh. Trong số các 

polyme phổ biến dùng để chế tạo dạng hydrogel, carrageenan (Car) và collagen (C) 

là hai ứng viên tiềm năng được sử dụng để mang các dược chất. Carrageenan được 

chiết xuất từ rong đỏ, có thể phân huỷ sinh học và an toàn với cơ thể người. Các sản 

phẩm của Car với kích thước nano đặc biệt là hệ nano tổ hợp có nhiều tính chất và 

được ứng dụng nhiều trong công nghiệp dược phẩm [5, 6] (làm tá dược sản xuất các 

loại thuốc điều trị như: thuốc chống đông máu, ngừa ung thư, … [7, 8]). Collagen 

có tác dụng bảo vệ thuốc kháng các yếu tố gây biến đổi dược chất như: ánh sáng, 

oxy... Tuy nhiên, nguồn collagen hiện nay được sản xuất chủ yếu từ da động vật. 

Trong đó động vật có thể bị nhiễm một số bệnh như: bệnh bò điên, bệnh não xốp ở 

bò, lở mồm long móng, … khiến cho chất lượng collagen thu được không đảm bảo. 
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Gần đây, collagen được trích ly từ vảy cá được quan tâm nghiên cứu như một loại 

vật liệu sinh học mới thay thế collagen từ động vật vì nguồn collagen từ vảy cá an 

toàn, giúp xử lý chất phế thải của ngành thủy sản, đồng thời mang lại hiệu quả kinh 

tế cho ngành thủy sản. Cho đến thời điểm này, chưa có đề tài nào nghiên cứu xử lý 

vảy cá nước ngọt (họ cá chép: cá chép, cá trôi, các trắm cỏ, cá rô phi) ở Việt Nam 

thu collagen một cách có hệ thống cũng như sử dụng tổ hợp carrageenan và 

collagen từ vảy cá làm vật liệu mang, dẫn thuốc. 

Acid uric là sản phẩm chuyển hóa của purine trên người [9]. Khoảng 2/3 

lượng acid uric được sinh ra từ chuyển hóa nội sinh và các loại thức ăn giàu purine 

như thịt, hải sản… [10]. Phần lớn acid uric được đào thải qua đường tiết niệu và 

một phần qua mật. Sự mất cần bằng trong chuyển hóa acid uric và rối loạn đào thải 

qua thận sẽ dẫn đến tăng acid uric máu [11]. Allopurinol (ALP) là một chất ức chế 

enzyme xanthine oxidase (enzym oxy hóa xanthine thành acid uric), do đó có tác 

dụng làm giảm mạnh nồng độ acid uric trong máu được sử dụng làm thuốc điều trị 

bệnh gút và tăng acid uric máu. Vì vậy, nghiên cứu sinh lựa chọn đề tài: “Nghiên 

cứu chế tạo và đặc trưng tính chất của tổ hợp carrageenan/collagen (từ vảy cá) 

mang dược chất allopurinol” nhằm thu được collagen từ quá trình xử lý, chiết tách 

vảy cá nước ngọt ở Việt Nam (cá chép, cá trôi, các trắm, cá rô phi), đồng thời sử 

dụng collagen từ vảy cá thu được kết hợp với carrageenan để chế tạo vật liệu mang 

dược chất mô hình là ALP để hỗ trợ điều trị bệnh gút, nhằm kiểm soát sự hấp thu và 

thải trừ của thuốc ALP, qua đó kéo dài thời gian tác dụng của thuốc. 

 Mục tiêu nghiên cứu 

- Xây dựng được quá trình trích ly collagen từ vảy cá nước ngọt Việt Nam 

(cá chép - Cyprinus carpio, cá trôi - Labeo rohita, cá trắm cỏ - Ctenopharyngodon 

idella, cá rô phi - Oreochromis niloticus). 

- Chế tạo được tổ hợp polyme thiên nhiên carrageenan/collagen (từ vảy cá) 

chứa ALP dạng màng và dạng hạt bằng phương pháp dung dịch và phương pháp gel 

– ion hóa. 

- Đánh giá được khả năng làm giảm acid uric trong máu từ việc sử dụng tổ 

hợp polyme thiên nhiên carrageenan/collagen (từ vảy cá) chứa ALP. 

 Nội dung nghiên cứu 

- Nghiên cứu điều kiện trích ly collagen từ vảy cá nước ngọt Việt Nam (cá 
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chép - Cyprinus carpio, cá trôi - Labeo rohita, cá trắm cỏ - Ctenopharyngodon 

idella, cá rô phi - Oreochromis niloticus).  

- Nghiên cứu điều kiện chế tạo và tỉ lệ thành phần giữa các polyme 

carrageenan và collagen (từ vảy cá) mang ALP để thu được tổ hợp polyme mang 

dược chất ở dạng màng và dạng hạt bằng phương pháp dung dịch và phương pháp 

gel – ion hóa. 

- Nghiên cứu sự giải phóng dược chất ALP từ tổ hợp polyme Car/C/ALP. 

- Nghiên cứu thử nghiệm in vivo trên chuột sử dụng tổ hợp polyme thiên 

nhiên Car/C (từ vảy cá) chứa ALP đến khả năng giảm acid uric trong máu. 

 Bố cục luận án 

Luận án bao gồm: Phần mở đầu, ba chương nội dung chính của luận án, kết 

luận, các đóng góp mới của luận án, danh mục các công bố liên quan đến luận án, 

danh mục tài liệu tham khảo và phụ lục. 

Phần Mở đầu: Nêu tính cấp thiết của luận án, khái quát chung về nội dung 

và mục đích nghiên cứu của luận án. 

Chương 1. Tổng quan: Giới thiệu về các đối tượng nghiên cứu, phương 

pháp nghiên cứu cũng như các nghiên cứu trong và ngoài nước liên quan đến các 

đối tượng và phương pháp nghiên cứu. 

Chương 2. Thực nghiệm: Trình bày về vật liệu và các phương pháp chế tạo, 

nghiên cứu. 

Chương 3. Kết quả và thảo luận: Đánh giá về những kết quả nghiên cứu đã 

đạt được của luận án. 

Các đóng góp mới 

Danh mục các công bố liên quan đến luận án 

Tài liệu tham khảo: Liệt kê các tài liệu tham khảo đã sử dụng để nghiên cứu 

và thực hiện luận án. 

Phụ lục: Trình bày các bảng biểu số liệu đo đạc liên quan tới kết quả của luận án. 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN 

 

1.1. Tổng quan về collagen  

1.1.1. Cấu tạo và cấu trúc phân tử collagen 

Đơn vị cấu trúc cơ bản của collagen là tropocollagen có chiều dài khoảng 

300 nm, đường kính khoảng 1,5 nm, gồm ba chuỗi polypeptide xoắn lại với nhau 

(Hình 1.1). Các chuỗi trong collagen được ổn định bởi liên kết hydro giữa các nhóm 

–CO– và –NH– kế liền nhau trên mạch polypeptide [12]. 

 

Hình 1.1. Cấu trúc của collagen 

Mỗi chuỗi polypeptide chứa khoảng 1050 amino acid, trong đó chủ yếu là 

glycine (khoảng 33%), proline (25%) và hydroxyproline. Trong mỗi chuỗi 

polypeptide của collagen, các amino acid có sự lặp lại của bộ ba amino acid Gly-X-

Y, (X thường là prolin, Y thường là hydroxyprolin hoặc hydroxylysin). Với những 

collagen không có cấu trúc sợi, sự lặp lại của bộ ba Gly-X-Y có thể bị gián đoạn ở 

những vị trí xác định trong những đoạn xoắn ba [13].  

Hàm lượng các amino acid trong collagen có nguồn gốc từ cá thấp hơn 

collagen có nguồn gốc từ động vật. Amino acid trong collagen của cá ở môi trường 

ấm cao hơn môi trường lạnh. Các amino acid này giúp ổn định cấu trúc xoắn của 

collagen bởi nhóm hydroxyl của hydroxyprolin do hình thành liên kết hydro với 

nhóm carbonyl của chuỗi peptid kế bên và một phân tử nước làm cầu nối trung gian 

(Hình 1.2). 
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Hình 1.2. Sự tham gia của hydroxyproline vào liên kết hydro giữa các chuỗi 

polypeptide 

Persikov đã nghiên cứu sự ổn định của phân tử collagen dựa trên trình tự 

Gly-X-Hyp và Gly-Pro-Y, từ đó xác định được các amino acid trên các vị trí X và 

Y, ở vị trí của X thường gặp các amino acid: Pro, Glu, Ala, Lys, Arg, Gln, và Asp; 

ở vị trí Y thường gặp các amino acid là: Hyp, Arg, Met, Ile, Gln, và Ala; các amino 

acid thơm và Gly ít ổn định ở cả hai vị trí X và Y [14]. 

Độ ổn định nhiệt của collagen được tăng lên nhờ hydroxyprolin. Sakikabara 

đã nghiên cứu (1973) chỉ ra sự ổn định của mạch polypeptide (Pro-Hyp-Gly)10 (Tm 

= 58
o
C) cao hơn so với mạch polypeptide (Pro-Pro-Gly)10 (Tm = 24

o
C) [15]. Sự bền 

nhiệt này là do nhóm hydroxyl của Hyp hướng ra phía bề mặt ngoài cấu trúc xoắn 

ốc, không tham gia vào liên kết hydro bên trong cấu trúc nên nhóm này sẽ tham gia 

hình thành liên kết hydro nhờ cầu nối trung gian là phân tử nước [15]. Lúc này, 

nhóm hydroxyl đóng vai trò liên kết với phân tử H2O nội và ngoại phân tử thành 

những cầu nước liên tục nhau [16]. Do đó, sự lặp lại của bộ ba amino acid Gly-X-Y 

trong mỗi chuỗi polypeptide cho phép hình thành cấu trúc xoắn ba với amino acid 

glycine cuộn vào bên trong lõi xoắn ốc còn các amino acid X và Y lộ ra phía bề mặt 

ngoài (Hình 1.3) [12]. 

 

Hình 1.3. Cấu trúc xoắn ba của collagen 
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Trong thành phần cấu tạo của collagen, số lượng các amino acid có tính acid 

gần bằng số lượng các amino acid có tính base. Vì vậy, collagen vẫn giữ được trạng 

thái cân bằng về điện trong những điều kiện sinh lý khác nhau [17]. Các phương pháp 

thường được dùng để tách các phân tử collagen từ các bó sợi là dùng các enzyme (như 

pepsin) để phân cắt các chuỗi polypeptide ra khỏi phân tử collagen (loại bỏ được các 

liên kết ngang ngoại phân tử), do đó dễ dàng thu hồi collagen [17]. 

Trong động vật, các phân tử collagen sẽ kết tụ với nhau tạo thành vi sợi 

(microfibril). Các vi sợi là đơn vị cấu trúc để hình thành các sợi, bó sợi lớn hơn và 

các mạng lưới có trong mô, xương và các màng cơ bản (Hình 1.4) [18]. 

 

Hình 1.4. Một số dạng sinh học của chuỗi xoắn 3 collagen 

1.1.2. Phân loại collagen 

Trong cơ thể người, tồn tại 28 loại collagen được được liệt kê trong Bảng 

1.1. Chúng gồm hai nhóm chính: dạng sợi và không phải dạng sợi gồm: collagen 

dạng màng, chuỗi hạt, chuỗi ngắn, dạng chuyển màng và một số loại khác.  

1.1.2.1. Collagen dạng sợi 

Là dạng phổ biến với hàm lượng hơn 90% lượng collagen trong cơ thể. 

Collagen dạng sợi có chiều dài chu kỳ khoảng 64-67 nm, được lặp đi lặp lại. Mỗi sợi 
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collagen tạo bởi các đại phân tử tropocollagen với kích thước: dài 300 nm, rộng 15 nm 

và được sắp xếp so le nhau. Hai phân tử liên tiếp cách nhau 40 nm (Hình 1.5) [19]. 

 

Hình 1.5. Sự sắp xếp của collagen dạng sợi 

Nhóm dạng sợi gồm: collagen loại I (có nhiều trong da, gân, xương, giác 

mạc, phổi, mạch máu); collagen loại II (thành phần quan trọng của sụn); collagen 

loại III (có tính chất đàn hồi do vậy có nhiều trong mô liên kết như : như phổi, da, 

mạch máu); collagen loại V được liên kết với loại I (có trong giác mạc); collagen 

loại XI được liên kết với loại II (có trong cấu tạo của sụn) (Bảng 1.1). Collagen 

dạng sợi có mỗi chuỗi α, có vùng xoắn ốc dài và lặp lại liên tục của bộ ba (Gly-X-

Y)n, (n = 337–343, tuỳ thuộc loại collagen) [20]. 

Bảng 1.1. Cấu trúc các loại collagen [20] 

Dạng collagen Loại Cấu trúc phân tử 

Dạng sợi 

I [α1(I)]2α2(I) 

II [α1(II)]3 

III [α1(III)]3 

V [α1(V)]3; [α1(V)]2α2(V); α1(V)α2(V) α3(V) 

XI α1(XI)α2(XI)α3(XI) 

XXIV [α1(XXIV)]3 

XXVII [α1(XXVII)]3 

Dạng màng IV 
[α1(IV)]2α2(IV); α3(IV)α4(IV) α5(IV); 

[α5(IV)]2α6(IV) 
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VII [α1(VII)]3 

XV [α1(XV)]3 

XVIII [α1(XVIII)]3 

Dạng chuỗi hạt VI α1(VI)α2(VI)α3(VI); α1(VI)α2(VI)α4(VI) 

Dạng chuỗi 

ngắn 

VIII [α1(VIII)]3; [α2(VIII)]3; [α1(VIII)]2α2(VIII) 

X [α1(X)]3 

FACIT 

collagen 

IX α1(IX)α2(IX)α3(IX) 

XII [α1(XII)]3 

XIV [α1(XIV)]3 

XVI [α1(XVI)]3 

XIX [α1(XIX)]3 

XX [α1(XX)]3 

XXI [α1(XXI)]3 

XXII [α1(XXII)] 

Collagen 

chuyển màng 

XIII [α1(XIII)]3 

XVII [α1(XVII)]3 

XXIII [α1(XXIII)]3 

XXV [α1(XXV)]3 

Các loại 

collagen khác 

XXVI [α1(XXVI)]3 

XXVIII  [α1(XXVIII)]3 

1.1.2.2. Collagen dạng màng [12]  

Collagen loại IV là dạng phổ biến nhất, là thành phần màng phân cách giữa các  

cơ quan, màng trong, hạ bì, mô cơ và tế bào thần kinh và mô cơ. Collagen IV dài hơn 

và bị bị gián đoạn một số vị trí trong chu trình lặp bộ ba Gly-X-Y. Phân tử có hai đầu 

đầu 7S và NC1 khác với dạng sợi là không có hai đầu teleopeptide N và C. Phân tử 

collagen IV kết tụ lại với nhau nhờ vào sự hình thành liên kết tại hai vùng 7S và NC1, 

sự tương tác tại các vùng xoắn ốc và tương tác giữa các thành phần khác của màng để 

hình thành lên cấu trúc mạng lưới (Hình 1.6A). 
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Hình 1.6. Sự sắp xếp của một số loại collagen không tạo cấu trúc sợi 

Trong số collagen của động vật thì vùng xoắn ốc của collagen VII là dài nhất 

(chiều dài 420 nm) vàbị gián đoạn tại các điểm ở hai đầu vùng NC1 và NC2. Collagen 

này có ở ranh giớ nối giữa lớp trung và biểu bì, với chức năng sợi neo giữ các cấu trúc 

(Hình 1.6B). Collagen loại XVIII và XV có nhiều đoạn kết tụ lại với nhau, gọi là loại 

hỗn hợp. Hai loại này tạo liên kết với các màng và liên kết cộng hoá trị với các chuỗi 

glycosaminoglycan gọi là các proteoglycan. 

1.1.2.3. Collagen chuỗi hạt 

Collagen chuỗi hạt là loại phổ biến đóng vai trò duy trì hình dạng và trạng thái 

các mô. Các phân tử chuỗi hạt có các vùng xoắn ốc ngắn (bằng 1/3 so với dạng sợi). Phân 

tử collagen VI liên kết với nhau tao chuỗi hạt, có chiều dài chu kỳ 110 nm (Hình 1.6 C). 

1.1.2.4. Collagen chuỗi ngắn 

Gồm collagen loại X và VIII, là thành phần của tế bào sụn và biểu bì. Vùng 

xoắn ba có chiều dài bằng 1/2 dạng sợi và có nhiều vùng gián đoạn. Hai loại này 

tham gia hình thành giác mạc (collagen VIII) và sụn (collagen X) (Hình 1.6 D). 

1.1.2.5. FACIT collagen 

Là loại collagen đầu tiên được tìm thấy. Loại này có collagen IX, là thành 

phần chính của sợi collagen trong sụn. Collagen IX là heterotrime dạng 

α1(IX)α2(IX)α3(IX) gồm: phân tử glycosaminoglycan liên kết với chuỗi α2(IX) nên 
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gọi là proteoglycan. Trên bề mặt các collagen II và XI liên kết với collagen IX có 

trong sụn bằng với các dẫn xuất của lysin bằng liên kết cộng hoá trị. 

Collagen sợi không liên kết với collagen XVI, XIX và XXII mà được phân 

bố trong các mô khác nhau, như collagen XXII có ở màng biên giữa các mô; 

collagen collagen loại I liên kết với XII có trong dây chằng, giác mạc, gân, và da.  

1.1.3. Tính chất của collagen 

1.1.3.1. Sự hút ẩm của collagen 

Collagen không tan trong H2O nhưng hút ẩm làm tăng thể tích, độ bền liên 

kết giảm. Khi hút nước, collagen bị ion hóa do tương tác giữa các nhóm phân cực 

khác với kiểu Van der Waals. Phân tử H2O phân cực gây ảnh hưởng đến liên kết 

hydro của chuỗi polypeptide trong collagen làm yếu liên kết. Collagen liên kết với 

H2O và dãn nở làm tăng độ dày lên khoảng 25% mà độ dài không tăng kết quả tổng 

thể tích phân tử collagen tăng lên [19]. 

Tỉ lệ giãn nở của collagen có giới hạn (7 % cho sợi ướt và 5 % cho sợi khô). 

Ở 60 
o
C, dưới tác động của chất điện ly, collagen hút ẩm, trương nở và co ngắn 

bằng 1/3 - 1/4 chiều dài ban đầu. Tiếp tục đun nóng, collagen bị thủy phân thành 

gelatin. Collagen tan trong glyxerin, acetic acid, dung dịch ure và không tan trong 

H2O lạnh. Độ bền kéo đứt của collagen lớn dùng làm băng gạc trong y học, xương, 

gân, dây chằng, sụn và da. Kết hợp với keratin làm tăng độ mềm, độ dẻo dai của da. 

Trong quá trình lão hóa, collagen bị thoái hóa sẽ gây ra nếp nhăn trên da [21]. 

Đun sôi dung dịch collagen tạo thành gelatin, khi đó vòng xoắn ba mở xoắn 

do phá vỡ các liên kết hydro. Gelaton và galactose là các sản phẩm thủy phân của 

gelatin. Tỷ lệ giữa gelatin/gelaton/galatose phụ thuộc vào thời gian đun và nhiệt độ 

đun. Enzym trysin và pepsin có tác dụng thủy phân chậm collagen và thủy phân 

nhanh gelatin. Collagen bị kết tủa tạo sợi dày khi bổ sung alchol, acetone hoặc muối 

đặc biệt là heparin [21]. 

C102H149N31O38 + H2O → C102H151N31O39 

Collagen      Gelatin 

C102H151N31O39 + 2 H2O → C55H85N17O22 + C47H70O19 + 7N2 

Gelatin     Gelstose Gletone 
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1.1.3.2. Sự tương tác của collagen với acid và kiềm 

Collagen là chất lưỡng tính, nó có thể tác dụng với acid và kiềm do trên 

mạch của phân tử collagen tồn tại các gốc carboxyl và amino [21]. Trong môi 

trường acid, ion H
+
 tác dụng với nhóm amino tạo thành ion –NH3

+
. Ngược lại, trong 

môi trường kiềm nhóm –COOH bị chuyển hoá thành –COO
-
. Ngoài ra acid và kiềm 

có thể thuỷ phân liên kết peptide trong collagen tạo thành chuỗi peptide ngắn hơn 

và các acid amin tự do. 

1.1.3.3. Một số tính chất khác của collagen [22] 

Tuỳ thuộc nguồn gốc, mỗi loại collagen sẽ có những đặc điểm khác nhau và 

chúng được mô tả bởi nhiều tính chất đặc trưng cho nguồn gốc trích ly như: 

+ Nhiệt độ biến tính collagen: là nhiệt độ tại đó cấu trúc xoắn ba của collagen 

bắt đầu bị biến đổi thành những cuộn xoắn ngẫu nhiên. Do đó, biết được tính chất 

này sẽ giúp việc ứng dụng collagen được hiệu quả và thích hợp. 

+ Thành phần amino acid của collagen: là tính chất rất quan trọng, giúp đánh 

giá được mặt dinh dưỡng của collagen, là nền tảng để dự đoán các tính chất hoá 

học, lý học và sinh học... của collagen. 

+ Khối lượng phân tử collagen: là thông số gián tiếp giúp nhận biết mức độ 

nguyên vẹn của mạch phân tử collagen thu được (mỗi phân tử collagen có khối 

lượng khoảng 300 kDa). 

+ Phổ hồng ngoại (IR): mỗi amide có độ hấp thụ ở bước sóng riêng biệt, 

do vậy phổ IR giúp phát hiện và xác định mẫu phân tích có tồn tại cấu trúc 

xoắn hay không. 

+ Khả năng tạo nhũ tương: Là một protein không tan, collagen là chất nhũ 

hóa yếu nhưng tốt hơn sữa gầy.  

+ Sự biến tính: dưới tác dụng hóa học của acid, base, muối, ancol…. cấu trúc 

các bậc (trừ bậc 1) của collagen bị phá vỡ do sự phân hủy các liên kết ion, giữ 

nguyên liên kết peptide (cấu trúc bậc một của protein). Do vậy, tính chẩt của protein 

bị thay đổi, gọi là là hiện tượng biến tính protein. Sau biến tính, protein thường 

giảm độ hòa tan, mất hoạt tính sinh học, nhạy cảm với enzyme protease, độ nhớt nội 

tại tăng lên và không kết tinh [23]. 
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1.1.4. Tình hình nghiên cứu sản xuất collagen từ cá 

1.1.4.1. Trên thế giới 

Theo Caruso và cộng sự [24], ước tính rằng hơn 50% bộ phận của cá, bao 

gồm vây, đầu, da và nội tạng, bị loại bỏ dưới dạng “chất thải”, vượt quá 20 triệu tấn 

sản phẩm phụ mỗi năm. Do đó, việc khai thác các sản phẩm phụ từ cá biển như một 

nguồn cung cấp collagen mới ngày càng thu hút được sự chú ý [25, 26] do collagen 

thu được từ cấc phụ phẩm này dễ chiết xuất, hàm lượng cao, dễ hấp thụ, tương thích 

sinh học, Không lây nhiễm một số mầm bệnh như collagen từ động vật. Do vậy, 

nhiều nghiên cứu đã tập trung vào việc trích ly và đánh giá các đặc tính của 

collagen từ da của các loài cá khác nhau, chẳng hạn như vảy và vây của Catla catla 

và Cirrhinus mrigala [27], cá nhám mèo đốm nhỏ (Scyliorhinus canicula) [28], cá 

da trơn (Silurus triostegus) [29].  

Nghiên cứu của Huang và cộng sự [30] cho thấy áp suất cao được sử dụng 

trong quá trình tách collagen từ vảy cá rô phi cho sản lượng collagen từ 7,5 đến 

12,3%, cao gấp 2–3 lần so với sản lượng của quy trình chiết xuất sử dụng acetic 

acid thông thường. 

Sử dụng acid khi chiết tách collagen cũng được nghiên cứu. Acetic acid là 

một trong những acid phổ biến nhất được dùng trong chiết xuất collagen từ cá, nồng 

độ của dung dịch thường dùng từ 0,5 đến 1M. Tan và cộng sự [31] đã nghiên cứu 

ảnh hưởng của các loại acid khác nhau (acetic acid, acid clohydric, acid citric và 

acid lactic, W:V = 1:50), tỷ lệ chất lỏng/chất rắn và độ pH khác nhau (1,8; 2,1; 2,4 ; 

2,7 và 3,0 ) đến quá trình chiết xuất collagen từ da cá da trơn bằng các phương pháp 

khác nhau (phương pháp chiết xuất bằng acid, đồng nhất hóa và hỗ trợ pepsin). 

Phương pháp pepsin và hỗ trợ đồng nhất hóa thể hiện khả năng thu hồi protein cao 

nhất (64,19% ở pH 2,4 bằng HCl). Về phương pháp chiết xuất acid, tỷ lệ thu hồi 

protein tách từ da bằng HCl ở pH 2,4 là 42,36% (cao nhất), tiếp theo là chiết xuất 

bằng acetic acid pH 2,7 (39,45%).  

Tác dụng của acetic acid nồng độ khoảng 0,2–1,0 M đối với quá trình chiết 

xuất collagen từ da cá được Arumugam và cộng sự nghiên cứu [32]. Kết quả thu 

được sản lượng collagen tăng dần khi tăng nồng độ acetic acid, lượng collagen tối 
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đa thu được là 15,968 mg/g ở 0,6M acetic acid. Tuy nhiên, vượt quá 0,6 M, sản 

lượng collagen giảm do lượng acid dư có tác dụng thủy phân collagen. 

Yang và cộng sự nghiên cứu tách chiết collagen từ da cá có sử dụng acetic 

acid. Hàm lượng collagen thu được phụ thuộc nồng độ acetic acid sử dụng, nồng độ 

của collagen tăng từ 0,518 lên 1,581 mg/mL khi thay đổi nồng độ acetic acid từ 0,1 

đến 2,0 M [33].  

Masahiro Ogawa và cộng sự (2004) đã nghiên cứu các tính chất hoá sinh của 

collagen tách chiết từ xương và vảy của cá trống đen (Pogonia cromis) cận nhiệt 

đới và cá sheepshead seabream (Archosargus probatocephalus). Collagen được 

trích ly bằng cách sử dụng acetic acid và sử dụng enzyme pepsin kết hợp với acetic 

acid. Collagen loại I với nhiệt độ biến tính lớn hơn 34
o
C [34]. 

Năm 2006, L.S. Senaratne và các cộng sự đã nghiên cứu tách chiết và xác 

định các tính chất đặc trưng của collagen từ da cá lưng nâu toadfish (Lagocephalus 

glover). Các tác giả đưa ra quy trình tách: Đầu tiên khử protein phi collagen bằng 

cách ngâm da cá trong dung dịch NaOH 0,1N trong 3 ngày. Sau đó loại chất béo 

bằng ancol butylic 10% trong 24 giờ. Da cá sau khi loại bỏ chất béo tiếp tục được 

ngâm trong acetic acid 0,5M trong 3 ngày và được xử lý bằng enzyme pepsin trong 

48 giờ để tách collagen. Thêm NaCl vào dung dịch thu được để kết tủa collagen. 

Phương pháp này cho hiệu suất tách chiết là 54,3% theo khối lượng khô, cấu trúc 

phân tử của collagen gồm ba chuỗi α1, α2, α3, nhiệt độ biến tính của collagen là 28 

o
C, thấp hơn 9 

o
C so với collagen từ da lợn [35]. 

Lin Wang và các cộng sự (2008) cũng nghiên cứu tách chiết và xác định các 

tính chất đặc trưng của collagen từ da, vảy và xương của cá đỏ (Sebastes mentella). 

Quá trình tách chiết được thực hiện qua các bước khử protein phi collagen bằng 

NaOH 1M; khử khoáng bằng ethylenediaminotetraacetic (EDTA) 0,5M và khử chất 

béo bằng hexan. Các quá trình khử đều được thực hiện trong 24 giờ. Sau đó các 

phần đều được ngâm trong acetic acid 0,5M (trong 48 giờ) để chiết collagen và kết 

tủa collagen bằng NaCl. Hiệu suất thu hồi và nhiệt độ biến tính collagen từ da, vảy 

và xương lần lượt là 47,5 %; 6,8 %; 10,3 % và 16,7
o
C; 17,7

o
C; 17,5

o
C [36]. 

Nhóm tác giả Chun Yung Huang – Đài Loan (2016) đã nghiên cứu sử dụng 
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phương pháp đùn – thủy phân – chiết (EHE) để tách collagen từ vảy cá rô phi. 

Phương pháp EHE được ứng dụng nhiều trong công nghiệp thực phẩm với nhiều ưu 

điểm như dễ vận hành, sản xuất liên tục, năng suất cao và ít chất thải. Quá trình đùn 

được sử dụng để làm đứt các liên kết giữa collagen và hydroxyapatide trong vảy cá 

và giúp cho sự trích ly collagen từ vảy cá bằng cách tách với nước được dễ dàng 

hơn. Hơn nữa, quá trình đùn cũng giúp làm giảm bớt mùi khó chịu của vảy cá để 

thu được collagen có mùi dễ chịu hơn. Collagen thu được là collagen loại I, có độ 

tinh sạch cao. Hiệu suất của phương pháp EHE cao hơn 2-3 lần so với phương pháp 

chiết/ép. Tất cả các chiết xuất thu được, đặc biệt là collagen loại I có các tính chất 

hóa lý tốt và là ứng viên tiềm năng trong sản xuất các sản phẩm thương mại [37]. 

P. K. Bhagwat và cộng sự đã nghiên cứu đặc trưng của collagen được trích ly 

từ vảy cá chép theo 2 bước [23]. Đầu tiên, vảy cá sau khi sơ chế được tách khoáng 

bằng hỗn hợp dung dịch chứa NaCl 1M, Tris HCl 0,05M, EDTA 20 mM trong 48 

giờ. Sau đó, ngâm vảy cá trong dung dịch EDTA 0,5M trong 48 giờ và được rửa lại 

với nước sạch, thu được vảy cá đã tách khoáng. Vảy cá sau khi tách khoáng được 

ngâm trong dung dịch CH3COOH 0,5M trong 48 giờ, sau đó lọc, loại bỏ phần vảy 

cá. Thêm NaCl (tới nồng độ 0,9M) vào dịch lọc và khuấy liên tục trong 24 giờ. Sau 

đó, ly tâm hỗn hợp trong 20 phút ở tốc độ 8000 vòng/phút thu được kết tủa. Quá 

trình trên được lặp lại hai lần để thu được collagen có độ tinh khiết cao hơn. 

Collagen sau đó được thẩm tích trong 24 giờ trước khi tiến hành đông khô.  

Năm 2022, Rasmi Zakiah Oktarlina và cộng sự đã nghiên cứu quy trình trích 

ly micro-collagen từ vảy cá chép (Cyprinus carpio). Kết quả thu được cho thấy hiệu 

suất trích ly collagen từ vảy cá chép là 8,62%, collagen thu được có màu trắng vàng, 

cấu trúc dạng sợi với các liên kết amide A, B, I, II và III. Kích thước của micro-

collagen trong khoảng 668 – 1581nm với kích thước chủ yếu là 1146 nm [38]. 

Cũng trong năm 2022, Robert Gál và cộng sự đã nghiên cứu quá trình tách 

collagen từ xương của cá chép sau đó chế tạo gelatin. Thí nghiệm nghiên cứu hai 

yếu tố của quy trình là nồng độ HCl (tương ứng 0,5 ; 1,0 và 2,0 % khối lượng 

nguyên liệu) trong quá trình khử khoáng của nguyên liệu ban đầu và hàm lượng 

enzyme (tương ứng 0,0 ; 0,1 và 0,2 % khối lượng nguyên liệu) trong quá trình thu 
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collagen. Tùy thuộc vào các điều kiện, gelatin thu được bằng cách chiết xuất nhiều 

giai đoạn từ nguyên liệu ban đầu với tổng hiệu suất là 18,7–55,7%. Gelatin thu 

được có độ nhớt trung bình thấp (1,1– 4,9 mPa.s) và thích hợp cho một số ứng dụng 

trong thực phẩm, dược phẩm và mỹ phẩm [39]. 

1.1.4.2. Ở Việt Nam 

Trên thế giới, việc trích ly collagen từ da cá đã được nghiên cứu từ năm 

1990, nhưng ở Việt Nam, đến nay chưa có công trình nghiên cứu trích ly collagen 

được đưa vào ứng dụng. Các nghiên cứu gần đây mới chỉ dừng lại ở quy mô phòng 

thí nghiệm như: nghiên cứu tách chiết gelatin từ da cá tra (Pangasianodon 

hypophthalmus) của các tác giả Nguyễn Đỗ Quỳnh, Nguyễn Lê Anh Đào, Trường 

Đại học Cần Thơ [40]. Kết quả thu được cho thấy da cá được khử 19%N phi protein 

khi được ngâm trong dung dịch NaOH 0,1M với thời gian 30 phút và khử 47,5% 

khoáng khi xử lý bằng dung dịch CH3COOH 0,07M trong 3 giờ. Sau đó, gellatin 

được trích ly ở nhiệt độ 80 
o
C/30 phút. Hiệu suất đạt 5,57% và độ nhớt dung dịch 

sản tốt nhất là 2,04 mPas. Gellatin được sấy khô ở 37
o
C trong 24 giờ. Độ bền gel 

của gelatin thu được (157,40 g) cao gấp 1,5 lần so với độ bền gel của gelatin từ da 

cá Trung Quốc (107,2 g). Độ nhớt gelatin từ da cá tra (3,34 cP) cao hơn độ nhớt của 

gelatin từ Trung Quốc (1,88 cP).  

Trần Thị Huyền và cộng sự, bằng phương pháp hóa học đã tách chiết 

collagen từ da cá tra. Để tăng hiệu quả cho quá trình trích ly collagen, da cá tra 

được ngâm trong dung dịch NaOH 0,2M (tỷ lệ khối lượng/thể tích = 1/10) trong 20 

giờ, thay dung dịch xử lý 2 giờ một lần. Sau đó, xử lý bằng dung dịch acid citric 

0,003M (tỷ lệ khối lượng/thể tích = 1/8) trong 30 phút. Tiếp tục ngâm trong dung 

dịch acetic acetic acid 0,5M (tỷ lệ khối lượng/thể tích = 1/10) trong 34 giờ để trích 

ly collagen. Dịch chiết được kết tủa bằng dung dịch NaCl 2,5M thu được collagen. 

Sử dụng dung dịch Na2HPO4 0,02M để làm sạch collagen. Hiệu suất đạt 76,9% 

(tính theo % khối lượng khô), hút nước của collagen tăng 415%, collagen có nhiệt 

độ biến tính 39
o
C. Trong collagen có 4 loại protein với khối lượng phân tử đạt :105 

kDa, 156 kDa, 217 kDa và 185 kDa [41]. 

Võ Quốc Văn và Hà Thanh Toàn (2008) đã sử dụng phương pháp hoá học để 
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chiết tách gelatin từ da cá Tra. Quá trình chiết tách được thực hiện ở 50
o
C trong 3 

giờ trong dung dịch acetic acid 0,05M. Gelatin thu được có khối lượng phân tử nằm 

trong khoảng từ 95-138 kDa, chứa 14 loại amino acid, trong đó proline chiếm tỷ lệ cao 

nhất (13,73%) [42]. 

Tác giả Trần Thanh Nhãn đã sử dụng enzyme alcalase với nồng độ 0,05 % để 

chiết tách gelatin từ da cá Basa trong 25 phút ở 43
o
C với pH môi trường bằng 8 [43]. 

Năm 2021, Trương Thị Mộng Thu và cộng sự đã nghiên cứu điều kiện tiền xử 

lý và chiết tách collagen từ da cá lóc (Channa striata) bằng pepsin. Kết quả thu được 

cho thấy, da cá lóc được xử lý loại lipid bằng cách ngâm trong dung dịch butyl 

alcohol 10% trong 72 giờ. Sau đó, chiết tách collagen được thực hiện với pepsin 

0,45% trong 24 giờ. Collagen thu được là collagen loại I, có 20 loại acid amin, hòa 

tan tốt trong khoảng pH 1 – 4 và dung dịch NaCl từ 0,2 – 0,6M [44]. 

1.1.5. Ứng dụng của collagen 

1.1.5.1. Trong công nghệ thực phẩm 

Trong công nghiệp thực phẩm, collagen được dùng để làm màng bọc kẹo, 

vỏ bao xúc xích, thực phẩm chức năng... Collagen được sử dụng làm bền hệ nhũ 

tương của xúc xích và giăm bông sẽ làm tăng khả năng giữ ẩm. Do đó, làm giảm 

được hao hụt khối lượng trong suốt quá trình chế biến. Nhờ vào cấu trúc có thứ 

bậc của collagen đã tạo cho lớp vỏ độ bền và độ ổn định trong suốt quá trình chế 

biến, tuy nhiên vẫn giữ được độ mềm cần thiết cho sản phẩm hoàn thiện. Vỏ bao 

bằng collagen có nhiều ưu điểm hơn so với màng bao bằng ruột động vật như: dễ 

vệ sinh hơn, dễ dàng bảo quản, chất lượng ổn định, dễ dàng tạo màu sắc... 

Polyphenol và tanin trong rượu bị kết tủa cùng collagen nên được sử dụng trong 

nghành công nghiệp đồ uống như rượu vang giúp loại bỏ các thành phần độc hại [45]. 

1.1.5.2. Trong y dược 

Trong y - dược, do khẳ năng phân hủy, tạo màng và tạo gel, collagen được sử 

dụng rộng dãi. Collagen còn được sử dụng nhiều y dược do không gây dị ứng và 

được hấp thj triệt để trong cơ thể; ngoài ra tính tương thích sinh học cũng như khả 

năng cầm máu của collagen nên nó có thể được chế tạo thành những dạng bào chế 

khác nhau. Dựa vào các tính chất trên của collagen có thể được ứng dụng trong các 
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lĩnh vực sau: sản xuất thuốc, sản xuất vật liệu cầm máu và làm lành vết thương, 

máu nhân tạo, sản xuất môi trường nuôi cấy tế bào và mô. 

Có nhiều polyme tự nhiên và nhân tạo được ứng dụng như là các loại vật liệu 

sinh học, nhưng các tính chất của collagen khác với các tính chất của polyme tổng 

hợp chủ yếu ở cách thức nó tương tác với cơ thể. Collagen có tính chất hoạt động bề 

mặt, có khả năng phân huỷ tốt, có tính kháng nguyên yếu và có khả năng tương 

thích sinh học cao hơn so với các polyme khác như albumin và gelatin [46, 47]. 

Những ứng dụng chính của collagen trong lĩnh vực y dược làm hệ thống vận chuyển 

thuốc bao gồm: 

+ Màng mỏng collagen: màng collagen có tác dụng làm màng vận chuyển 

thuốc, các thành phần thuốc được đưa vào các màng nhờ liên kết hydro và liên kết 

cộng hoá trị. Các màng collagen được dùng trong điều trị nhiễm trùng mô, nhiễm 

trùng giác mạc… 

+ Lưới collagen sử dụng trong nhãn khoa: lưới collagen có tác dụng bảo vệ 

biểu mô giác mạc khỏi hoạt động chớp mắt của mí mắt, đồng thời nó thúc đẩy quá 

trình chữa lành biểu mô sau khi cấy ghép giác mạc. Dược phẩm được vận chuyển 

phụ thuộc vào khả năng nạp và giải phóng dược phẩm của lưới collagen. Lưới 

collagen khi được đưa vào trong mắt sẽ tạo ra một lớp dung dịch collagen có khả 

năng tương thích sinh học và nó có tác dụng bôi trơn bề mặt trong của mắt, làm 

giảm sự cọ xát của mí mắt với giác mạc, và thúc đấy quá trình lành biểu mô. 

+ Băng, gạc collagen: Băng gạc collagen có nhiều ưu điểm như: (1) Có khả 

năng thấm hút một lượng lớn dịch tiết của mô, bám dính tốt vào vết thương ướt do 

đó bảo vệ vết thương khỏi sự lây nhiễm vi sinh vật. (2) Gạc collagen có khả năng 

kết hợp với các thành phần thúc đẩy phát triển tế bào và kết hợp với các hợp chất 

kháng khuẩn, làm cho quá trình chữa lành vết thương diễn ra nhanh chóng hơn. (3) 

Hơn nữa để đạt được hiệu quả phục hồi nhanh hơn, gạc collagen được kết hợp với 

một số thành phần khác như: elastin, fibronectin và glycosaminoglycan… 

+ Trong kỹ thuật cây ghép da, collagen được sử dụng là chất vận chuyển các 

tế bào da được nuôi cấy hoặc là chất vận chuyển các thành phần thuốc cho quá trình 
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thay thế da và điều trị vết bỏng. Trong kỹ thuật nuôi cấy da thay thế, màng collagen 

có tác dụng thúc đẩy sự phát triển của biểu mô. 

1.1.5.3. Trong mỹ phẩm 

Trong cấu trúc của da có đến 70% thành phần là collagen, được phân bố 

nhiều ở lớp hạ bì. Collagen đóng vai trò trong việc tạo hệ thống nâng đỡ, tăng 

cường các đặc tính cơ học của da như độ đàn hồi, sức căng, độ mịn của da và độ 

ẩm của da... Khi số lượng, chất lượng và hàm lượng collagen bị suy giảm dẫn đến 

giảm độ đàn hồi, độ căng mịn của da và khả năng giữ ẩm của da… Ngoài 30 tuổi, 

tốc độ tổng hợp collagen giảm và tăng quá trình lão hóa, phân hủy của collagen. 

Hàng năm, trung bình lượng collagen trong cơ thể bị tổn hao khoảng 1,5 %. Hàm 

lượng collagen mất đi làm thay đổi các đường nét trên khuôn mặt, làn da bị chảy 

nhão, trùng xuống và xuất hiện các nếp nhăn. Vì vậy, bổ sung collagen thường 

xuyên giúp cải thiện cấu trúc của da, phục hồi tế bào tổn thương, tăng khả năng 

giữ ẩm và kích thích tái tạo làn da. Do đó, collagen là thành phần chính của các 

sản phẩm làm đẹp như: kem dưỡng, mặt nạ collagen, sữa tắm… Collagen được sử 

dụng làm thuốc tiêm căng da, và được FDA (Cục quản lý Thực phẩm và Dược 

phẩm Hoa Kỳ) chứng nhận và cho phép tiêm vào các nếp nhăng, vết sẹo trong 

điều trị thẩm mỹ. Thuốc tiêm chứa collagen được tiêm vào lớp hạ bì giúp điều 

chỉnh các nếp gấp, nếp nhăn giúp khôi phục lại vẻ bề ngoài mềm mại, căng mịn và 

trẻ hóa làn da. Thuốc tiêm collagen có tác dụng trong 1 – 2 năm do collagen cũng 

bị cơ thể hấp thu [56]. 

1.2. Tổng quan về carrageenan 

1.2.1. Cấu tạo và cấu trúc phân tử carrageenan 

1.2.1.1. Thành phần, cấu tạo và cấu trúc phân tử carrageenan 

Carrageenan (Car) sớm được sử dụng từ cách đây 600 năm, được chiết tách 

từ rêu Irish moss (Loài rong đỏ Chondrus crispus) tại một ngôi làng trên bờ biển 

phía Nam Ireland mang tên Carraghen. Vào khoảng những năm 1930, Car được 

dùng trong công nghiệp hồ sợi và bia. Cũng trong thời kỳ này những nghiên cứu về 

cấu trúc hóa học của Car được đẩy mạnh. Hiện nay, sản xuất Car với quy mô công 
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nghiệp được mở rộng, mà nguồn rong đỏ thuộc ngành Rhodophyta sử dụng phổ 

biến hơn. Những loài này gọi chung là Carrageenophyt. Từ nhiều công trình nghiên 

cứu, đã có hàng chục loài rong biển được khai thác tự nhiên hay nuôi trồng để sản 

xuất Car. 

Car là một polysaccarid của galactose - galactan. Được cấu tạo từ các gốc D-

galactozơ liên kết với 3,6-anhydro D-galactozơ bằng liên kết α-D (1-3) và β-D (1-4)  

galactorid luân phiên nhau. Trên mạch polysaccarid còn có các nhóm sulfat được 

gắn vào Car ở các vị trí với số lượng khác nhau. Vì vậy, Car không chỉ là một 

polysaccarid đơn lẻ mà có cấu trúc là các galactan sulfate. Mỗi galactan sulfate có 

cấu trúc riêng và được ký hiệu riêng. Như: κ-, λ-, ν-, ι-Car (Hình 1.7) [48]. 

Car trong nội bào và thành tế bào rong biển, Car là một polysaccharit cao 

phân tử với hàm lượng este-sulfate từ 15% - 40%. Với các đơn vị mắt xích cơ bản 

là: galactose liên kết 3,6-anhydrogalactose (3,6-AG) bằng các liên kết β-(1,4) 

glycosid  và α-(1,3), các đơn vị này đều có thể được hoặc không được sulfat hóa. Số 

lượng và vị trí nhóm este sulfat cũng như hàm lượng 3,6-AG là nguyên nhân gây 

kên sự khác nhau giữa các κ-, λ-, ν-, ι-Car. κ-Car có lượng este sulfat từ 25% đến 

30% và khoảng 28% đến 35% lượng 3,6-AG. ι-Car có lượng este sulfat từ 28% đến 

30% và lượng 3,6-AG từ 25% đến 30%. λ-Car có lượng este sulfat trong khoảng 

32% đến 39% và không có 3,6-AG [48]. Hàm lượng este sulfat lớn làm nhiệt độ hòa 

tan thấp và độ bền gel thấp [49]. 
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Hình 1.7. Cấu trúc phân tử và sự chuyển hóa trong môi trường kiềm của các loại 

carrageenan khác nhau 
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1.2.1.2. Phân loại carrageenan 

Dựa theo cấu trúc carrageenan được chia thành các loại [48]: 

κ-Car: Là một loại polymer mạch ngắn có sự xen kẽ giữa D-galactose-4-

sulphate và 3,6–AG. Cấu trúc phân tử κ-carrageenan là một vòng chuỗi xoắn kép 

bậc 3 (Hình 1.8). 

  

Hình 1.8. Cấu trúc của κ-Car  

ι-Car: Gống như κ-Car nhưng gốc 3,6-AG lại ở vị trí cacbon số 2. ι-Car có 

cấu trúc vòng xoắn kép bậc 2. Gel ι-Car có tính đàn hồi tốt (Hình 1.9). 

 

Hình 1.9. Cấu trúc của ι-carrageenan Car  

λ-Car: Có các đơn vị monome được xen kẽ nhau: đơn vị D-glactose-2-

sulphat và D-galactose-2,6-disulphat trong phân tử của (Hình 1.10). 

 

Hình 1.10. Cấu trúc của λ-carrageenan Car 

1.2.1.3. Tính chất của carrageenan 

Các loại carrageenan khác nhau có các tính chất khác nhau như: độ tan; tính tạo 

gel và tạo độ nhớt của dung dịch; khả năng liên kết với protein cũng như liên kết với 

các polysaccarid khác. Do vậy, ở các trạng thái khác nhau, carrageenan có những tính 

chất khác nhau đặc trưng cho từng dạng sản phẩm. 
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* Độ tan 

Car tan trong nước nóng (40,0 – 70,0ºC) khi nhiệt độ cao hơn nhiệt độ chảy 

của gel. Độ tan của Car phụ thuộc vào số lượng, số loại các ion trong cấu trúc và 

nồng độ dung dịch Car. 

Trong nước lạnh, chỉ có λ-Car và muối sodium của κ- và ι-Car là bị hòa tan. 

Muối potassium và calci của κ- và ι-Car không tan, khả năng trương nở của car phụ 

thuộc vào theo nồng độ và kiểu cation có mặt trong nước. Trong nước lạnh khi có 

mặt ion K
+ 

và Ca
2+

, κ-Car trương nở kém. 

Tất cả các kiểu Car hòa tan trong sữa nóng ở 80 
o
C. Tuy nhiên, sự hòa tan 

của một số kiểu Car bị ảnh hưởng bởi sự có mặt của Ca
2+

. Các dung dịch chứa Car 

này sau khi làm lạnh đều hình thành gel. Độ chắc của gel và tính đồng nhất của 

chúng phụ thuộc vào nồng độ dung dịch và độ nhạy của Car với Ca
2+

 [49] 

ι- và κ-Car không hòa tan trong sữa lạnh ở 20 
o
C, tuy nhiên chúng được dùng 

như chất tạo gel và làm đặc dung dịch sữa lạnh khi có mặt của gốc photphat 

(tetrasodium pyrophotphat) [49]. λ-Car được sử dụng như chất làm đặc đối với sữa 

lạnh và khả năng này phụ thuộc vào sự xuất hiện của ion K
+
 và Ca

2+
. 

ι- và λ-Car hòa tan trong dung dịch muối NaCl 10% có sự gia nhiệt. κ-Car 

không hòa tan trong dung dịch này [50].  

* Độ nhớt 

Độ nhớt của dung dịch Car xác định được khi dung dịch Car không tạo 

gel. Khi dung dịch Car thay đổi nhiệt độ từ cao xuống thấp sẽ làm tăng độ nhớt 

đến khi xuất hiện gel. Độ nhớt tăng khi bắt đầu hình thành gel. Vì vậy, quá trình 

đo độ nhớt của dung dịch Car được tiến hành ở nhiệt độ cao (75,0ºC) để tránh sự 

gel hóa. Với nồng độ Car là 1,5%, độ nhớt của dung dịch khoảng 5 tới 800 cP ở 75,0
o
C. 

Độ nhớt dung dịch Car phụ thuộc vào nhiệt độ, nồng độ và sự xuất hiện của 

ion khác trong dung dịch, khối lượng và loại Car [56]. Độ nhớt tăng khi nồng độ 

dung dịch Car tăng hoặc khối lượng phân tử Car lớn. Độ nhớt dung dịch Car giảm 

khi tăng nhiệt độ và ngược lại [50].  

Dung dịch Car có độ nhớt thấp nên dễ dàng xử lý [51]. Do gel nước κ-Car 

không ở dạng thixotrovân phổ. Khi κ-Car được sử dụng trong sữa với nồng độ nhỏ, 

chúng có đặc tính tương tự ι-Car trong nước. Vì vậy, gel yếu được tạo bởi hỗn hợp 
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protein sữa và κ-Car dễ bị phá vỡ khi có lực tác động, khi đó chế độ chảy của gel 

trở thành giả dẻo. Khi lực tác động giảm, gel tái hình thành và chế độ chảy lại trở 

về bản chất tự nhiên là thixotropic. 

* Tạo gel 

Khi làm lạnh, dung dịch κ-, ι-Car tạo thành gel. Hiện tượng này phụ thuộc 

vào cấu trúc xoắn đôi của Car. Ở nhiệt độ lớn hơn nhiệt độ chảy lỏng của gel, Car 

tồn tại ở trạng thái cuộn ngẫu nhiên trong dung dịch. Khi hạ nhiệt độ dung dịch, 

hình thành cấu trúc không gian 3 chiều, hình thành các điểm xoắn đôi tại điểm giao 

nhau của chuỗi polyme. Khi hạ nhiệt độ xuống dưới nhiệt độ nóng chảy sẽ tạo điều 

kiện cho các mắt xích của Car đính kết để tạo gel với cấu trúc 3 chiều. Sự xuất hiện 

của liên kết trong cấu trúc cũng như kiểu, số lượng và vị trí nhóm este sulfat sẽ ảnh 

hưởng đến tính tạo gel của Car. Cơ chế gel hóa cơ bản dựa trên dung dịch κ- và ι-Car. 

κ-Car tạo gel rắn với K
+
 trong khi ι- và λ- ít không ảnh hưởng bởi K

+
 hơn. ι-

Car tương tác với Ca
2+

 để hình thành gel mềm nhưng muối calci không ảnh hưởng 

tới đặc tính của λ-Car (Hình 1.11) [52]. 

 

    Hình 1.11. Gel carrageenan với Ca
2+

 

Các cation tăng cường sự gel hóa của Car, giúp ổn định cấu trúc xoắn của 

Car thông qua việc chặn/khóa nhóm sulfat, ngoài ra các cation có thể tham gia liên 

kết phối trí giữa các phân tử [53]. 

Ở 25
o
C, gel κ-Car thể hiện đặc tính lưu biến kiểu rắn. Độ cứng của gel κ-Car 

phụ thuốc vào nồng độ KCl, khi tăng nồng độ KCl làm tăng độ cứng của gel κ-Car. 
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κ-Car tinh khiết hình thành gel yếu ở nồng độ từ 0,7 – 1,4%. Khi có mắt đồng thời 2 

ion K
+
 và Ca

2+
 trong dung dịch κ-Car sẽ hình thành gel đặc [54]. 

Độ đàn hồi của gel Car là do số lượng nhóm sulfat thấ [55], do nhóm sulfat 

không tạo cấu trúc lập thể, do vậy quá trình chuyển hóa cấu trúc của Car bị dừng lại 

và quá trình gel hóa bị gián đoạn vì monome không được gel hóa [56].  

Gel ι-Car nhạy với Ca
2+

 và gel hình thành mềm và đàn hồi. ι-Car không có 

khả năng đông đặc. Độ chắc gel tỷ lệ thuận với nồng độ Car và ion trong dung dịch. 

Gel được hình thành dạng gel nhiệt khôi phục và có ít sự biến đổi khichúng tham 

gia quá trình thay đổi nhiệt độ khi ở môi trường trung tính. Nhiệt độ gel hóa và 

nóng chảy của Car phụ thuộc vào nồng độ cation. Khi tăng nồng độ muối K
+
 hoặc 

Ca
2+

 trong dung dịch, nhiệt độ gel hóa của dung dịch carrageenan tăng. Độ chắc gel 

có thể được đánh giá thông qua mô đun đàn hồi. Mô đun đàn hồi tăng khi tăng nồng 

độ Car [57, 58]. 

1.2.2. Tình hình nghiên cứu sản xuất carrageenan 

1.2.2.1. Trên thế giới 

 Để thu được Car, rong biển được chiết xuất bằng cách sử dụng nước nóng 

hoặc dung dịch kiềm (KOH hoặc Ca(OH)2). Rong biển được rửa sạch, loại bỏ tạp 

chất và sấy khô, ngâm trong dung dịch kiềm (3–10%) đun ở nhiệt độ cao (70–100 

°C) trong 4 giờ [59]. Dung dịch kiềm phá vỡ màng tế bào của rong biển giúp giải 

phóng các chất trong tế bào rong biển. Hơn nữa, các anion OH
- 
giúp chuyển hóa các 

tiền chất của carrageenan. Sau khi chiết kiềm, hàm lượng sulfat sẽ giảm [60]. Vì lý 

do này việc chiết xuất Car bằng kiềm gọi là khử lưu huỳnh.  

Chiết xuất Car cũng có thể thực hiện bằng nước nóng. So với chiết xuất 

kiềm, phương pháp nước nóng cho hiệu suất cao hơn [61]. Nhược điểm, độ bền gel 

được tạo ra bởi nhiệt độ nóng nước thấp hơn so với sử dụng dung dịch kiềm. Độ 

bền gel thấp hơn do hàm lượng sunfat cao hơn và hàm lượng 3,6-AG thấp hơn so với 

trong chiết kiềm. Vì lý do này, chiết kiềm thường được sử dụng trong quy mô công 

nghiệp Car.  

Andi Hasiah và các cộng sự đã chiết xuất Car từ Eucheuma spinosum bằng 

cách sử dụng nhiệt điện trở. Kết quả cho thấy hiệu suất chiết thay đổi từ 29,6-62,4% 
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với độ nhớt và độ bền gel thay đổi lần lượt từ 259-290 cP và 42,54-70,41 g/cm
2
. 

Hiệu suất chiết xuất tối ưu (61,59%), độ bền gel (53,48 g/cm
2
) và độ nhớt (284,51 

cP) đạt được ở nhiệt độ chiết xuất 95 °C, thời gian chiết 240 phút, nồng độ KOH 

0,4M, tỷ lệ dung dịch so với rong biển là 45/1 [61].  

Trước đó, Webber và cộng sự cũng nghiên cứu để tối ưu hóa quá trình chiết 

tách Car từ rong bằng phương pháp bề mặt đáp ứng. Nghiên cứu xác định được điều 

kiện chiết xuất tối ưu là 74°C trong 4 giờ, hiệu suất chiết tách carrageenan là 

31,17%, độ bền gel 158,27 g/cm
2
 và độ nhớt 29,5 cP [62]. 

Car chiết xuất từ Kappaphycus alvarezii đã được Anisuzzaman và cộng sự 

nghiên cứu. Rong biển được xử lý kiềm và sử dụng kỹ thuật phun sấy để thu được 

bột Car. Quy trình chiết tối ưu cho kỹ thuật sấy phun cho kết quả ở nồng độ KOH 

6,70% và thời gian chiết 74,70 phút. Ở điều kiện tối ưu, độ nhớt của gel là 111,80 

cP và kích thước hạt của bột là 86,88 μm. Độ bền của gel được tối ưu hóa ở mức 

85,60 g/cm
2 
[63]. 

Trong số các nghiên cứu về phương pháp chiết xuất Car thì phương pháp xử 

lý bằng enzyme cho nhiều hứa hẹn hơn và thân thiện với môi trường [64]. Mặc dù 

công nghệ này có tiềm năng được sử dụng ở quy mô công nghiệp nhưng có rất ít 

thay đổi trong việc sử dụng enzyme để sản xuất Car từ rong biển. Enzyme cellulase 

là một trong những enzyme được sử dụng rộng rãi nhất để chiết xuất carrageenan. 

Kết quả cho thấy hiệu suất thu Car khi xử dụng cellulose là 45%, trong khi đó 

phương pháp đun sôi đạt hiệu suất 37,5% [65]. Enzyme xenluloze được thêm vào 

hỗn hợp (bao gồm rong biển xay và nước cất), đun sôi cách thủy có máy lắc ở 50°C 

trong 1 giờ. Các huyền phù được ly tâm tách lấy các chất nổi trên bề mặt và cho vào 

propan-2-ol, polysacarit kết tủa thành sợi dài. Cách sử dụng cellulase đạt hiệu quả 

cao vì cellulose là thành phần chính của thành tế bào rong biển. Endo-cellulase, 

exo-cellulase và β -glucosidase là ba loại enzyme cellulose chính và quá trình thủy 

phân hoàn toàn các vi sợi cellulose trong thành tế bào có thể được thực hiện bằng 

cách kết hợp ba loại enzyme này [66]. 

Gần đây, nhằm giảm thiểu việc sử dụng hóa chất các nghiên cứu về 

phương pháp sử dụng ít dung môi hơn, tốn ít năng lượng và thời gian chiết xuất 
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nhanh hơn so với các phương pháp truyền thống đã được xem xét nhiều hơn [67, 

68]. Phương pháp chiết xuất Car sử dụng vi sóng đã được nghiên cứu. Quá trình 

chiết xuất Car từ S. skottsbergii có sr dụng vi sóng đạt hiệu suất lên tới 63–64% 

[69]. Rong biển E. spinosum và E. cottonii được xử lý kiềm, sau đó chiết xuất có 

sử dụng vi sóng ở công suất 800W và tần số 2450 MHz thu được ι-Car và κ-Car 

[70]. Quá trình chiết xuất Car từ Hypnea musciformis có sử dụng lò vi sóng cho 

thấy ảnh hưởng của nhiệt độ đến hiệu suất chiết xuất Car, nhiệt độ tối đa sử dụng 

trong phương pháp này là 105 
o
C [71]. 

1.2.2.2. Ở Việt Nam 

 Ở Việt Nam, các nhà khoa học cũng bước đầu nghiên cứu tách chiết Car từ 

các loại rong biển trong nước. Đào Trọng Hiếu đã tối ưu hóa quy trình công nghệ 

tách chiết Car từ Rong sụn (Kappaphycus alvarezii). Kết quả cho thấy, với giai 

đoạn xử lý kiềm: sử dụng NaOH 6 %, ở nhiệt độ 30 °C, trong 40 phút; sang giai 

đoạn đoạn nấu chiết: tỷ lệ nước/rong = 52/1, đun ở 102 °C, trong 65 phút. Bổ sung 

KCl vào dịch lọc với nồng độ 0,06%. Kết thúc quá trình thu được Car có độ tinh 

khiết cao, màu trắng sáng [72].  

 Nguyễn Thị Thu Thùy và cộng sự nghiên cứu chiết tách Car từ giong sụn 

Ninh Thuận và đưa ra được điều kiện tối ưu: Giai đoạn xử lý kiềm: Ngâm rong 

trong dung dịch KOH 6,5%, thời gian ngâm 80 phút; giai đoạn nấu chiết: Đun  ở 

95°C trong 60 phút, tỉ lệ nước/rong = 10/1 (m/m). Hiệu suất chiết tách đạt 48,31%, 

chất lượng sản phẩm – Car: Độ nhớt dung dịch Car 1% ở 70°C là 1110 cPs [73]. 

Trần Thị Luyến tiến hành nghiên cứu quy trình sản xuất Car bán tinh chế từ 

rong sụn Kappaphycus alvarezii Cam Ranh – Khánh Hòa. Giai đoạn xử lý kiềm 

bằng KOH 15%, xử lý tại 90 
o
C, trong 120 giờ. Ngâm rong trong H2O2 10% trong 

15 phút để tẩy màu, tỷ lệ dung dịch/rong = 3/1. Kết thúc quá trình thu được bột Car 

bán tinh chế màu trắng ngà có độ tan 79%, hiệu suất quá trình 70% [74]. 

Lê Thị Thúy Hằng và cộng sự sử dụng Viscozyme L trong sản xuất Car từ 

Rong sụn (Kappaphycus Alvarezii (Doty) Doty). Viscozyme L được sử dụng là 

endo-beta-glucanase có tác dụng thủy phân liên kết (1-4)- hoặc (1-3)- trong β-D-

glucan nên có thể dùng để xử lý rong sụn trước khi chiết tách Car thay cho xử dụng 
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hóa chất để xử lý. Kết quả thu được: tỷ lệ enzyme/rong = 1,45%; nhiệt độ đun 42 
o
C 

tại pH 5,1 trong 60 phút thu được Car có màu trắng sáng [75]. 

1.2.3. Ứng dụng của carrageenan 

1.2.3.1. Trong công nghệ thực phẩm 

Carrageenan là phụ gia thực phẩm lý tưởng do khả năng tạo gel và nhũ hóa. 

Car làm chất phụ gia trong thực phẩm có vai trò làm thay đổi kết cấu, giảm chất béo 

và muối, tăng cường tính ổn định và hương vị bảo quản, hàm lượng chất xơ, hoạt 

động chống oxy hóa và kháng khuẩn.  

Al-Baarri và cộng sự xác định ảnh hưởng của κ- và ι-Car trong một loại bánh sử 

dụng bột sắn biến tính, đường và sữa dừa. Các bước chế biến bị bộ bánh: trộn bột sắn 

biến tính, đường nâu, nước cốt dừa và thêm κ- hoặc ι-Car (tối đa 2%); Nhào bột nóng 

(± 80°C trong 5 phút) [76]. Các đặc tính như độ cứng, độ kết dính, độ đàn hồi và độ 

bám dính của thực phẩm được đánh giá. Các kết quả thu được cho thấy các mẫu bột 

bánh khi thêm κ-Car có độ cứng, độ kết dính và đàn hồi cao hơn so với ι-Car [77]. 

Car ở mức 0,25 đến 0,75% đã giúp chả giò heo xay ít chất béo và độ ẩm cao 

hơn. Tuy nhiên, các đặc tính chức năng của Car trong các sản phẩm thực phẩm phụ 

thuộc vào loại Car. Các đặc tính này cũng bị ảnh hưởng bởi các điều kiền của quá 

trình chế biến như nhiệt độ, pH, cường độ ion, cation... ι-Car tạo một loại gel khi đã 

bị phá vỡ sẽ tái tạo nếu không bị xáo trộn. ι-Car thường được sử dụng trong các 

món tráng miệng lạnh. Car cũng ổn định trong quá trình đóng và rã đông mà vẫn 

giữ được kết cấu và tính chất cảm quan của sản phẩm [78, 79]. 

Tương tự, κ-Car làm tăng hương vị trong công thức có chứa hỗn hợp gia vị, 

protein thực vật thủy phân và muối [80]. Car ở nồng độ 0,5 đến 0,7% có thể được 

sử dụng để tăng hàm lượng chất xơ của thực phẩm ít chất xơ và cải thiện kết cấu 

của chúng [81]. κ-Car và oligosacarit của nó cũng tác dụng chống oxy hóa đáng kể 

của thực phẩm làm thực phẩm lâu bị ôi thiu [82, 83]. 

1.2.3.2. Trong y dược 

Trong vài năm qua, các nhà nghiên cứu đã nỗ lực rất nhiều để tìm kiếm các 

loại thuốc chống ung thư hiệu quả từ sinh vật biển [84]. Kết quả nhiều nghiên cứu 

cho thấy nhiều hợp chất có nguồn gốc từ rong biển có hoạt tính chống ung thư bằng 
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cách ức chế sự phát triển của tế bào ung thư và gây chết tiêu diệt tế bào ung thư 

[84]. Cicinskas và cộng sự nghiên cứu tác dụng chống khối u của Car và sản phẩm 

biến tính của nó đối với các dòng tế bào ung thư thực quản ở người (KYSE30 và 

FLO1). Kết quả thu được, các sản phẩm thoái hóa với khối lượng phân tử thấp hiệu 

quả tốt hơn đối với các tế bào FL01 (đặc biệt là λ-Car biến tính). Tuy nhiên, Car có 

hiệu quả hơn đối với KYSE30 và λ-Car biến tính có tác dụng yếu nhất đối với quá 

trình chuyển hóa tế bào của nó [85]. Nghiên cứu của Poupard đã xác định rằng sự 

hình thành mạch có thể cung cấp đủ oxy và chất dinh dưỡng cho các tế bào khối u. 

Car có tiềm năng lớn trong ứng dụng lâm sàng vì nó có hoạt tính chống tạo mạch tốt 

hơn so với hợp chất tiêu chuẩn suramin [84]. Yao và các cộng sự phát hiện ra rằng 

oligosacarit κ-carrageenan có thể ức chế sự tăng sinh, di căn và hình thành ống 

trong mô hình ECV304 và CAM [86]. Tương tự, Chen và cộng sự đã xác minh rằng 

λ-carrageenan có thể ức chế hiệu quả sự hình thành mạch trong mô hình CAM và 

ngăn chặn sự xâm lấn và di căn của các tế bào nội mô tĩnh mạch rốn ở người bằng 

cách điều chỉnh hoạt tính enzym proteinase của nội bào [87]. Trong quá trình phát 

triển khối u, heparanase được biểu hiện quá mức trong các tế bào khối u và làm suy 

giảm các proteoglycan nền ngoại bào thông qua sự phân cắt của heparin sulfat (HS) 

cũng như giải phóng các phân tử đặc hiệu gắn với HS, cho phép tế bào ung thư di 

chuyển, xâm lấn và hình thành mạch [88]. 

Việc giải phóng quá mức các yếu tố gây độc tế bào từ các tế bào vi mô cũng 

có thể dẫn đến suy giảm tế bào thần kinh hơn nữa. Yao cùng cộng sự chỉ ra rằng 

oligosacarit κ-Car có chức năng điều hòa miễn dịch bằng cách bảo vệ các tế bào vi 

mô khỏi bị kích hoạt bởi lipopolysaccharide (LPS) và hoạt động này có liên quan 

nhiều đến hàm lượng của nhóm sulfat [89]. Ai và cộng sự đã chỉ ra rằng tiền xử lý 

oligomeric κ-và ι-Car ở 125–500 μg/mL có thể làm giảm đáng kể mức độ TNF-α 

được tiết ra bởi các tế bào BV-2 microglia được xử lý bằng LPS [90]. Do đó, các 

oligosacarit Car thể hiện tác dụng điều hòa miễn dịch và tác dụng này có liên quan 

nhiều đến hàm lượng sunfat. Tuy nhiên, tác dụng điều hòa miễn dịch của Car cần 

được nghiên cứu thêm. 
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1.3. Tổng quan về polyme thiên nhiên mang dược chất 

1.3.1. Carrageenan mang dược chất 

Ban đầu, tá dược hầu như chỉ được sử dụng như những thành phần góp phần 

vào quy trình sản xuất các dạng dược phẩm. Nhờ sự bùng nổ của các nghiên cứu về 

việc tinh chế và sử dụng các hợp chất có khả năng phân hủy sinh học, tương thích 

sinh học và không độc hại trong dược phẩm, đã dẫn đến sự biến đổi về nghiên cứ 

vai trò của polyme sinh học trong bào chế và sản xuất thuốc [91]. Do đó, tầm quan 

trọng y sinh của Car trong công nghiệp dược càng được khẳng định. Các đặc tính 

sinh học và hóa học của Car là lý do chúng được sử dụng trong các hệ thống mang 

thuốc. Cấu trúc hóa học của Car giúp tăng khả năng ứng dụng của nó trong bào chế 

và sản xuất thuốc: liên kết glycosid của Car bị phân cắt bởi enzyme hydrolase, do 

vậy tăng khả năng phân hủy sinh học; các nhóm sunfat trong Car giúp tăng cường 

hoạt động của polyelectrolytes; các nhóm hydroxyl giúp tăng các tương tác cần 

thiết, tạo các biến đổi hóa học. Car được áp dụng trong các dạng bào chế khác nhau 

bao gồm: viên nén [92], thuốc đạn [93], hạt nano [94 – 96], hạt chèn hòa tan nhanh 

[97],…  

 Khả năng mang và kiểm soát giải phóng thuốc của ι-Car và λ-Car trong bào 

chế viên nén giải phóng có kiểm soát đã được nghiên cứu. Theophylline, sodium 

salicylate và chlorpheniramine maleate được đưa vào nền Car với hàm lượng 500 

mg. Khi nghiên cứu tác dụng của thuốc theo tỷ lệ thuốc/Car ở tỷ lệ 13,5% và 

16,9%, kết quả cho thấy vật liệu Car mang thuốc giải phóng có kiểm soát trong 

khoảng 8 – 12 giờ, phù hợp với mô hình động học giải phóng bậc 0 [98]. 

Việc gắn curcumin (Cur) vào κ-Car đã được thực hiện thành công bằng 

phương pháp bay hơi dung môi, tiếp theo là sấy khô và nghiên cứu ức chế các tế bào 

ung thư phổi (A549). Các tác giả đã chỉ ra hiệu suất mang Cur của κ-Car khá cao, 

hạt tổ hợp có tính ổn định cao và Cur giải phóng có kiểm soát. Hàm lượng Cur giải 

phóng từ hệ κ-Car-Cur trong dung dịch pH 5,0 cao hơn trong dung dịch đệm pH 7,4 

(Hình 1.12). Điều này là thuận lợi khi sử dụng hệ κ-Car-Cur điều trị trong môi 

trường khối u [99]. 
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Hình 1.12. Đồ thị hàm lượng Cur giải phóng từ hệ κ-Car-Cur trong dung dịch pH 

5,0 và pH 7,4 

Tetracyclines là một trong những nhóm kháng sinh quan trọng nhất và chúng 

được sản xuất bằng phương pháp lên men thông thường ở quy mô công nghiệp [100] 

nhờ nuôi cấy vi khuẩn Streptomyces aureofaciens trong κ-Car với mục đích tăng 

hiệu suất sản xuất tetracycline và chlorotetracycline. 

Nghiên cứu chất mang mới dựa trên hỗn hợp carboxymethyl cenlulose 

(CMC) và κ-Car để nuôi vi khuẩn đường ruột có ích đã được thực hiện. Tế bào 

khuẩn sữa plantarum ATCC: 13643 (L. plantarum) đã được gắn lên hệ tổ hợp 

CMC/κ-Car bằng phương pháp ép đùn. κ-Car được sử dụng làm chất phủ giúp tăng 

hiệu quả của việc cố định các tế bào L. plantarum lên CMC. κ-Car và CMC được 

liên kết với nhau nhờ các ion K
+
 và Ca

2+
. Kết quả khảo sát khả năng tồn tại của các 

tế bào L. plantarum sau khi được cố định lên tổ hợp CMC/κ-Car trong dịch vị dạ dày 

và dịch mật cho thấy tổ hợp CMC/κ-Car có thể bảo vệ các tế bào L. plantarum 

chống lại các điều kiện bất lợi của dịch dạ dày và dịch mật. Sau khi tiếp xúc với dịch 

vị dạ dày trong 2 giờ, gần như các tế bào L. plantarum tự do đã chết hoàn toàn. Tuy 

nhiên, số lượng tế bào L. plantarum gắn trên CMC và CMC/κ-Car còn sống là 5,20 

và 7,30 CFU/g. Kết quả của nghiên cứu này đưa ra một phương pháp phù hợp để 

cung cấp các vi khuẩn có ích đến ruột [100].  
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Raman và cộng sự (2015) đã chứng minh các hạt nanocomposit từ tính ι-Car 

có khả năng ức chế các tế bào ung thư [101]. 

Năm 2015, Shanmuga và đồng nghiệp cũng chế tạo hạt nano κ-Car từ tính 

cho nghiên cứu hướng đích [102]. Ngoài ra, cũng có một số nghiên cứu đã kết hợp 

các hạt vàng và nano từ tính trong các hệ polyme carrageenan từ tính [103 – 105].  

 R. Bettini và cộng sự nghiên cứu khả năng mang thuốc diltiazem HCl hoặc 

metoprolol tartrat bởi của λ-Car. Kết quả giải phóng dược chất của các phức hợp 

cho thấy diltiazem tạo phức với Car ít hòa tan và ổn định hơn so với metoprolol. 

Phức hợp metoprolol kém ổn định hơn nên dễ bị ăn mòn và hòa tan, trong khi 

diltiazem tương tác mạnh với Car làm phức hợp trở nên bền vững và kém hòa tan. 

Các tác giả đề xuất hai phức hợp mang thuốc cũng giải phóng theo hai cách khác 

nhau: với metoprolol tartrate/Car bị hòa tan theo kiểu cổ điển (thuốc bị rã và hòa tan 

vào dung dịch) do tương tác yếu giữa metoprolol với Car, các phân tử tương tác 

mạnh với nước, phức hợp hút nước mạnh và trương nở; với diltiazem HCl tương tác 

mạnh với Car nên phức hợp bền vững và hòa tan theo kiểu khuếch tán [106]. 

 Một nghiên cứu khác báo cáo cơ chế giải phóng thuốc cation (doxazosin 

mesylate) từ viên nén trên λ-Car. Các thí nghiệm được thực hiện trong các dung 

dịch có nồng độ ion khác nhau và bổ sung chất hoạt động bề mặt anion như sodium 

dodecyl sulfate (SDS). Kết quả cho thấy, sự giải phóng thuốc phụ thuộc tỷ lệ 

thuốc/polyme và bổ sung SDS ở nồng độ dưới nồng độ mixen tới hạn làm chậm quá 

trình giải phóng thuốc do phần kỵ nước của SDS đã tương tác với phức hợp 

thuốc/polyme làm giảm khả năng hòa tan của phức hợp. Trong khi ở nồng độ cao 

hơn nồng độ mixen tới hạn, SDS lại kéo doxazosin mesylate ra khỏi phức hợp và 

hình thành các hạt mixen giúp đẩy nhanh quá trình giải phóng thuốc [107].  

1.3.2. Collagen mang dược chất 

Trong những năm gần đây, đã có một số công trình khoa học nghiên cứu về 

collagen mang một số loại thuốc như: doxycycline, triphala, tobramycin hoặc 

ciprofloxacin, gentamicin [108]… 

Nghiên cứu sự giải phóng nano poly(N-isopropylacrylamit) từ màng tổ hợp 
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collagen-sulfate mang hạt nano poly(N-isopropylacrylamit) trong mạch máu. Tổ 

hợp này có tác dụng giảm sự kết dính tế bào và tiểu cầu với bề mặt collagen. Các 

nghiên cứu in vitro cho thấy các hạt nano có liên kết với collagen và có thể mang và 

giải phóng các peptide chống viêm, với các hạt làm giảm viêm trong các tế bào cơ 

nội mô 30% và cơ trơn 40%. Khi kết hợp với collagen, các hạt nano poly(N-

isopropylacrylamide) tăng sự di chuyển trong nội mô, đồng thời tránh sự hấp thu 

bởi các tế bào cơ trơn, chúng có thể thúc đẩy tái tạo lớp nội mô bị tổn thương trong 

khi vẫn gắn với collagen và giải phóng các peptide chống viêm cục bộ vào vùng bị 

tổn thương. Kết hợp collagen gắn kết các hạt nano poly(N-isopropylacrylamit) có 

khả năng làm giảm viêm và đồng thời thúc đẩy tái tạo mô trong nội mạc sau khi 

bong màng mạch [109]. 

Cascone và cộng sự đã nghiên cứu ảnh hưởng của composite 

collagen/poly(vinyl alcohol) dạng hydrogel (C/PVA) đến khả năng giải phóng hormon 

tăng trưởng GH. Các mẫu hydrogel C/PVA mang GH đã được nghiên cứu giải 

phóng GH trong dịch mô phỏng cơ thể người (SBF). Kết quả thu được cho thấy GH 

giải phóng chậm trong 3 ngày đầu tiên, sau đó, giải phóng nhanh. Lượng GH ban 

đầu không ảnh hưởng đến các mô hình giải phóng, tuy nhiên có ảnh hưởng đến tổng 

lượng GH giải phóng. Điều này chứng tỏ có một mối quan hệ trực tiếp giữa hàm 

lượng GH trong hydrogel và tổng lượng GH giải phóng. Hình 1.13a cho thấy các 

đường cong giải phóng GH từ hydrogel với cùng một lượng collagen (20%) nhưng 

nồng độ GH khác nhau. Khi tăng hàm lượng collagen trong hydrogel mang cùng 

một lượng GH (25 mIU) cũng làm tăng tổng lượng GH giải phóng (Hình 1.13b). 

Mẫu tổ hợp chế tạo ở tỷ lệ C/PVA = 30/70 giải phóng GH nhanh hơn đáng kể hơn 

so với mẫu tổ hợp chế tạo ở các tỷ lệ C/PVA = 20/80 và 10/90 [110]. Nồng độ GH 

được giải phóng từ các vật liệu có tác động cục bộ lên sự tăng sinh của tế bào. Tác 

dụng của GH đã được thử nghiệm in vitro, sử dụng các tế bào giống như nguyên 

bào xương của người (HOB) và đo sự tăng sinh tế bào và hàm lượng alkaline 

phosphatase sản sinh trong quá trình biệt hóa của tế bào HOB [110] (Hình 1.13). 
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Hình 1.13. (a) Lượng GH giải phóng từ C/PVA (20/80) ở nồng độ khác nhau, 

(b) Nồng độ GH (25mLU) giải phóng từ C/PVA ở tỷ lệ khác nhau 

1.3.3. Tổ hợp carrageenan/polyme khác mang dược chất  

 Mahdavinia và đồng nghiệp (2014) nghiên cứu ảnh hưởng của hạt nano từ 

tính (MNPs) và κ-Car đến sự trương nở và giải phóng của thuốc diclofenac sodium 

(DFNa) từ hạt nano hydrogel composite có cấu trúc mạng các mạch polyme đan 

xen. Hydrogel gồm κ-Car, polyvinyl alcohol và nano oxit sắt từ (FONPs). Nghiên 

cứu giải phóng thuốc DFNa từ hạt nano hydrogel composite cho thấy thuốc giải 

phóng không chỉ phụ thuộc pH của dung dịch mà còn phụ thuộc vào từ trường 

[111]. Hàm lượng thuốc giải phóng tăng khi tăng cường độ từ trường ngoài. Tại từ 

trường thấp, momen từ của MNPs liên kết với nhau làm cho các hạt MNPs có xu 

hướng kết tụ lại với nhau. Sự kết tụ của MNPs làm giảm kích thước lỗ xốp của 

hydrogel, do đó, làm giảm sự khuếch tán của thuốc vào trong dung dịch. Ở các dung 

dịch pH khác nhau, giải phóng thuốc DFNa từ hydrogel là khác nhau do sự khác 

biệt về độ hòa tan của thuốc. Giải phóng thuốc thấp nhất trong dung dịch đệm 

phosphate có pH 1,2 vì DS kém tan trong môi trường acid trong khi giải phóng 

thuốc ở dung dịch đệm pH 7,4 là lớn nhất. Ngoài ra, các tác giả cũng chứng minh sự 

có mặt κ-Car trong hạt nanohydrogel composite làm cho các hạt nano này có khả 

năng ức chế các vi khuẩn Gram (+). 

 Năm 2013, Bardajee và đồng nghiệp đã chế tạo nanocomposite κ-Car-g-

poly(acid acrylic)/SPION (hạt nano oxit sắt siêu thuận từ) mang deferasirox. 
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Nanocomposite chế tạo bằng cách thêm cùng lúc SPION và poly(acid acrylic) ghép 

vào κ-Car (κC-g-PAA). Hàm lượng thuốc giải phóng từ nanocomposite được cải thiện 

khi tăng pH và nhiệt độ. Trong điều kiện không có từ trường bên ngoài, lượng thuốc 

giải phóng từ nanocomposite trong dung dịch pH 7 cao hơn so với khi có mặt của từ 

trường ngoài. Điều này là do khi có từ trường ngoài, lực hút giữa SPION với các lỗ 

trống trong cấu trúc của hydrogel tăng mạnh, làm cho cấu trúc của hydrogel chặt chẽ 

hơn. Nhờ đó, thuốc được lưu giữ chặt chẽ trong hydrogel nên khả năng khuếch tán của 

thuốc từ hydrogel vào trong dung dịch giảm. Các nghiên cứu cũng cho thấy các 

hydrogel có tính tương thích sinh học cao và không độc hại, do đó, các hydrogel này 

rất hữu ích cho các ứng dụng trong y sinh [112]. 

Buchholz và cộng sự đã nghiên cứu khả năng kiểm soát của hệ ι-Car kết hợp 

với xenlulose vi tinh thể và lactose với các tỷ lệ khác nhau, có chứa sodium 

riboflavin 5’-photphate (vitamin B2). Nghiên cứu hòa tan của vitamin B2 đã được 

thử nghiệm trong dịch dạ dày (pH 1,2) và đệm photphat (pH 4,5). Kết quả chứng 

minh động học giải phóng thuốc là phù hợp với mô hình Korsmeyer–Peppas. Hàm 

lượng lactose có ảnh hưởng đến tính chất cơ học của hệ tổ hợp: khi hàm lượng thấp, 

độ đàn hồi của hệ tổ hợp giảm, dẫn đến viên nén có tính chất cơ học yếu [113]. 

Nghiên cứu chế tạo và kiểm soát giải phóng DFNa từ hạt hydrogel chitosan 

(CS)/Car trong dung dịch mô phỏng dịch của đường tiêu hóa được thực hiện bởi P. 

Piyakulawat và các cộng sự. Tỷ lệ CS/Car, hàm lượng DFNa, chất liên kết ngang 

cũng có khả năng ảnh hưởng đến việc giải phóng thuốc. Kết quả thu được tỷ lệ 

CS/Car = 2/1 và 5% DFNa (khối lượng/thể tích) có khả năng kiểm soát giải phóng 

DFNa và có thể duy trì sự giải phóng trong khoảng 8 giờ. Việc sử dụng chất liên kết 

ngang làm tăng thời gian kiểm soát giải phóng DFNa, trong đó sử dụng 

glutaraldehyde làm tăng thời gian kiểm soát việc giải phóng thuốc của hệ tổ hợp lên 

đến 24 giờ. Môi trường pH cũng ảnh hưởng đến quá trình giải phóng DFNa, ở môi 

trường pH 1,2 và pH 6,8 quá trình giải phóng DFNa diễn ra chậm, còn môi trường 

pH 7,4 quá trình giải phóng DFNa diễn ra nhanh hơn [114]. 

Trong một nghiên cứu sau đó, các tác giả đã nghiên cứu hệ carboxymethyl 

chitosan/κ-Car để mang và giải phóng thuốc sodium diclofenac. Kết quả giải phóng 
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thuốc trong ống nghiệm từ các hạt cho thấy quá trình giải phóng phụ thuộc vào độ 

pH. Hàm lượng thuốc được giải phóng thấp ở pH 1,2 trong khi ở pH 7,4 hàm lượng 

DFNa được giải phóng đã tăng lên đáng kể [115]. 

Trong những năm gần đây, các hạt nano Car/CS mang thuốc đã được nghiên 

cứu rộng rãi. Chúng thường được điều chế bằng phương pháp gel hóa ion hoặc hình 

thành các phức hợp polyelectrolyte bằng cách trộn Car với các polyme cation [116]. 

Khả năng liên kết của κ-, ι-, λ-Car và CS để tạo thành một tổ hợp mang glucose 

oxyase (GOD) và giải phóng có kiểm soát đã được nghiên cứu. Các phức hợp CS/κ-

Car ở tỷ lệ 3/5 có thể mang GOD với hiệu suất 79 %. Hiệu suất mang GOD của 

phức hợp CS/κ-Car phụ thuộc vào loại Car (κ- > ι- > λ-). Phức CS/κ-Car có khả 

năng bảo toàn 80,2% hoạt tính GOD trong dung dịch pH 1,2; 73,3% trong dung 

dịch chitosanase và 66,4% trong dung dịch pepsin. Quá trình giải phóng GOD từ 

phức hợp CS/κ-Car có tốc độ thấp nhất do sự hút nước làm trương nở của phức hợp 

CS/κ-Car [117]. 

1.3.4. Tổ hợp collagen/polyme khác mang dược chất  

 Montalbano và cộng sự tiến hành tổng hợp hydrogel sinh học 

collagen/alginat/sợi (CAF) cho kỹ thuật mô mềm. Hydrogel điều chế từ các polyme 

thiên nhiên có khả năng bắt chước cấu trúc ngoại bào của tế bào gốc và cung cấp 

môi trường vi mô để duy trì chức năng của tế bào, kích thích hình thành mô mới. 

Hydrogel CAF có khả năng liên kết với các mô mềm ban đầu, tương thích sinh học 

với tế bào L929, tế bào tụy β- MIN6 và tế bào gốc trung mô ở người (hMSCs). 

Hydrogel CAF, đặc biệt với 2,5% (khối lượng/thể tích) collagen, làm tăng khả năng 

hình thành enzym alkaline phospFThatase trong tế bào hMSCs cho thấy khả năng 

thúc đẩy hoạt động tạo xương. Ngoài ra, hydrogel CAF cũng tăng hoạt động trao 

đổi chất của β- MIN6 và thúc đẩy quá trình hồi phục tế bào hình cầu với kích thước 

từ 50 đến 150 μm vào ngày thứ 7. Các kết quả trên đã chứng minh tiềm năng ứng 

dụng của hydrogel CFA trong điều trị bệnh tiểu đường [118]. 

  Ming-Mao Chen và cộng sự (2015) đã nghiên cứu chế tạo và xác định đặc 

trưng, tính chất của màng collagen/chitosan có chứa các hạt nano glycol chitosan 

biến đổi cholesteol (DBC) (CoL/Ch/DBC) mang thuốc doxorubicin (Dox). Khả 

năng kiểm soát giải phóng thuốc Dox được các tác giả khảo sát trong các dung dịch 
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đệm phosphat pH 7,4; 6,5 và 5,8 (Hình 1.14). Dox giải phóng nhanh từ tất cả các 

mẫu màng tổ hợp trong giai đoạn đầu và sau đó giải phóng chậm dần. Ở cùng một 

pH khảo sát, tốc độ giải phóng Dox từ các màng tăng lên khi giảm hàm lượng 

chitosan trong màng. Tốc độ giải phóng thuốc tăng trong các môi trường pH thấp cho 

thấy giải phóng thuốc Dox từ các màng này rất nhạy với độ pH của môi trường [119].  

 

Hình 1.14. Đồ thị giải phóng thuốc Dox từ màng tổ hợp CoL/Ch/DBC mang thuốc Dox 

hàm lượng CoL/Ch khác nhau trong các dung dịch đệm pH 7,4 (a), 6,5 (b) và 5,8 (c) 

 Pathan và cộng sự (2018) đã nghiên cứu chế tạo nanogel trên cơ sở collagen 

được chiết tách từ vảy cá, hydroxypropyl metyl cellulose mang curcumin (CNG) và 

ứng dụng nanogel này làm vật liệu chữa lành vết thương. Các thử nghiệm ex-vivo và 

in-vivo đã chứng minh nanogel CNG khá ổn định và có khả năng chữa lành vết 

thương hiệu quả [120]. 

  Các hydrogel trên cơ sở collagen loại I có chứa các hạt nano chitosan mang 

insulin đã được chế tạo nhằm thúc đẩy quá trình tái tạo thần kinh ngoại biên. Các 

hydrogel này giúp tăng tỷ lệ tăng sinh của các tế bào Schwann. Dựa trên các xét 

nghiệm trên chuột Wistar, các tác giả chỉ ra rằng hydrogel mang insulin với liều 

1000 IU có khả năng thúc đẩy quá trình tái tạo các khuyết tật thần kinh [121]. 

 Ảnh hưởng của tỷ lệ thành phần, tỷ lệ pha dầu/pha nước, tốc độ khuấy và 

một số yếu tố khác đến quá trình chế tạo và tính chất của hạt vi cầu 

collagen/carboxymethyl chitosan mang ligustrazine hydrochloride đã được nghiên 

cứu bởi Qiang Lin và cộng sự [122]. Các tác giả tìm được điều kiện thích hợp để 

chế tạo hạt vi cầu là tỷ lệ carboxymethyl chitosan/collagen là 1/2, tỷ lệ thuốc/vật 

liệu là 1/2, tỷ lệ pha dầu/pha nước là 5/1, nồng độ span80 là 0,5%, tốc độ khuấy là 

600 vòng/phút, thể tích của tác nhân liên kết ngang là 3 mL, thời gian xử lý liên kết 

ngang là 3 giờ. Các vi hạt thu được có đường kính từ 0,05-1,25 mm, hiệu suất mang 
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thuốc đạt 86,09 %. Tốc độ giải phóng ligustrazine hydrochloride từ hạt vi cầu trong 

dung dịch đệm pH = 1,0 đạt 66% trong vòng 1 giờ, sau đó ổn định trong vòng 5 giờ 

tiếp theo [122]. 

1.3.5. Tổ hợp carragennan/collagen mang dược chất 

 Do tính tương thích sinh học cao, dễ phân huỷ và không gây độc nên tổ hợp 

carragennan/collagen đã được quan tâm nghiên cứu làm vật liệu mang thuốc, dược 

chất. Nghiên cứu của Wenpo Feng (2017) và cộng sự cho thấy composite collagen-

hydroxyapatite/κ-carrageenan (C-HAp/κ-Car) có cấu trúc tương tự như cấu trúc của 

xương tự nhiên [123]. Kết quả nghiên cứu XRD và SEM của vật liệu tổ hợp cho 

thấy HAp được phân tán tốt trong các polyme sinh học. Phổ FT-IR chỉ ra rằng các 

nhóm N-H và COO- của collagen đã liên kết với HAp. κ-Car có vai trò là chất liên 

kết ngang, làm giảm khả năng hút ẩm và khả năng phân hủy sinh học của C-HAp. 

Nghiên cứu các tính chất gồm tính chất cơ học, khả năng hút ẩm, khả năng phân 

hủy sinh học, khả năng gây độc tế bào của vật liệu composite C-HAp/κ-Car đã chỉ 

ra rằng vật liệu này có tiềm năng trong điều trị tái tạo xương [123]. 

 Nogueira và cộng sự (2019) cũng nghiên cứu vật liệu màng lai vô cơ và hữu 

cơ C/ι-Car/HAp trong việc tái tạo xương. Hydrogel đã được chế tạo bằng cách hòa 

tan collagen thuỷ phân và ι-Car trong hỗn hợp dung dịch nước có chứa CaCl2 và 

H3PO4. pH được tăng dần bằng cách thêm dung dịch NH3 25% để kết tủa khoáng 

vào hydrogel. Sau đó, màng được chế tạo bằng phương pháp đúc dung môi là 

phương pháp khuôn được ngâm vào dung dịch chứa hydrogel, sau khi dung môi bay 

hơi hết sẽ thu được màng C/ι-Car/HAp. Phổ IR và giản đồ XRD cho thấy HAp đã 

được hình thành trong hydrogel với kích thước tinh thể khoảng 12 nm, nhỏ hơn so 

với kích thước apatit trong xương. Các đặc tính bề mặt của màng C/ι-Car/HAp gồm 

độ ẩm bề mặt và năng lượng bề mặt (γS) được đánh giá bằng phương pháp đo góc 

tiếp xúc (θc). θc thấp (8,5-16,8
o
) chỉ ra rằng màng lai là ưa nước, trong khi giá trị γS 

cao, khoảng 70,6 mJ.m
-2

 có thể tạo điều kiện thuận lợi cho sự kết hợp phân tử sinh 

học vào bề mặt màng C/ι-Car/HAp [124].  

 Nogueira và công sự sử dụng collagen loại I kết hợp với κ-Car để chế tạo bộ 

khung khoáng hóa mô phỏng môi trường vi mô của xương tự nhiên. Hình ảnh SEM 
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cho thấy trên C/κ-Car các sợi collagen đồng nhất và sắp xếp đan xen nhau. Các 

nguyên bào xương MC3T3-E1 được nuôi cấy trong khung collagen và có khả năng 

tồn tại sau tối đa 7 ngày nuôi cấy, cả khi có và không có κ-Car. Sự có mặt của κ-Car 

trong khung collagen đã kích thích sự khoáng hóa của các tế bào, cũng như khả năng 

khoáng hóa chất nền ngoại bào sau 14 và 21 ngày nuôi cấy. Từ các kết quả thu được 

cho thấy hệ C/κ-Car có vai trò trong quá trình tổng hợp tái tạo tế bào xương [125]. 

Nogueira và cộng sự tổng hợp các màng lai HAp/C/Polysacarit và nghiên 

cứu khả năng kháng khuẩn và tác dụng của chúng đối với nuôi cấy nguyên bào 

xương. HAp được đưa lên màng C/Polysacarit bằng phương pháp insitiu (phương 

pháp 1) hoặc tổng hớp HAp rồi mới đưa lên màng C/Polysacarit (phương pháp 2). 

Polysacarit được sử dụng trong nghiên cứu là CS hoặc Car. Sự có mặt của HAp đã 

cải thiện tính chất cơ học của màng, tăng khả năng thấm ướt và năng lượng tự do bề 

mặt. Các phân tích XRD, Raman và SEM cho thấy rằng các màng lai được tạo ra 

băng phương pháp 1 có hình thái đồng nhất. Ngoài ra, các tính chất lý, hóa và cơ 

học phụ thuộc vào thành phần của màng polyme. Trên thực tế, lượng HAp được tạo 

thành khi có mặt CS cao hơn κ-Car. Màng chứa CS không độc đối với nguyên bào 

xương, trong khi màng chứa κ-Car làm giảm khả năng sống của tế bào sau khi nuôi 

cấy trong 24 và 72 giờ. Điều này có thể liên quan đến tốc độ phân hủy cao, độ ổn 

định thấp và tính toàn vẹn thấp của màng chứa κ-Car trong môi trường nuôi cấy tế 

bào. Sau khi hạt AgNP được thêm vào màng giúp màng có tác dụng kháng khuẩn 

chống lại E. coli, S. aureus và P. aeruginosa. Tác dụng này phụ thuộc vào tốc độ 

giải phóng AgNP. Nhìn chung, những kết quả này mở ra những con đường đơn giản 

và đầy hứa hẹn để phát triển một thế hệ màng lai mới với tốc độ phân hủy và đặc tính 

kháng khuẩn có thể kiểm soát được [126]. 

1.4. Tổng quan về dược chất allopurinol và polyme mang allopurinol 

1.4.1. Tính chất chung 

Allopurinol (ALP) là thuốc tổng hợp dạng bột mịn màu trắng. Ít tan trong 

nước, ethanol, tan tốt trong dung dịch NaOH 1M (50 mg/mL). 

Công thức phân tử của ALP là C5H4N4O. 

  Khối lượng phân tử: 136,11g/mol. 

  Tên theo hệ thống IUPAC: 1,2-dihydropyrazolo[3,4-d]pyrimidin-4-one 
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Công thức cấu tạo của allopurinol: 

 

ALP có tác dụng ức chế xanthine oxidase, thường được sử dụng trong 

điều trị bệnh gút và tăng acid uric máu. Nó có tính acid yếu (pKa 9,4), vẫn kết 

hợp trong môi trường acid dạ dày dẫn đến sự hấp thụ nhanh hơn từ dạ dày. Vị trí 

chính để hấp thu ALP là tá tràng và hỗn tràng trên, trong khi sự hấp thu của nó 

chậm hơn và không đầy đủ ở hỗng tràng dưới. Thời gian bán hủy sinh học của 

ALP là 1–3 giờ, điều này cho thấy rõ ràng nhu cầu phát triển các công thức giải 

phóng kéo dài. Trong nghiên cứu so sánh sinh khả dụng của 5 công thức ALP, 

Jaeger và cộng sự [127] đã phát hiện ra rằng các công thức giải phóng chậm cho 

thấy sinh khả dụng cao hơn đáng kể so với các công thức thông thường, do 

lượng ALP giải phóng ít hơn ở vùng dạ dày và ruột non. Mặc dù ALP thường 

được sử dụng để giảm uric acid, nhưng người ta ước tính rằng khoảng 10% số 

người được điều trị bằng ALP phát triển các phản ứng bất lợi nhỏ thường biến 

mất sau khi ngừng sử dụng ALP [128]. Các tác dụng phụ phổ biến nhất của ALP 

là rối loạn tiêu hóa, phản ứng quá mẫn và phát ban da [129]. 

1.4.2. Dược lực 

Giảm nồng độ acid uric trong máu (ức chế quá trình tổng hợp acid uric và tăng 

bài tiết qua nước tiểu). Acid uric chuyển hóa thành muối urat dạng tinh thể, muối này 

tích trữ trong khớp xương nhỏ gây viêm gout. Acid uric tăng cũng gây sỏi thận. ALP 

cũng dùng ngăn ngừa và điều trị sỏi thận, bệnh leishmania và viêm khớp cấp [1]. 

Ngoài ra, nếu sử dụng trực tiếp ALP có thể gây tác dụng phụ trên da như 

phát ban da) hoặc gây sốt, run rẩy và viêm mạch dẫn đến tổn thương thận và gan. 

Ngoài tác dụng phụ trên, ALP còn gây nôn mửa và tiêu chảy, giảm bạch cầu, vàng 

da, thiếu máu, rụng tóc, suy tủy [1]. 

- Hấp thu: ở ống tiêu hóa, ALP được hấp thu gần như hoàn toàn, nồng độ đạt 

đỉnh sau khi uống 4 giờ. 
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 - Phân bố: ALP thuốc ít liên kết với protein huyết tương, thể tích phân bố 0,6 L/kg. 

 - Chuyển hóa: ALP chuyển hóa thành oxypurinol còn hoạt tính. 

 - Thải trừ: thuốc ALP chuyển hóa thành oxypurinol và thải trừ qua nước tiểu, 

thời gian bán thải khoảng 1 giờ (oxypurinol là 18 - 20 giờ). 

ALP tăng hoạt tính sau khi uống và được hấp thu ở ống tiêu hóa. Các nghiên 

cứu đã chứng minh sau khi uống ALP 30 - 60 phút, thuốc được hấp thu vào máu. 

Sinh khả dụng của ALP thay đổi trong khoảng từ 67 đến 90%. Sau khi uống 1,5 giờ 

thì hàm lượng ALP trong huyết tương đạt đỉnh và giảm mạnh sau đó và không còn 

sau 6 giờ. Hàm lượng oxypurinol trong huyết tương đạt đỉnh sau khi uống 3 – 5 giờ 

và kéo dài lâu hơn. 

ALP ít gắn vào protein huyết tương do vậy việc thay đổi về gắn kết với huyết 

tương không làm thay đổi hệ số thanh thải của All. Thể tích biểu kiến của sự phân 

bố ALP khoảng 1,6 L/kg cho thấy sự phân bố tương đối mạnh trong mô. Khoảng 

20% ALP được thải trừ trong phân sau khi uống. thời gian bán thải của ALP trong 

huyết tương khoảng 1 đến 2 giờ. Oxypurinol ức chế xanthine oxydase yếu hơn ALP 

nhưng thời gian bán thải trong huyết tương của oxypurinol lại dài hơn (13 – 30 giờ) 

[130]. Do vậy, sự ức chế hiệu quả xanthine oxydase được duy trì trong 24 giờ với 

một liều đơn All. Với có chức năng thận bình thường thì bệnh nhân thường tích lũy 

dần oxypurinol đến khi đạt được nồng độ ở trạng thái ổn định. Những bệnh nhân 

như vậy, liều dùng 100 mg ALP/ngày thường có nồng độ oxypurinol huyết tương từ 

5 đến 10 mg/L. 

1.4.3. Cơ chế tác dụng 

ALP và chất chuyển hóa của nó, oxypurinol, có hoạt tính ức chế enzyme 

xanthine oxydase, ngăn chặn sự chuyển đổi các tiền chất oxypurin, hypoxanthine và 

xanthine thành acid uric nhờ đó mà nồng độ acid uric trong máu giảm [131]. 

1.4.4. Polyme mang allopurinol 

Cho đến nay, nhiều hệ tổ hợp khác nhau đã được nghiên cứ chế tạo để mang 

và giải phóng ALP có kiểm soát. Các chất mang thuốc ưa nước như 

polyvinylpyrrolidon (PVPk30), polyetylen glycol 6000 (PEG 6000) đã được sử 

dụng với các tỷ lệ 1:1, 1:2 và 1:4 (thuốc:chất mang). Khả năng hòa tan trong nước của 
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ALP tăng khi kết hợp cả hai polyme PVPk30 và PEG 6000. Sharma đã phát triển và 

bào chế dạng viên nén từ polyoxyetylen (PEO), Carbopol 934P và sodium 

carboxymethyl cellulose, cho thấy các đặc tính giải phóng mong muốn và cải thiện sinh 

khả dụng của ALP [132]. El-Gibaly và Abdel-Ghaffar (2005) đã chế tạo các hạt bằng 

sáp ong và hexacosanol để giải phóng ALP một cách bền vững, và phát hiện ra rằng sự 

kết hợp của hexacosanol trong hệ tổ hợp đã kéo dài đáng kể thời gian giải phóng ALP 

trong dịch mô phỏng dịch dạ dày và mô phỏng dịch ruột [133]. Một miếng dán ngoài 

da hai lớp gồm ketoprofen và ALP dùng để điều trị viêm khớp cũng được thiết kế để 

giải phóng ALP bền vững bởi Arshad và cộng sự [134]. Tuy nhiên, có rất ít nghiên cứu 

về quá trình tổ hợp và giải phóng ALP trong các sợi nano, đặc biệt là trong các sợi 

nano polyme sinh học. Trong nghiên cứu trước đây, các sợi nano gelatin/zein sử dụng 

chất liên kết ngang glucose đã được chế tạo và khả năng kháng dung môi được cải 

thiện so với các sợi không liên kết ngang [135]. Ở đây, ALP đã được bọc trong sợi 

nano gelatin/zein liên kết ngang bỏi glucose để giải phóng ALP bền vững. Ngoài ra, tác 

dụng ức chế in vitro chống lại xanthine oxidase đã được nghiên cứu [136]. 

Trong nghiên cứu của Karima Badis, các tổ hợp mang ALP, đã được chế tạo 

bằng quá trình bay hơi dung môi. Các chất mang được sử dụng như ethylcellulose, poly(ε-

caprolactone), β-cyclodextrin và hydroxypropylmethyl cellulose. Ảnh hưởng của tỷ lệ 

thành phần và điều kiện chế tạo đến hiệu suất mang thuốc và động học giải phóng 

thuốc đã được nghiên cứu. Tùy theo tốc độ khuấy và thành phần của các vi hạt, tải 

lượng hoạt chất nằm trong khoảng từ 10,46 ± 1,45 đến 46,40 ± 0,5%. Các vi cầu có 

dạng hình cầu và đường kính trung bình (d32) của các vi hạt thu được là nhỏ hơn và 

nằm trong khoảng từ 47,71 đến 151,01 µm. Kết quả giải phóng thuốc cho thấy tốc độ 

giải phóng bị ảnh hưởng bởi đặc tính của các vi hạt; cụ thể là tốc độ khuấy và thành 

phần của các vi hạt. Cơ chế giải phóng được xác định bằng cách lập mô hình Higuchi 

và Korsmeyer-Peppas [137]. 

Một nghiên cứu khác về kỹ thuật điều chế các hạt albumin được phủ ALP có 

kích thước nhỏ từ 1 đến 5 µm. Sự kết hợp này của các hợp chất có thể hữu ích cho quá 

trình điều trị đột quỵ do thiếu máu cục bộ. Thuốc có tác dụng ngăn ngừa sự hình thành 

các cục máu đông, các phản ứng oxy hóa và bắt đầu tái tạo tế bào [138]. 

Gurpreet Kandav và cộng sự (2019) đã chế tạo hạt nano siêu thuận từ chitosan 
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mang ALP (A-CNPs) trong điều trị tăng acid uric trong máu. Kích thước hạt thu được 

trong khoảng 46,40–91,65 nm. Các nghiên cứu in-vivo về A-CNPs cho thấy sự hấp thu 

ALP ở thận tăng gấp 19,07 so với ALP tinh khiết sau 2 giờ dùng thuốc ở chuột [139].  

Trong điều trị viêm niêm mạc, dung dịch hoặc hỗn dịch của ALP được đưa 

vào khoang miệng để tác động trực tiếp lên chỗ viêm. Vì vậy, ALP cần phải được giải 

phóng ngay khi tiếp xúc với nước bọt, được tiết ra từ các tuyến nước bọt. Yoshifumi 

và cộng sự đã nghiên cứu chế tạo màng mang ALP từ sodium alginate với độ dày 50 

µm. Tác giả đã thử nghiệm ngâm màng trong 10 mL dung dịch nước muối sinh lý và 

quan sát thấy màng trương nở nhanh và tự tan trong vòng 20–30 phút. Đặc biệt, tất cả 

ALP đã được giải phóng hết trong vòng 10 phút [140]. 

Tomoda và cộng sự đã chế tạo hạt vi cầu chứa ALP được mang bởi hạt ι-Car và κ-

Car bằng phương pháp phun sấy. Các vi cầu có đường kính trung bình vào khoảng 10 µm, 

hiệu suất mang thuốc hơn 70%. ALP được giải phóng khỏi các vi cầu trong 400 phút khi 

được mang bởi ι-Car và có tác dụng kéo dài đến 600 phút khi sử dụng κ-Car [141]. 

Hanawa đã chế tạo nước súc miệng chứa Car/PEO/ALP trong điều trị viêm 

niêm mạc khoang miệng. Sản phẩm thu được tăng tính bám dính trên niêm mạc miệng 

so với sử dụng ALP, từ đó làm tăng hiệu quả điều trị [142]. 

Từ các nghiên cứu và trình bày ở trên, có thể thấy giải pháp xử lý một cách có 

hệ thống vảy cá để hạn chế ô nhiễm môi trường, đồng thời thu collagen chưa được 

quan tâm thỏa đáng. Các nghiên cứu về polyme mang dược chất ALP chủ yếu là các 

polyme bán tổng hợp như PEG 6000, PVPk30, poly(etyl-cyanoacrylat), 

polymetylmetacrylat... Có rất ít nghiên cứu sử dụng các polyme thiên nhiên (như 

chitosan, carrageenan, collagen) làm chất mang thuốc ALP. Đặc biệt là, cho đến nay, 

chế tạo tổ hợp carrageenan/collagen (Car/C) làm chất mang ALP chưa được tập trung 

nghiên cứu. Sự kết 2 polyme Car/C sẽ phát huy hiệu quả trong điều trị bệnh gút nhờ 

những ưu điểm của các polyme này. Hydrogel Car/C giúp kiểm soát và giải phóng 

thuốc ALP dễ dàng hơn nhờ các tương tác vật lý giữa ALP với carrageenan và collagen, 

đồng thời cải thiện khả năng hoà tan của ALP, tăng sinh khả dụng của thuốc khi sử dụng. 

Vì vậy, đề tài có ý nghĩa khoa học và ý nghĩa thực tiễn. 
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CHƯƠNG 2. THỰC NGHIỆM 

 

2.1. Hóa chất, dụng cụ 

Potassium chloride (KCl) rắn, potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 

rắn, hydrochloric acid (HCl) 37 %, sulfuric acid (H2SO4) đặc, phosphoric acid 

(H3PO4), sodium hydroxide (NaOH) rắn, acetic acid (CH3COOH) đặc, sodium 

chloride (NaCl) rắn, citric acid (C(OH)(CH2COOH)2COOH): sản phẩm thương mại 

của Trung Quốc 

Carrageenan được cung cấp bởi hãng Sigma Aldrich (Mỹ) ở dạng bột màu 

trắng ngà, độ pH (1,5 % trong nước) = 7,5-10,5, độ ẩm ≤ 12 %. 

Allopurinol: Độ tinh khiết ≥ 98 %; chất bột màu trắng, mịn; không tan trong 

clorofom, ít tan trong nước, etanol; tan tốt trong dung dịch kiềm, sản phẩm của hãng 

Sigma-Aldrich (Hoa Kỳ). 

Acetonitrile (CH3CN): Độ tinh khiết ≥ 99,9 %; là chất lỏng, không màu; sản 

phẩm của hãng Sigma Aldrich (Mỹ). 

Ammonium bicarbonate (NH4HCO3): Độ tinh khiết ≥ 99 %; là chất rắn màu 

trắng; nhiệt độ nóng chảy 60 
o
C; độ tan (ở 20 

o
C) 79,1 g/L; sản phẩm của hãng 

Sigma Aldrich (Mỹ). 

Iodoacetamide (ICH2CONH2): Độ tinh khiết ≥ 99 %; là chất rắn kết tinh; 

nóng chảy ở 95 
o
C; sản phẩm của hãng Sigma Aldrich (Mỹ). 

Formic acid (HCOOH): Độ tinh khiết ≥ 95 %; là chất lỏng, không màu; sản 

phẩm của hãng Sigma Aldrich (Mỹ). 

Thuốc nhuộm Coomassie Brilliant Blue R-250: sản phẩm của hãng Biobasic-

Canada. 

Polyethylene oxide (PEO): chất bột màu trắng; khối lượng phân tử trung bình 

Mv 200.000 g/mol; khoảng nhiệt độ nóng chảy: 61,7 – 66,65 °C; độ pH 5,5 – 7.0 

(nồng độ 50 g/L ở 25 °C); sản phẩm của hãng Sigma Aldrich (Mỹ). 

2.2. Trích ly collagen từ vảy cá (họ cá chép –  Cyprinidae) 

2.2.1. Xử lý sơ bộ nguyên liệu đầu vào (Bước 1) 

Vảy cá hỗn hợp của họ cá chép bao gồm hỗn hợp vảy cá trắm cỏ – 

Ctenopharyngodon idella, vảy cá trôi – Labeo rohita, vảy cá chép – Cyprinus 
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Carpio, vảy cá rô phi – Oreochromis niloticus thu từ chợ Nghĩa Tân – Cầu Giấy – 

Hà Nội và chợ Phúc Yên – Phúc Yên – Vĩnh Phúc được rửa sạch bằng nước thường 

và nước cất sau đó phơi khô dưới điều kiện tự nhiên. Quá trình này nhằm loại bỏ 

một phần lượng protit và tạp chất bám trên da cá. Tất cả các bước xử lý tiếp theo, 

vảy ngâm trong các dung dịch khảo sát đều được tiến hành ở 4 
o
C. 

2.2.2. Xử lý protein và chất béo bằng dung dịch kiềm (Bước 2) 

Ngâm 5 gam vảy cá trong dung NaOH: trong công đoạn này, tiến hành khảo 

sát thời gian ngâm và nồng độ NaOH thích hợp để đạt được hiệu quả cao. Theo đó, 

ngâm vảy cá trong dung dịch NaOH 0,2 – 1M với tỷ lệ 1/20 (khối lượng vảy 

cá/khối lượng dung dịch) kết hợp khuấy từ trong thời gian 5 – 12 giờ, giúp loại bỏ 

mùi tanh của vảy cá nhằm làm sạch hoàn toàn các tạp chất bẩn, lipid, máu, mùi 

tanh, chất nhờn và cắt đứt các liên kết hydro của collagen làm cho các mạch này trở 

nên lỏng lẻo, tạo điều kiện cho quá trình chiết collagen được dễ dàng. 

Rửa sạch vảy cá, cắt nhỏ cỡ milimet nhằm tạo diện tích tiếp xúc lớn giữa 

nguyên liệu và dung môi chiết, tăng hiệu quả tách hydroxyapatite (HAp) và chiết 

collagen ở bước sau. 

2.2.3. Xử lý khoáng bằng dung dịch hỗn hợp acid khác nhau (Bước 3) 

Ngâm vảy cá đã rửa sạch ở bước 2 trong các dung dịch hỗn hợp acid với các 

nồng độ khác nhau (Bảng 3.3). Khuấy từ liên tục hỗn hợp trên trong 20 phút (khi 

tăng thời gian khuấy, khối lượng HAp thu được không đổi), tỉ lệ ngâm 1:20 (khối 

lượng vảy cá: khối lượng dung dịch). Sau khi khuấy, thu được hai phần: phần dung 

dịch chứa HAp hòa tan và phần vảy cá đã xử lý. 

2.2.4. Thu collagen thô (Bước 4) 

Vảy cá sau xử lý acid (ở Bước 3) tiếp tục được rửa với nước thường, rửa tiếp 

bằng nước cất đến môi trường trung tính (dùng giấy quỳ thử đến pH 7). Sau đó, 

ngâm vảy cá thu được trong dung dịch CH3COOH 0,5 M trong 24 giờ. Với tỉ lệ 

ngâm khối lượng vảy cá/khối lượng dung dịch là 1/10.  

 Sau khi ngâm vảy cá 24 giờ với dung dịch acid CH3COOH 0,5 M, lọc ta thu 

được dung dịch chứa collagen hòa tan. Kết tủa collagen bằng NaCl rắn với khối 

lượng NaCl/khối lượng dung dịch = 10 % trong nước đá. Sau đó, chiết tách thu 

được collagen thô (phần kết tủa trắng bông nổi ở phía trên cốc – Hình 2.1). 
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Collagen thô được hòa tan lại trong dung dịch acid CH3COOH 0,5 M sau đó kết 

tinh lại để thu được collagen có độ tinh khiết cao. 

 Cho phần collagen kết tủa vào túi thẩm tích (Trọng lượng phân tử: 14.000 

Daltons, chiều ngang: 44mm, chiều dài : 100mm), sau đó ngâm trong nước cất và 

khuấy trên máy khuấy từ trong 48 giờ (sau 1- 2 giờ thay nước cất một lần). Đem 

collagen sau thẩm tích đổ ra khay kính rồi để đóng đá trong tủ lạnh. Sau đó, tiến 

hành đông khô collagen sau thẩm tích trên thiết bị FreeZone 2.5 (Labconco, Mỹ) tại 

Viện Hoá học các hợp chất thiên nhiên, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt 

Nam. Sản phẩm collagen tinh thu được được bảo quản lạnh trong túi PE kín. 

Hàm lượng tương đối của collagen thu được từ vảy cá được tính theo tỷ lệ 

giữa khối lượng collagen thu được so với khối lượng vảy cá ban đầu: 

%mcollagen = 
mcollagen

mvảy cá
.100% 

  

Hình 2.1. Collagen kết tủa (trái), collagen sau khi đông khô (phải) 
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Sơ đồ 2.1. Quy trình trích ly và tinh chế collagen từ hỗn hợp vảy cá (họ cá chép) 

 tại Việt Nam 

2.2.5. Nhận diện collagen thu được từ vảy cá 

2.2.5.1. Xử lý mẫu 

Mẫu dạng khô: được bổ sung SDS-PAGE Sample Loading Buffer 1X cho vào 

biến tính ở 95
o
C, 10 phút. Tiến hành điện di protein trên SDS-PAGE [143]. 

Mẫu dạng dung dịch: bổ sung hạt Nano kim cương (ND) (10µg/µL) vào mẫu 

(mẫu đã được pha loãng 10 lần với PBS 1X). Ủ phản ứng trong vòng 10 phút. Ly 

tâm với lực ly tâm 13000 xg, sau 5 phút thu kết tủa. Rửa tủa với PBS 1X, siêu âm 5-

10 phút, sau đó ly tâm với lực ly tâm 13000 xg, sau 5 phút thu kết tủa. Bổ sung 

SDS-PAGE Sample Loading Buffer 1X tới phức hợp tủa protein-ND, siêu âm trong 

15 phút để tái hòa tan phức hợp mẫu. Tiến hành biến tính và chạy điện di protein 

trên SDS-PAGE [143]. 

  



47 
 

 

2.2.5.2. Thủy phân protein bằng trypsin  

 Sau khi điện di SDS-PAGE, dựa vào kết quả điện di chúng tôi tiến hành rửa 

gel và cắt các băng protein quan tâm. Rửa các mảnh gel với dung dịch rửa 

(acetonitrile 50%, NH4HCO3 100mM) (dung dịch A) ở 30 
o
C cho đến khi loại bỏ 

hết màu xanh của thuốc nhuộm Coomassie. Bổ sung acetonitrile (ACN) 100% để 

loại nước trong gel trong 5 phút, làm khô gel. Sau đó các mảnh gel được khử bằng 

dung dịch khử (dithiothrietol 10mM, NH4HCO3 100mM) ở 56 
o
C trong 45 phút rồi 

được làm lạnh ở nhiệt độ phòng. Sau khi khử các cầu nối disulfide giữa các gốc 

cysteine trong phân tử protein, các mảnh gel được alkyl hóa bằng dung dịch 

iodoacetamide 50mM trong NH4HCO3 100mM. Tiếp tục ủ gel ở nhiệt độ phòng 

trong tối 45 phút. Sau đó làm sạch gel bằng dung dịch rửa (dung dịch A). Bổ sung 

acetonitrile 100% để loại nước trong gel trong 5 phút, làm khô gel. Gel được hòa lại 

bằng dung dịch thủy phân ( 10 ng/µL trypsin  trong  NH4HCO3 50mM, ACN 10%)  

và ủ trong đá lạnh trong 30 phút, tiếp tục bổ sung  NH4HCO3 50mM và ủ ở 30 
o
C 

trong 18 tiếng. Cho axit formic vào mẫu thủy phân (sao cho nồng độ axit formic 

cuối cùng là 1%) để dừng phản ứng thủy phân bằng enzym. Chuyển dịch nổi sang 

một ống eppendorf sạch. Bổ sung dịch chiết (acetonitrile 50%, axit formic 5%) vào 

gel, để 45 phút rồi siêu âm 5 phút. Chuyển dịch nổi sang ống eppendorf ở bước trên. 

Lặp lại bước này một lần nữa, sau đó bổ sung acetonitrile 90% / axit formic 5 %  để 

trong 5 phút rồi chuyển dịch nổi sang ống eppendorf ở bước trên (tổng cộng 3 lần 

chiết).  Hỗn hợp dịch chiết peptide được làm khô bằng máy SpeedVac. Hỗn hợp 

peptide được loại muối bằng cột Ziptip C18 trước khi phân tích bằng khối phổ. 

2.3. Chế tạo màng tổ hợp carragennan/collagen/allopurinol 

Cân một lượng carrageenan đã xác định và cho vào cốc có mỏ 100 mL, thêm 

40 mL nước cất vào cốc. Khuấy hỗn hợp trên máy khuấy từ đồng thời gia nhiệt từ 

từ đến 80 
o
C trong 15 phút. Sau đó, để nguội dung dịch đến 50 

o
C, nhỏ dung dịch 

chất tạo gel KCl và khuấy từ trong 15 phút để dung dịch đồng nhất. Để nguội hỗn 

hợp đến nhiệt độ phòng (cốc A). 

Hòa tan một lượng collagen đã xác định trong dung dịch CH3COOH 0,5 M, 

khuấy trên máy khuấy từ (cốc B) tại nhiệt độ phòng. 
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Hòa tan một lượng ALP đã xác định trong dung dịch NaOH 0,5M, khuấy trên 

máy khuấy từ (cốc C) tại nhiệt độ phòng. 

Đổ từ từ cốc (C) vào cốc (A) thu được dung dịch (D). Khuấy cốc D trên 

máy khuấy từ (400 vòng/phút) trong 30 phút. Đổ dung dịch (B) vào buret, nhỏ từ 

từ đến hết dung dịch (B) vào dung dịch (D) (với tốc độ 3 mL/phút), kết hợp 

khuấy đồng hóa tốc độ cao với tốc độ 20.000 vòng/phút. Tiếp tục khuấy hỗn hợp 

trên trên máy khuấy từ trong 60 phút (tốc độ 400 vòng/phút). Sau đó, hỗ hợp 

được đêm đi đồng hóa với tốc độ 20.000 vòng/phút (3 lần, 10 phút/Lần). Cuối 

cùng đổ hỗn hợp ra đĩa petri và để bay hơi tự nhiên thu được các màng tổ hợp 

(Bảng 2.1). 

Bảng 2.1. Tỷ lệ thành phần và kí hiệu các mẫu màng tổ hợp Car/C/ALP 

STT Kí hiệu mẫu màng Carrageenan (g) Collagen (g) Allopurinol (g) KCl (g) 

1 CC955-0 0,095 0,005 0 0,001 

2 CCA991-5 0,099 0,001 0,005 0,001 

3 CCA973-5 0,097 0,003 0,005 0,001 

4 CCA955-5 0,095 0,005 0,005 0,001 

5 CCA937-5 0.093 0.007 0,005 0,001 

6 CCA9010-5 0,090 0,010 0,005 0,001 

7 CCA955-3 0,095 0,005 0,003 0,001 

8 CCA955-10 0,095 0,005 0,01 0,001 

9 CCA955-15 0,095 0,005 0,015 0,001 

10 CaA5 0,1 0 0,005 0,001 

11 CoA 5 0 0,1 0,005 0,001 

 

2.4. Chế tạo hạt tổ hợp carragennan/collagen/allopurinol 

Các mẫu được chuẩn bị tương tự phương pháp tạo màng phần 2.3. Sử dụng 

chất tạo gel KCl với hàm lượng 1 %. 

Đổ từ từ (cốc C) vào (cốc A) thu được dung dịch (D). Khuấy dung dịch trên 

máy khuấy từ (400 vòng/phút) trong 30 phút. Đổ cốc (B) vào buret, nhỏ giọt đến hết 
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dung dịch (B) vào dung dịch (D) (với tốc độ 3 mL/phút) kết hợp khuấy đồng hóa 

tốc độ cao với tốc độ 20.000 vòng/phút. Tiếp tục khuấy hỗn hợp trên máy khuấy từ 

(400 vòng/phút) trong 60 phút. Sau đó, đồng hóa hỗn hợp với tốc độ 20.000 

vòng/phút (3 lần, 10 phút/Lần). Cuối cùng, đổ hỗn hợp dung dịch ra đĩa petri, để 

đóng đá trong ngăn đá tủ lạnh sau đó tiến hành đông khô ở -4 
o
C trong thiết bị 

FreeZone 2.5 (Labconco, Mỹ) tại Viện Hóa học các hợp chất thiên nhiên, Viện Hàn 

lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam thu được các hạt sản phẩm dạng bột (Bảng 2.2). 

Bảng 2.2. Tỷ lệ thành phần và kí hiệu các mẫu hạt tổ hợp Car/C/ALP  

STT Kí hiệu mẫu bột Carrageenan (g) Collagen (g) Allopurinol (g) KCl (g) 

1 ACC19-5 0,01 0,09 0,005 0,001 

2 ACC19-10 0,01 0,09 0,01 0,001 

3 ACC19-15 0,01 0,09 0,015 0,001 

4 ACC28-10 0,02 0,08 0,01 0,001 

5 ACC55-10 0,05 0,05 0,01 0,001 

6 ACC64-10 0,06 0,04 0,01 0,001 

2.5. Phương pháp nghiên cứu 

2.5.1. Phương pháp hiển vi điện tử quét (SEM)  

Hình thái, cấu trúc của màng và hạt tổ hợp Car/C/ALP được quan sát và ghi 

ảnh trên thiết bị hiển vi điện tử quét trường phát xạ (FESEM) (FESEM S-4800, 

Hitachi, Nhật Bản) trong môi trường khí trơ tại Viện Kỹ thuật nhiệt đới - Viện Hàn 

lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. Trước khi tiến hành, mẫu được phủ một lớp 

platin mỏng để không bị tích điện trên bề mặt mẫu. 

2.5.2. Phương pháp tán xạ ánh sáng động (DLS) 

Các hạt tổ hợp Car/C/ALP được xác định phân bố kích thước hạt trên thiết bị 

Zetasizer Ver 620 tại Viện Kỹ thuật nhiệt đới - Viện Hàn lâm Khoa học và Công 

nghệ Việt Nam. Thiết bị dùng một hệ quang học gồm 1 nguồn sáng laser rắn bán 

dẫn có bước sóng 32 nm và công suất 10 mW, vân phổ đo kích thước 0,6 nm – 6 

µm, vân phổ đo thế zeta từ -200 mV đến +200 mV. 
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2.5.3. Phương pháp phổ hồng ngoại biến đổi Fourier (FTIR) 

Phổ hồng ngoại biến đổi Fourier (FTIR) của màng và hạt tổ hợp Car/C/ALP 

được ghi bằng thiết bị phổ hồng ngoại biến đổi Fourier Nexus 670 (Hoa Kỳ) tại Viện 

Kỹ thuật nhiệt đới - Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. Các mẫu được 

quét phổ ở vùng phổ từ 400 cm
-1 

đến 4000 cm
-1

, với độ phân giải 8 cm
-1

, số lần quét là 

3240 lần. Phổ FTIR được ghi dưới dạng đường cong sau khi đã bù trừ phổ nền của 

không khí (khi ghi phổ ở dạng màng) hoặc nền KBr (khi ghi phổ ở dạng hạt). 

2.5.4. Phương pháp nhiễu xạ tia X (XRD) 

Giản đồ nhiễu xạ tia X của các hạt nano Car/C/ALP được ghi trên máy D8 

ADVANCE của hãng Brucker tại Khoa Hóa học, Trường Đại học Khoa học tự 

nhiên – Đại học Quốc gia Hà Nội với bước nhảy 0,03
o
, từ 5

o
 đến 70

o
 ở nhiệt độ 

phòng với anot đồng. 

2.5.5. Phương pháp nhiệt lượng quét vi sai (DSC) và phân tích nhiệt khối 

lượng (TGA) 

Giản đồ DSC của màng và hạt tổ hợp Car/C/ALP được ghi trên thiết bị phân 

tích nhiệt DSC131 (Setaram, Pháp) tại Khoa Hóa học, Trường Đại học Khoa học tự 

nhiên – Đại học Quốc gia Hà Nội trong khoảng nhiệt độ từ nhiệt độ phòng đến 200 

o
C, tốc độ gia nhiệt 10 

o
C/phút, môi trường khí nitơ. Lượng mẫu đo khoảng 6 mg đến 

40 mg được cho vào chén bằng nhôm trong thiết bị DSC. 

Giản đồ TGA của vật liệu hạt tổ hợp Car/C/ALP (ACC) được ghi trên thiết 

bị phân tích nhiệt DTG 60H tại Khoa Hóa học, Trường Đại học Sư phạm Hà Nội 

trong khoảng nhiệt độ từ nhiệt độ phòng đến 600 
o
C, tốc độ gia nhiệt 10 

o
C/phút, 

môi trường khí nitơ. Giản đồ TGA của collagen được đo từ nhiệt độ phòng đến 600 

o
C, tốc độ gia nhiệt 10 

o
C/phút, môi trường khí nitơ. 

2.5.6. Phương pháp phổ hấp thụ tử ngoại – khả kiến (UV-Vis) 

 Sử dụng thiết bị quang phổ UV – Vis (Cintra 40, GBC, Mỹ) tại Viện Kỹ 

thuật nhiệt đới – Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam để xây dựng 

đường chuẩn allopurinol trong các dung dịch đệm và dung dịch NaOH, xác định 

hiệu suất mang và nồng độ allopurinol được giải phóng từ các mẫu vật liệu tổ hợp 

carrageenan/collagen/allopurinol trong các dung dịch đệm pH khác nhau và trong 

dung dịch NaOH. 
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2.5.7. Phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) 

Phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) là một phương pháp chia 

tách trong đó pha động là chất lỏng và pha tĩnh chứa trong cột là chất rắn đã được 

phân chia dưới dạng tiểu phân hoặc một chất lỏng phủ lên một chất mang rắn hay 

một chất mang đã được biến tính bằng liên kết hóa học với các nhóm chức hữu cơ.  

Phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) với các mẫu collagen (trong 

các điều kiện chiết tách khác nhau từ vảy cá) được thực hiện tại Viện Kiểm nghiệm 

an toàn vệ sinh thực phẩm quốc gia. Mẫu collagen được hòa tan trong acid acetic 

trước khi ghi phổ sắc ký đồ HPLC (phương pháp thử H.HD.QT.046 và 

H.HD.QT.112). 

Mẫu phân tích sử dụng cột Zorbax Eclipse-AAA và hệ thống HPLC Agilent 

1260. Hệ dung môi: Dung môi A - dung dịch đệm Na2HPO4 40mM; Dung môi B -  

hệ ACN:MeOH:H2O = 40:45:15 (theo thể tích). Nhiệt độ cột 40 
o
C; tốc độ dòng 

1mL/phút. 

2.5.8. Phương pháp điện di SDS-PAGE 

Điện di trên gel SDS-polyacrylamide (SDS-PAGE), được thực hiện theo 

Laemmli [143]. Quá trình điện di được thực hiện với gel acrylamide 12,6%. Kỹ 

thuật SDS-PAGE cho phép phân tách protein dựa trên chiều dài mạch polypeptide 

hay nói cách khác là dựa trên khối lượng phân tử. Để làm được điều này, cần sử 

dụng sodium dodecyl sulfate (SDS) để protein chuyển về cấu trúc bậc 1 và tạo điện 

tích âm tỷ lệ thuận theo khối lượng (mass-to-charge ratio). Điện tích âm tỷ lệ thuận 

theo khối lượng sẽ giúp loại bỏ ảnh hưởng của điện tích đến quá trình điện di. 

Phương pháp được tiến hành tại phòng Hóa sinh protein – viện Công nghệ sinh học, 

viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. Thiết bị và hóa chất cho SDS-

PAGE do Bio-Rad (CA, USA) cung cấp. 

Để kiểm tra kết quả tách chiết colaagen, các bản gel được nhuộm bằng 

Coomassie Brilliant Blue (CBB). Sau khi ủ với dung dịch nhuộm [0,1% (w/v) CBB, 

30% (v/v) methanol, 10% (v/v) acetic acid] trong 30 phút, bản gel được tẩy rửa 

bằng dung dịch tẩy [30% (v/v) methanol, 10% (v/v) acetic acid] cho đến khi có thể 

quan sát thấy các băng protein. Thành phần và các dung dịch đệm cho phương pháp 

SDS-PAGE được trình bày trong Bảng 2.3. 
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Bảng 2.3. Thành phần và các dung dịch đệm SDS-PAGE 

Gel gom mẫu 5% 

2 mL: 0,5 mL Tris-HCl 0,5 M (pH = 6,8); 10 µL SDS 

10% (w/v); 0,35 mL acrylamide 30% (w/v); 1,3 mL H2O; 

20 µL APS 10% (w/v); 2 µL TEMED. 

Gel phân tách 12,5% 

4,5 mL: 1,125 mL Tris-HCl 0,5 M (pH = 6,8); 45 µL SDS 

10% (w/v); 0,9 mL glycerol 50% (v/v); 1,89 mL 

acrylamide 30% (w/v); 0,55 mL H2O; 30 µL APS 10% 

(w/v); 3 µL TEMED. 

Đệm mẫu 5x 

60 mM Tris-HCl (pH = 6,8); 2% (w/v) SDS; 25% (v/v) 

glycerol; 14,4 mM β-mercaptoethanol; 0,1% (v/v) 

bromophenol blue. 

Thang protein chuẩn 

β-galactosidase (116); albumin huyết thanh bò (66,2); 

ovalbumin (45); lactate dehydrogenase (35); endonuclease 

giới hạn (25); lysozyme (14,4). 

2.5.9. Phương pháp sắc ký nano đa chiều và khối phổ (nanoLC-MS/MS) 

Các peptide được hòa tan lại trong 30 μl acid formic 0,1% và được nạp vào 

cột sắc ký trao đổi cation mạnh (SCX) (LC package, Dionex, Hà Lan) với tốc độ 

dòng 30 μl/phút để phân tách ở chiều thứ nhất. Sau đó, các peptide bám cột được 

rửa giải bằng gradient amonium acetate từ nồng độ từ 10 mM đến 2M (10 mM, 20 

mM, 40 mM, 60 mM, 80 mM, 100 mM, 200 mM, 500 mM, 1M và 2M). Sau khi 

loại muối và cô đặc trên cột C18 (LC Packing, Dionex, Netherland), các peptide 

được nạp vào cột pha đảo C18 (RP) (GraceVydac, Hesperia, CA, USA) với các pha 

động gồm 0,1% acid formic trong nước (dung dịch đệm A) và acid formic 0,1% 

trong 85% acetonitril (dung dịch đệm B). Sau đó, các peptide được rửa giải bằng 

gradient tuyến tính của dung dịch đệm B từ 0% đến 100% với tốc độ dòng 0,2 

μl/phút trong 90 phút. 

Phân tích khối phổ đồng thời được thực hiện bằng thiết bị tứ cực/TOF phân 

mảnh MS/MS sử dụng thiết bị ABI QSTAR®XL (Applied Biosystem/MDS SCIEX, 

Ontario, Canada) được trang bị nguồn ion nano-ESI. Thiết bị MS được vận hành ở 

chế độ ion dương với điện áp phun 2,5 kV. Phạm vi quét của mỗi MS đầy đủ là từ 

400 đến 1200 amu, sau đó là sự phân mảnh MS/MS của ba ion peptide tiền chất 
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mạnh nhất trong mỗi 1 giây. Phổ MS và MS/MS được ghi lại và xử lý ở chế độ IDA 

(Thu thập phụ thuộc thông tin) được điều khiển bởi phần mềm Analyst QS (Matrix 

Science Ltd., London, UK). Protein được tìm kiếm trên cơ sở dữ liệu NCBIprot. 

Phương pháp được tiến hành tại phòng Hóa sinh protein – viện Công nghệ 

sinh học, viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

2.6. Giải phóng allopurinol từ màng và hạt tổ hợp Car/C/ALP trong các môi 

trường pH khác nhau 

2.6.1. Xây dựng đường chuẩn của allopurinol trong các dung dịch pH khác nhau  

2.6.1.1. Phương trình đường chuẩn của allopurinol trong dung dịch đệm pH 2 

pH 2 là pH tương tự pH trong dịch dạ dày. Để xây dựng đường chuẩn của 

ALP trong dung dịch đệm pH 2, tiến hành ghi phổ UV-VIS của dung dịch ALP 

trong các dung dịch đệm pH khác nhau trong khoảng bước sóng 200 – 400 nm để 

xác định bước sóng hấp thụ cực đại (λmax) của ALP. 

Pha dung dịch đệm pH 2: Cân chính xác 5,913 g KCl cho vào bình định 

mức 500 mL đã được rửa sạch và sấy khô và có sẵn 100 mL nước cất để hòa tan 

KCl. Sau đó, thêm 1,722 mL dung dịch HCl đặc. Thêm nước cất đến vạch định 

mức, lắc đều, bảo quản dung dịch đệm trong lọ thủy tinh sạch, tránh ánh nắng trực tiếp. 

Cân 0,0068 g ALP và hút 100 mL dung dịch đệm pH 2 cho vào cốc 250 mL 

đã được rửa sạch và sấy khô (cốc A). Đặt cốc lên máy khuấy từ và tiến hành khuấy 

liên tục trên máy khuấy tốc độ 400 vòng/phút trong 48 giờ đến khi lượng thuốc 

trong cốc tan hết. Lấy 6 cốc 100 mL sạch đã được sấy khô. 

- Cốc thứ 1: Hút 5 mL dung dịch trong cốc A. 

- Cốc thứ 2 (pha loãng 1/2): Hút 5 mL dung dịch trong cốc A thêm 5 mL 

dung dịch đệm pH 2 đã pha ở trên. 

- Cốc thứ 3 (pha loãng 1/3): Hút 5 mL dung dịch trong cốc A thêm 10 mL 

dung dịch đệm pH 2 đã pha ở trên. 

- Cốc thứ 4 (pha loãng 1/4): Hút 5 mL dung dịch trong cốc A thêm 15 mL 

dung dịch đệm pH 2 đã pha ở trên. 

- Đến cốc thứ 5 (pha loãng 1/5): Hút 5 mL dung dịch trong cốc A thêm 20 

mL dung dịch đệm pH 2 đã pha ở trên. 

- Đến cốc thứ 6 (pha loãng 1/6): Hút 5 mL dung dịch trong cốc A thêm 25 

mL dung dịch đệm pH 2 đã pha ở trên. 
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Tiến hành ghi phổ UV-Vis của ALP trong các dung dịch đệm pH 2 trong 

khoảng bước sóng 200 – 400 nm để xác định bước sóng hấp thụ cực đại (λmax) của ALP. 

Kết quả thu được bước sóng hấp thụ cực đại của ALP trong dung dịch đệm 

pH 2 như sau: 

Trong dung dịch đệm pH 2; λmax = 274,98 nm. 

Mật độ quang của ALP trong dung dịch đệm có pH 2 xác định theo phương 

pháp thêm chuẩn. 

2.6.1.2. Xây dựng đường chuẩn của allopurinol trong các dung dịch đệm pH 7,4 

pH 7,4 tương tự pH trong dịch ruột. Tương tự như trên, tiến hành xây dựng 

đường chuẩn của ALP trong dung dịch đệm pH 7,4. Mật độ quang của ALP trong 

dung dịch đệm pH 7,4 được xác định theo phương pháp thêm chuẩn.  

Pha dung dịch đệm pH 7,4: Cân 3,816 g KH2PO4 và 0,878 g NaOH vào 

cốc 500 mL chứa sẵn 300 mL nước cất. Đặt cốc lên máy khuấy từ và tiến hành 

khuấy liên tục trên máy khuấy tốc độ 400 vòng/phút đến khi lượng chất trong cốc 

tan hết. Chuyển dung dịch vào bình định mức 500 mL, thêm nước cất đến 500 mL. 

Lắc đều, bảo quản dung dịch đệm trong lọ thủy tinh sạch, tránh ánh nắng trực tiếp. 

Cân 0,0068 g ALP và hút 100 mL dung dịch đệm pH 7,4 cho vào cốc 250 

mL đã được rửa sạch và sấy khô (cốc A). Đặt cốc lên máy khuấy từ và tiến hành 

khuấy liên tục trên máy khuấy tốc độ 400 vòng/phút trong 48 giờ đến khi lượng 

thuốc trong cốc tan hết. Lần lượt được pha loãng thành 6 cốc như đã nêu ở mục 2.6.1.1. 

Tiến hành ghi phổ UV-Vis của ALP trong dung dịch đệm pH 7,4 trong 

khoảng bước sóng 200 – 400 nm để xác định bước sóng hấp thụ cực đại (λmax) của 

ALP trong dung dịch đệm pH 7,4. 

Kết quả thu được bước sóng hấp thụ cực đại của ALP trong dung dịch đệm 

pH 7,4 như sau: 

Trong dung dịch đệm pH 7,4; λmax = 276,69 nm. 

Mật độ quang của ALP trong dung dịch đệm có pH 7,4 xác định theo phương 

pháp thêm chuẩn. 

2.6.1.3. Xây dựng đường chuẩn của allopurinol trong các dung dịch NaOH 1M 

Pha dung dịch NaOH 1M: Cân chính xác 20 g NaOH dạng rắn và đong 300 mL 
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nước cất vào cốc 500 mL đã được rửa sạch và sấy khô. Đặt cốc lên máy khuấy từ và tiến 

hành khuấy liên tục trên máy khuấy tốc độ 400 vòng/phút đến khi lượng chất trong cốc 

tan hết. Chuyển dung dịch vào bình định mức 500mL, thêm nước cất đến vạch định 

mức, lắc đều. Bảo quản dung dịch trong lọ thủy tinh sạch, tránh ánh nắng trực tiếp. 

Cân 0,0068 g ALP và hút 100 mL dung dịch NaOH 1 M cho vào cốc 250 mL 

đã được rửa sạch và sấy khô (cốc A). Đặt cốc lên máy khuấy từ và tiến hành khuấy 

liên tục trên máy khuấy tốc độ 400 vòng/phút trong 30 phút đến khi lượng thuốc 

trong cốc tan hết. Lần lượt được pha loãng thành 8 cốc như đã nêu ở mục 2.6.1.1. 

Tiến hành ghi phổ UV-Vis của ALP trong dung dịch NaOH 1 M trong 

khoảng bước sóng 200 – 400 nm để xác định bước sóng hấp thụ cực đại (λmax) của 

ALP trong dung dịch NaOH 1 M. 

Kết quả xác định bước sóng hấp thụ cực đại của ALP trong dung dịch NaOH 

1 M là λmax = 277,98 nm. 

2.6.2. Xác định hàm lượng allopurinol được mang bởi tổ hợp Car/C 

Xác định hiệu suất mang thuốc: Cân chính xác 0,05 g các mẫu vật liệu tổ hợp 

đã được chế tạo từ trước cho vào cốc 250 mL có chứa 200 mL dung dịch NaOH 1M 

và tiến hành khuấy từ liên tục 48 giờ với tốc độ 400 vòng/ phút. 

Sau khi khuấy 48 giờ liên tục, hút chính xác 10 mL dung dịch tiến hành ghi 

phổ UV-Vis. Dung dịch nêu trên được ghi phổ UV-Vis. Thí nghiệm được lặp lại 3 

lần lấy giá trị trung bình. Từ số liệu thu được trên phổ UV-Vis, dựa vào phương 

trình đường chuẩn của ALP trong dung dịch NaOH 1M và bằng phần mềm Excel, 

tiến hành xác định hàm lượng ALP được mang bởi Car/C. 

2.6.3. Xác định khối lượng thuốc allopurinol giải phóng từ vật liệu tổ hợp 

Car/C/ALP 

Cân chính xác 0,05 g ALP cho vào bình nón đựng 200 mL dung dịch đệm. 

Tiến hành khuấy từ liên tục trong 2 ngày trên máy khuấy từ với tốc độ 400 

vòng/phút. Ghi phổ UV-Vis của ALP ở các nồng độ khác nhau bằng cách thêm 

chuẩn (cách 1 giờ xác định hàm lượng thuốc 1 lần). Cụ thể, sau khi khuấy 1 giờ, hút 

chính xác 10 mL dung dịch tiến hành ghi phổ UV-Vis, đồng thời bù thêm vào đó 10 

mL dung dịch đệm. 
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Từ số liệu thu được trên phổ UV-Vis, dựa vào phương trình đường chuẩn của 

ALP trong các dung dịch đệm và bằng phần mềm Excel, ta xác định được hàm 

lượng ALP trong các dung dịch đệm đó. 

Giải phóng ALP từ các màng và hạt tổ hợp được thực hiện đối với các mẫu 

vật liệu tổ hợp Car/C/ALP trong các dung dịch đệm có pH 2 và pH 7,4. Một lượng 

nhất định vật liệu tổ hợp được đưa vào trong 200 mL dung dịch đệm ở 37 
o
C và tiến 

hành khuấy từ liên tục trong 32 giờ với tốc độ 400 vòng/phút. 

Sau khi khuấy 1 giờ, hút chính xác 10mL dung dịch tiến hành ghi phổ UV-

Vis, đồng thời bù thêm vào đó 10 mL dung dịch đệm. Sau đó, đo mật độ quang 

dung dịch đã lọc ở các bước sóng λmax của ALP các dung dịch đệm. Khối lượng của 

ALP đã giải phóng được tính theo phương trình đường chuẩn của ALP trong các 

dung dịch có pH 2 và pH 7,4 (tương ứng với môi trường dịch vị trong dạ dày (pH 2) 

và ruột non (pH 7,4)). 

Phần trăm ALP giải phóng từ các mẫu vật liệu tổ hợp tại thời điểm (t) được 

tính theo công thức: 

% ALP = 
𝑚𝐴𝑙𝑙

𝑡

𝑚𝐴𝑙𝑙
0  

. 100% 

 Trong đó: m
o
ALP: Khối lượng ALP trong mẫu tổ hợp ban đầu 

  m
t
ALP: Khối lượng ALP giải phóng từ mẫu tổ hợp tại thời điểm t 

2.7. Thử nghiệm in vivo sử dụng hạt tổ hợp carrageenan/collagen/allopurinol trên 

cơ thể động vật (chuột bình thường và chuột được tiêm phúc mạc potassium 

oxalate) 

2.7.1. Xác định độc tính cấp của hạt tổ hợp carrageenan/collagen/allopurinol 

trên chuột được thử nghiệm 

2.7.1.1. Đối tượng nghiên cứu 

Chuột nhắt trắng chủng Swiss (18-22 g) được sử dụng trong nghiên cứu này. 

Chuột không bị hạn chế về thức ăn và nước uống, được nuôi trong phòng thoáng 

mát và đảm bảo thời gian sáng/tối là 12 giờ. Mọi quy trình thực hiện trong nghiên 

cứu này tuân thủ đúng hướng dẫn chăm sóc và sử dụng động vật thí nghiệm của 

Học viện Quân y. 
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2.7.1.2. Phương pháp nghiên cứu 

* Pha dò liều 

Tiến hành dò liều theo phương pháp của PGS. Đỗ Trung Đàm (2014) [144]. Cụ 

thể, cho 2 chuột uống đồng thời liều duy nhất 200 mg/kg hạt tổ hợp Car/C/ALP, theo 

dõi tình trạng của chuột trong 72 giờ. Kết quả 2 chuột này không chết và không có dấu 

hiệu nhiễm độc. Do đó, chúng tôi tiếp tục sử dụng 2 chuột tiếp theo và cho mỗi chuột 

uống liều duy nhất 500 mg/kg hạt tổ hợp Car/C/ALP, theo dõi trong 72 giờ. Do chuột 

không chết nên chúng tôi tiếp tục cho 2 chuột khác uống một liều duy nhất 1000 mg/kg 

hạt tổ hợp Car/C/ALP và theo dõi 72 giờ tiếp theo. Sau 72 giờ, cả 2 chuột trên không 

chết nên chúng tôi tiếp tục cho uống liều tan tối đa của tổ hợp Car/C/ALP là 1500 

mg/kg trên 2 chuột nhắt trắng khác, theo dõi tình trạng chuột sau 72 giờ. Sau 72 giờ, 

chuột không có dấu hiệu nhiễm độc hay chết nên chúng tôi chuyển sang bước tiếp theo. 

* Pha thử độc tính 

30 chuột nhắt được chia ngẫu nhiên thành 3 nhóm (mỗi nhóm 10 con). Chuột 

ở mỗi nhóm được uống hạt tổ hợp Car/C/ALP ở các liều duy nhất là 200 mg/kg, 

500 mg/kg, 1000 mg/kg và 1500 mg/kg. Theo dõi tình trạng nhiễm độc hoặc tỷ lệ 

chết trên chuột ở các nhóm trong thời gian 72 giờ. Sau đó, chuột được phẫu thuật 

lấy gan, thận và lách để đánh giá hình ảnh đại thể và vi thể. 

2.7.2. Xác định độc tính bán trường diễn của hạt tổ hợp carrageenan/collagen/allopurinol 

trên chuột được thử nghiệm 

2.7.2.1. Đối tượng nghiên cứu 

30 chuột cống trắng chủng Wistar (trọng lượng 170-240 g) do Trung tâm 

Động vật, Học viện Quân y cung cấp. Chuột được nuôi trong phòng thí nghiệm 

thoáng mát với chu kỳ sáng/tối 24 giờ và không hạn chế thức ăn và nước uống. 

Chuột được đưa về phòng thí nghiệm trước khi thử nghiệm 5-7 ngày để làm quen 

với môi trường mới. Mọi qui trình nghiên cứu tuân thủ theo hướng dẫn chăm sóc và 

sử dụng động vật thí nghiệm của Học viện Quân y.  

2.7.2.2. Phương pháp nghiên cứu. 

Chuột được chia ngẫu nhiên thành 3 nhóm: 

- Nhóm 1 (n=10): nhóm chứng, chuột được cho uống nước muối sinh lý. 

- Nhóm 2 (n=10): nhóm trị 1, chuột được uống hạt tổ hợp Car/C/ALP với liều 

200 mg/kg (chứa 20 mg/kg ALP). 
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- Nhóm 3 (n=10): nhóm trị 2, chuột được uống hạt tổ hợp Car/C/ALP với liều 

1000 mg/kg (chứa 1000 mg/kg ALP). 

Chuột được cho uống hạt tổ hợp hàng ngày vào 8 giờ sáng bằng dụng cụ 

chuyên dụng cho chuột uống thuốc. Chuột được cho uống thuốc và uống nước muối 

sinh lý với thể tích tương đương nhau (0,1 mL cho 20 g thể trọng).  

Theo dõi tình trạng chuột trong 10 phút, 30 phút, 60 phút và 4 giờ đầu đầu 

tiên và theo dõi hàng ngày trong 28 ngày liên tiếp. Ngày thứ 29, chuột được phẫu 

thuật để đánh giá hình ảnh đại thể và vi thể gan, thận và lách.  

2.7.2.3. Các chỉ tiêu nghiên cứu 

Tình trạng chung của chuột: vận động, đi lại, tình trạng lông, đặc biệt là sự phát 

triển cân nặng trước và sau uống hạt tổ hợp. Các chỉ số này được theo dõi 2 tuần một lần. 

Chỉ số huyết học: Số lượng hồng cầu, nồng độ hemoglobin, số lượngbạch 

cầu, công thức máu, hematocrits, các chỉ số hồng cầu, số lượng tiểu cầu. Các chỉ số 

huyết học được đánh giá trước và sau 14 ngày và 28 ngày sau uống hạt tổ hợp. 

Chỉ số sinh hóa: men gan (ALT và AST huyết tương) và men thận (ure và 

creatinin huyết tương). Các chỉ số sinh hóa được đánh giá trước và sau 14 ngày và 

28 ngày sau uống hạt tổ hợp. 

 Mô học: Hình ảnh đại thể và vi thể của gan, thận và lách sau uống hạt tổ hợp 

28 ngày.  

2.7.2.4. Phân tích số liệu 

Cân nặng cơ thể, các chỉ số huyết học và sinh hóa được phân tích bằng 

phương pháp so sánh thống kê phương sai hai nhân tố có lặp.  

Cân nặng cơ thể, cân nặng gan, thận và lách, các chỉ số huyết học và sinh hóa 

được phân tích bằng phương pháp so sánh thống kê phương sai hai nhân tố có lặp. 

2.7.3. Khảo sát tác dụng của hạt tổ hợp carrageenan/collagen/allopurinol đến sự 

giảm nồng độ urat/acid uric trong máu của các loại chuột được thử nghiệm 

2.7.3.1. Đối tượng nghiên cứu 

240 chuột nhắt trắng chủng Swiss (cân nặng 18-23 g) được cung cấp bởi 

Trung tâm động vật, Học viện Quân y. Chuột được đưa về nuôi tại phòng thí 

nghiệm 1 tuần trước khi gây mô hình tăng acid uric và đánh giá tác dụng. Chuột 

không bị hạn chế về thức ăn và nước uống trong quá trình thí nghiệm. Mọi quy trình 
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thí nghiệm đều tuân theo hướng dẫn chăm sóc và sử dụng động vật của Học viện 

Quân y. 

2.7.3.2. Phân nhóm động vật nghiên cứu 

Chuột được chia ngẫu nhiên thành 4 nhóm nghiên cứu như sau: 

 - Nhóm 1, nhóm chứng trắng (n=60): Chuột được uống nước muối sinh lý. 

- Nhóm 2, nhóm chứng bệnh (n=60): Chuột được uống potassium oxalate 

liều 250 mg/kg để tăng uric máu. 

- Nhóm 3, nhóm ALP (n=60): Chuột được uống potassium oxalate liều 250 

mg/kg, sau 1 giờ cho uống ALP 30 mg/kg. 

- Nhóm 4, nhóm nano-ALP (n=60): Chuột được uống potassium oxalate liều 

250 mg/kg, sau 1 giờ cho uống hạt tổ hợp Car/C/ALP 30 mg/kg. 

2.7.3.3. Phương pháp gây tăng acid uric trên thực nghiệm 

Chuột được cho uống dung dịch Potassium oxalate liều 250 mg/kg vào 

khoảng 8 giờ sáng hàng ngày, theo phương pháp của Fei và cộng sự (2016) [145]. 

Chuột được uống potassium oxalate liên tục 7 ngày. Ở ngày thứ 7, một giờ sau khi 

uống potassium oxalate, chuột được cho uống ALP liều 30 mg/kg, hạt tổ hợp 

Car/C/ALP liều 30 mg/kg (tính theo ALP) hoặc nước muối sinh lý. Ở các thời điểm 

1 giờ, 2 giờ, 4 giờ, 8 giờ, 16 giờ và 24 giờ sau uống thuốc hoặc nước muối sinh lý, 

10 chuột ở mỗi nhóm được lấy tối đa máu từ hốc mắt chuột, ly tâm với tốc độ 3000 

vòng/phút trong 10 phút ở nhiệt độ 4 
o
C và được định lượng acid uric bằng máy 

sinh hóa tự động tại Viện nghiên cứu Y Dược học, Học viện Quân y.  

2.7.3.4. Các chỉ số nghiên cứu 

Các chỉ số được phân tích liên quan đến tác dụng của tổ hợp Car/C/ALP so 

với ALP đến nồng độ acid uric máu gồm: 

- Sự thay đổi cân nặng ở các nhóm nghiên cứu 

- Tỷ lệ chuột chết trong quá trình làm thí nghiệm 

- Khoảng dao động và nồng độ acid uric máu trung bình ở các nhóm nghiên cứu. 

- Mức tăng nồng độ acid uric máu ở nhóm chứng bệnh (gây mô hình), được 

xác định bằng công thức: 

  Mức tăng acid uric = 
𝐶𝑢𝑟𝑖𝑐  

𝐶𝑢𝑟𝑖𝑐
𝑜  
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 Trong đó: Curic: Nồng độ acid uric nhóm chứng bệnh. 

  C
o
uric: Nồng độ acid uric nhóm chứng trắng. 

- Phần trăm gây giảm acid uric máu ở nhóm ALP và nhóm nano-ALP được 

xác định theo công thức: 

% Giảm acid uric = 
𝐶𝑢𝑟𝑖𝑐/𝐴𝑙𝑙− 𝐶𝑢𝑟𝑖𝑐  

𝐶𝑢𝑟𝑖𝑐
𝑜  x 100 % 

Trong đó: Curic/ALP: Nồng độ acid uric nhóm ALP (nano). 

 - Sự thay đổi nồng độ acid uric máu giữa các nhóm nghiên cứu. 

2.7.3.5. Phân tích số liệu 

 Các chỉ số nghiên cứu được phân tích bằng thuật toán thống kê phù hợp trên 

phần mềm SPSS20.0. Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê được xác định với p<0,05. 
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CHƯƠNG 3: KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

 

3.1. Trích ly collagen từ vảy cá nước ngọt 

3.1.1. Ảnh hưởng của dung dịch kiềm đến xử lý vảy cá thu collagen 

Các Bảng 3.1 và 3.2 là kết quả đánh giá trực quan vảy cá theo thời gian xử lý 

và nồng độ dung dịch NaOH. 

- Từ kết quả khảo sát 5 mẫu hỗn hợp vảy cá ở Bảng 3.1 bằng trực quan có thể 

thấy mẫu số 3 (thời gian xử lý là 8 giờ) có nhiều ưu điểm hơn cả: vảy cá sạch, lượng 

collagen thu được tương đương với mẫu 4 nhưng tiết kiệm được thời gian hơn. 

- Quá trình xử lý vảy bằng máy khuấy cơ có nhiều thuận lợi hơn máy khuấy từ: 

Tốc độ khuấy lớn, dung dịch đồng đều hơn, diện tích tiếp xúc lớn hơn so với sử dụng 

máy khuấy từ, không cần phải cắt nhỏ vảy cá tiết kiệm thời gian và công sức hơn. 

Bảng 3.1. Đánh giá trực quan vảy cá theo thời gian xử lý bằng dung dịch NaOH 0,5 M 

STT 
Khối lượng hỗn 

hợp vảy cá (g) 
Thời gian xử lý (giờ) Kết quả thu được 

1 5 5 Vảy không sạch 

2 5 6 
Vảy tương đối sạch. lượng 

collagen thu được ít 

3 5 8 
Vảy sạch, trắng. Lượng collagen 

thu được nhiều hơn 

4 5 10 
Vảy sạch, trắng. Lượng collagen 

thu được tương đương mẫu 3 

5 5 12 
Vảy sạch, trắng, mềm. Thu được 

rất ít collagen 

Từ Bảng 3.2 ta thấy sử dụng dung dịch NaOH 0,5 M, thời gian ngâm 8 giờ là 

thích hợp nhất, vảy sạch hết bụi bẩn và protein, lượng kiềm sử dụng và thải ra môi 

trường ít hơn so với sử dụng dung dịch NaOH 1 M. 

Bảng 3.2. Đánh giá trực quan vảy cá theo nồng độ dung dịch NaOH sau 8 giờ 

STT 
Khối lượng hỗn 

hợp vảy cá (g) 
Nồng độ NaOH (M) Kết quả thu được 

1 5 0,2 Vảy không sạch 

2 5 0,5 Vảy sạch 

3 5 1,0 Vảy sạch, mềm 
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3.1.2. Ảnh hưởng của hỗn hợp acid đến xử lý vảy các thu collagen  

Vảy cá nước ngọt Việt Nam sau khi được xử lý sơ bộ và xử lý kiềm được 

tiến hành các bước xử lý tiếp theo (các bước 3 – 4) với các điều kiện trích ly thu 

collagen được trình bày trong Bảng 3.3. Có thể thấy khối lượng collagen thu được 

khi xử lý 5 g vảy cá với dung dịch hỗn hợp acid H2SO4 0,5 M + HCl 0,2 M và dung 

dịch CH3COOH 0,5 M lớn hơn so với các nồng độ dung dịch acid khác. Vì vậy, dung 

dịch hỗn hợp acid H2SO4 0,5 M + HCl 0,2 M và dung dịch CH3COOH 0,5 M là các 

dung dịch có nồng độ thích hợp cho quá trình xử lý vảy cá thu collagen (Bẳng 3.3).  

Bảng 3.3. Hiệu suất thu collgen được khi xử lý bằng dung dịch acid ở các nồng độ 

khác nhau 

Mẫu Hỗn hợp acid sử dụng ở 

bước 3 (thu HAp) 

Acid sử dụng ở bước 4  

(thu collagen thô) 

mCollagen 

(g) 

HCollgen 

(%) 

Mẫu 1 H2SO4 0,75 M+ HCl 0,1 M 

CH3COOH 0,5 M 

0,185 3,70 

Mẫu 2 H2SO4 0,5 M+ HCl 0,2 M 0,450 9,00 

Mẫu 3 H2SO4 1 M + citric 1 M 0,043 0,86 

Mẫu 4 H2SO4 0,5 M+ HCl 0,075 M 0,208 4,16 

Mẫu 5 H3PO4 0,5 M + HCl 0,075 M 0,202 2,00 

Mẫu 6 H3PO4 0,5 M + HCl 0,5 M 0,226 4,50 

Mẫu 7 H3PO4 0,5 M + H2SO4 0,5 M 0,210 4,20 

 

Quá trình thẩm tích trong vòng 48 giờ loại bỏ hầu hết lượng muối ăn và các 

ion kim loại còn lẫn trong collagen, do vậy, thu được collagen có độ tinh khiết cao hơn. 

Hiệu suất thu collagen thô thu được là 9,00 % khi xử lý vảy cá bằng hỗn 

hợp dung dịch NaOH 0,5 M trong bước 2, dung dịch gồm H2SO4 0,5 M và HCl 

0,2 M trong bước 3 và dung dịch CH3COOH 0,5 M trong bước 4. Do đó, lựa 

chọn dung dịch NaOH 0,5 M trong bước 2, dung dịch gồm H2SO4 0,5 M và HCl 

0,2 M trong bước 3 và dung dịch CH3COOH 0,5 M trong bước 4 để xử lý vảy cá 

nhằm giảm thời gian xử lý vảy cá, giảm lượng chất thải ra môi trường và tiết 

kiệm chi phí sản xuất. 
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3.1.3. Xác định độ tinh khiết và hàm lượng các acid amin trong collagen thu 

được từ hỗn hợp vảy cá  

Để xác định độ tinh khiết của collagen thu được từ hỗn hợp vảy cá, sử dụng 

phương pháp phổ tán xạ năng lượng tia X (EDX) để xác định thành phần các nguyên tố 

trong mẫu. Hình 3.1 là phổ EDX của mẫu collagen thu được từ quá trình xử lý vảy cá. 

Tỉ lệ khối lượng các nguyên tố trong collagen thô được thống kê trong Bảng 3.4. 

Ngoài các nguyên tố chính C, O và N, trong thành phần của collagen thô còn 

có cả các nguyên tố S, Na và Cl. Điều này là do các tinh thể NaCl sử dụng trong 

quá trình kết tinh bị kết tinh cùng vào trong các sợi collagen nên mẫu collagen thu 

được vẫn ở dạng thô, lượng tạp chất còn nhiều. Hàm lượng NaCl lẫn vào collagen 

thô lên tới 84,24 %. Ngoài ra, ichthylepidin – một protein trong vảy cá, tỉ lệ giữa 

collagen và ichthylepidin khoảng 4:1 – 3:1 [146] có chứa nguyên tố S nên hàm 

lượng nguyên tố S = 0,5 % chứng tỏ ichthylepidin cũng được kết tủa cùng collagen 

trong quá trình chiết tách collagen. 

Sau 24 giờ thẩm tích, ngoài các nguyên tố chính C, O và N, trong thành phần 

của protein – collagen vẫn còn có các nguyên tố Na và Cl và S. Hàm lượng S giảm 

từ 0,50 % xuống còn 0,28 % cho thấy ichthylepidin đã bị thẩm tích một phần. Tuy 

nhiên, hàm lượng NaCl vẫn còn tới 33,58 %. Sau 48 giờ thẩm tích đã loại bỏ hết 

lượng NaCl và hầu hết S, như vậy trong mẫu protein không còn lẫn NaCl và 

ichthylepidin (một protein chứa S và có trong vảy cá).  

 

Hình 3.1. Phổ EDX của collagen thô (A); collagen thẩm tích sau 24 giờ (B) và 

collagen thẩm tích sau 48 giờ (C)
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Bảng 3.4. Tỉ lệ khối lượng (%) các nguyên tố trong collagen trước và sau khi thẩm tích  

Nguyên tố Collagen thô 
Collagen thẩm tích 

24 giờ 

Collagen thẩm tích 

48 giờ 

C 11,38 40,86 55,41 

O 2,23 10,76 28,55 

N 1,65 6,91 15,46 

S 0,50 0,28 0,08 

Cl 50,56  20,87 0 

Na 33,68 12,71 0 

Tổng 100,00 100,00 100 

 Bảng 3.5 trình bày kết quả nghiên cứu thành phần acid amin trong collagen 

trích ly từ vảy cá họ cá chép Việt Nam (Kết tinh lần 1) và so sánh với collagen từ 

các nguồn vảy cá khác được hòa tan trong acid chiết xuất từ vảy cá chép Trung 

Quốc [147, 148]. Theo Muyonga cùng cộng sự [149] và Sira cùng cộng sự [150], 

môi trường sống của cá ảnh hưởng mạnh đến thành phần acid amin trong collagen 

chiết xuất từ các loài cá. Phương pháp thử nghiệm H.HD.QT.046 (HPLC); 

H.HD.QT.112 (HPLC) (chỉ đối với tryptophan) và H.HD.QT.046 (HPLC) (xác định 

hàm lượng collagen) cho thấy protein thu được từ vảy cá chép Việt Nam có chứa 

collagen và 18 acid amin (chưa định lượng hydroxyproline) với hàm lượng cao là 

threonine, proline, acid glutamic, arginine, serine, alanine và glycine; cũng như một 

lượng rất thấp methionine, tryptophan và tyrosine. Mặc dù hàm lượng glycine là cao 

nhất và xuất hiện trong cả da, xương và vảy cá, nó tồn tại chủ yếu trên da cá [151]. 

Collagen chiết xuất từ vảy cá chép có thể chứa cysteine hoặc không, do sự khác biệt 

về môi trường sống. Collagen chiết xuất từ vảy cá (họ cá Chép tại Việt Nam) có sự 

khác biệt về thành phần acid amin so với các collagen vảy cá chép khác; sự xuất 

hiện của tryptophan ít gặp nhất trong tất cả 20 amino acid và có thể là thành phần 

của collagen [148, 149]. Hàm lượng cao acid glutamic, arginine và hàm lượng trung 

bình của glyxin và alanin tương tự với collagen của cá Thu thu được bởi Sun và 

cộng sự [152]. Các acid amin thiết yếu đều có trong collagen thu được từ vảy cá (họ 

cá Chép tại Việt Nam) như threonine (39,79 %), cysteine (1,38 %), lysine (1,00 %), 

leucine và isoleucine (0,91 % và 0,51 %), phenylalanine (0,65 %), valine (0,61 %), 

methionine (0,47 %). 
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Bảng 3.5. Hàm lượng các acid amin trong dung dịch collagen (Kết tinh lần 1) thu 

được từ vảy cá họ cá Chép tại Việt Nam 

 

Collagen từ vảy cá 

họ cá Chép tại Việt 

Nam 

Collagen vảy cá 

Chép hòa tan 

trong acid [148] 

Collagen vảy cá 

Chép Trung 

Quốc [149] 

STT Acid amin mg/mL % 
Cặn 

thô/1000 
% 

Cặn 

thô/1000 
% 

1 Threonine 1,704 39,79 21 2,05 23 2,25 

2 Proline  0,487 11,37 110 10,74 115 11,23 

3 Glutamic acid 0,550 12,84 77 7,52 76 7,42 

4 Arginine 0,425 9,92 50 4,88 55 5,37 

5 Serine 0,357 8,34 38 3,71 35 3,42 

6 Alanine 0,218 5,09 117 11,43 119 11,62 

7 Glycine 0,140 3,27 306 29,88 336 32,81 

8 Aspatic acid 0,099 2,31 49 4,79 48 4,69 

9 Cysteine 0,059 1,38 32 3,13 - - 

10 Histidine 0,047 1,10 6 0,59 5 0,49 

11 Lysine 0,047 1,00 26 2,54 26 2,54 

12 Leucine 0,039 0,91 24 2,34 21 2,05 

13 Phenylalanine 0,028 0,65 15 1,46 12 1,17 

14 Valine 0,026 0,61 19 1,86 19 1,86 

15 Isoleuocine 0,022 0,51 12 1,17 9 0,88 

16 Methyoline 0,020 0,47 12 1,17 14 1,37 

17 Tryptophan 0,012 0,28 - - - - 

18 Tyrosine 0,007 0,16 21 2,05 3 0,20 

19 Hydroxyproline - - 89 8,69 77 7,52 

20 Hydroxylysine - - - - 8 0,87 

21 Collagen 0,29 6,77     

Từ Bảng 3.5 có thể thấy hàm lượng glycine có trong mẫu collagen thu được 

từ vảy cá họ cá Chép tại Việt Nam sau khi kết tinh lần 1 thấp hơn so với hàm lượng 

glycine có trong collagen của vảy cá chép Trung Quốc điều này có thể do trong 

collagen thu được từ vảy cá họ cá chép Việt Nam còn lẫn một phần nhỏ protein 

khác. Do vậy, để thu được collagen có độ tinh khiết cao hơn tiến hành kết tinh lại 2 

lần và tiến hành kiểm tra tỷ lệ hàm lượng glycine/proline thu được kết quả như 

Bảng 3.6. 
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Từ Bảng 3.6 nhận thấy tỷ lệ giữa glycine/proline ≈ 2,81 (có trong collagen 

kết tinh lần 2), tỷ lệ này phù hợp với tỷ lệ giữa glycine/proline có trong collagen 

vảy cá Chép hòa tan trong acid (tỷ lệ glycine/proline ≈ 2,78) [148] và có trong 

collagen vảy cá Chép Trung (tỷ lệ glycine/proline ≈ 2,92) Quốc [149]. Phép thử 

không xác định tryptophan, nên cũng chưa kết luận được trytophan có trong thành 

phần collagen hay không. Như vậy để thu được collagen có độ tinh khiết cao, 

collagen tách từ vảy cá họ cá Chép tại Việt Nam cần được kết tinh lại 2 lần và thẩm 

tích 48 giờ để loại bỏ tạp chất. 

Bảng 3.5. Tỷ lệ các acid amin (theo diện tích peak) trong collagen kết tinh 

lần 2 thu được từ vảy cá họ cá Chép tại Việt Nam 

STT Acid amin 

Thời 

gian lưu 

(giây) 

Tỷ lệ 

theo diện 

tích peak 

(%) 

STT Acid amin 

Thời 

gian 

lưu 

(giây) 

Tỷ lệ theo 

diện tích 

peak (%) 

1 Aspartate 3,386 2,388 10 Cystine 26,963 0,585 

2 Glutamate 7,328 2,222 11 Valine 29,474 0,260 

3 Serine 13,178 0,963 12 Methionine 30,172 3,326 

4 Histidine 16,865 1,205 13 Phenylalanine 33,241 0,613 

5 Glycine 17,244 2,911 14 Isoleucine 33,647 1,967 

6 Threonine 17,582 1,419 15 Leusine 34,998 1,788 

7 Arginine 20,545 7,184 16 Lysine 37,075 0,400 

8 Alanine 20,857 16,612 17 Proline 41,984 1,035 

9 Tyrosine 24,838 1,508     

3.1.4. Đặc trưng, tính chất và hình thái cấu trúc của collagen thu được từ hỗn 

hợp vảy cá họ cá chép 

3.1.4.1. Phổ hồng ngoại biến đổi (FT-IR) 

Hình 3.2 là phổ FT-IR của collagen tinh (đã thẩm tích sau 48 giờ) thu được 

từ hỗn hợp vảy cá. Có thể nhận thấy vân phổ hấp thụ đặc trưng cho dao động hóa trị 

của nhóm N-H ở số sóng 3305,19 cm
-1

. Ngoài ra, vân đặc trưng cho dao động biến 

dạng của amide bậc 1, bậc 2 và bậc 3 lần lượt là 1650,3 cm-1; 1547,91 cm-1 và 

1236,59 cm-1. Cường độ tín hiệu của amide bậc 1 là tín hiệu của cấu trúc bậc 2 của 

chuỗi peptide và liên kết hydro giữa N–H (vị trí X) và C=O (Gly); amide bậc 2 là 

tương ứng cho dao động uốn của liên kết N–H kết hợp với dao động kéo của liên 
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kết C–N và C–H; amide bậc 3 là tín hiệu dao động uốn của liên kết N–H kết hợp 

với dao động kéo của liên kết C–N và dao động của cấu trúc xoắn ba của collagen 

[153]. Các vân phổ hấp thụ này của collagen thu được là tương tự như những vân 

phổ hấp phụ của collagen khác [147, 150, 154]. Mặt khác, dao động hóa trị và dao 

động biến dạng của C-H được tìm thấy ở các píc 2934,38 cm
-1

, 1452,06 cm
-1

 và 

1337,66 cm
-1

. Các píc của dao động hóa trị và dao động biến dạng của collagen là 

thấp hơn dao động N-H tự do. Điều này cho thấy các nhóm amit tham gia vào các 

liên kết hydro trong mỗi phân tử collagen và độ hấp thụ giữa amit bậc 3 và liên kết 

CH đã chứng minh cấu trúc xoắn của collagen vẫn được duy trì [147]. 

 

Hình 3.2. Phổ FTIR của collagen sau thẩm tích 48 giờ 

3.1.4.2. Hình thái cấu trúc của collagen 

Ảnh SEM của collagen thô ở độ phóng đại 100.000 lần được trình bày trên 

Hình 3.3. Có thể thấy collagen có cấu trúc không đồng nhất do lượng muối ăn còn 

lẫn quá nhiều, trong đó, có hình dạng của các tinh thể muối ăn (các hạt nhỏ lấm tấm 

trên bề mặt) do sử dụng nhiều NaCl trong quá trình kết tinh và NaCl bị lẫn giữa các 

sợi trong cấu trúc của collagen. 



68 
 

 

   

Hình 3.3. Ảnh SEM của collagen thô ở độ phóng đại 100.000 lần  

Hình 3.4 là ảnh SEM của collagen tinh sau khi thẩm tích 48 giờ. Có thể thấy 

collagen thu được không còn NaCl và có cấu trúc dạng sợi điển hình [147, 155], đường 

kính sợi 0,5 – 1 µm, các sợi collagen tập trung thành bó sợi, kích thước 2,5 – 4 µm. 

   

Hình 3.4. Ảnh SEM ở các độ phóng đại 1.000 và 10.000 lần của collagen tinh sau 

khi thẩm tích 48 giờ 

3.1.4.3. Tính chất nhiệt của collagen tinh thu được từ vảy cá 

Giản đồ DSC của collagen và các đặc trưng nhiệt của collagen được trình 

bày trên Hình 3.5 với 1 píc thu nhiệt ở 116 
o
C (ΔH = 3,7 J/g), tương ứng với quá 

trình chuyển cấu trúc của collagen từ dạng chuỗi xoắn 3 chiều sang dạng rối cuộn. 

Kết quả này tương tự như sự chuyển đổi cấu trúc thu nhiệt của collagen khô từ dạng 

xoắn ốc sang dạng trạng thái cuộn trong nghiên cứu của Capella-Monsonís và cộng 

sự ở nhiệt độ 108,97 °C và thu nhiệt cao nhất ở 116,94 
o
C [155]. 

Giản đồ TG và DTG của collagen trên Hình 3.6 cho thấy collagen bị tổn hao 

khối lượng theo 3 bước. Bước đầu tiên có nhiệt độ phân hủy cực đại ở 88,68 
o
C, tổn 

hao 10,32 % khối lượng, tương ứng với sự mất nước trong collagen. Bước thứ 2 có 

nhiệt độ phân hủy cực đại ở 334,43 
o
C, tổn hao 44,32 % khối lượng, tương ứng với 

sự phân hủy của các protein trong collagen. Bước thứ 3 có nhiệt độ phân hủy cực 

đại ở 636,53 
o
C, tổn hao 34,55 % khối lượng, tương ứng với sự phân hủy của các 
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vòng thơm trong các amino acid mạch vòng trong collagen, sự cháy của C thành CO2 

[156, 157]. 

 

Hình 3.5. Giản đồ DSC của mẫu collagen tinh 

 

Hình 3.6. Giản đồ TG và DTG của mẫu collagen tinh 

3.1.4.4.  Nhận diện collagen thu được từ vảy cá 

Kết quả điện di (SDS-PAGE) mẫu collagen cho thấy, collagen thu được là 

collagen loại I với chuỗi α1 và α2 tương ứng với 139 và 129 kDa và một chuỗi β. 

Cường độ tương đối của vân phổ α1 cao hơn của vân phổ α2, vì vậy, có thể đề xuất 

rằng collagen thu được từ vảy cá (họ cá chép) là collagen loại I có thành phần là 

(α1)2α2. Sự tồn tại của một chuỗi β trong collagen là phổ biến ở các loại cá trên, 

chuỗi β có thể được tạo thành từ liên kết chéo giữa hai mạch alpha do vây, khối 

lượng phân tử của chuỗi β lớn hơn hẳn so với hai chuỗi α (khối lượng ngoài thang 

đo nên chưa xác định được chính xác). Collagen vảy cá là collagen loại I và bao 

gồm chuỗi α1 (132,04 kDa) và α2 (120,06 kDa) (loại (α1) 2α2) [154]. Collagen vảy 

cá chép Trung Quốc cũng được xếp vào loại collagen loại I (loại (α1)2α2) với 2 

chuỗi α (α1 = 117,3 kDa và α2 = 107,4 kDa) [148]. Trong một tài liệu khác, 
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collagen được trích ly từ vảy cá chép Trung Quốc là collagen loại I với 2 chuỗi α1 

và α2 chuỗi, trong đó khối lượng phân tử của α2 chính xác là 116 kDa [147]. Sự 

khác biệt về khối lượng phân tử của 2 chuỗi α trong collagen có thể là do các nguồn 

khác nhau của vảy cá (Hình 3.7). 

 

Hình 3.7. Kết quả điện di SDS-Page của collagen 

3.1.4.5. Trình tự acid amin trong collagen tinh thu được từ vảy cá 

 Kết quả xác định trình tự acid amin bằng phương pháp điện di SDS-Page kết 

hợp phổ khối lượng dựa trên cơ sở dữ liệu NCBIprot đã xác định và nhận diện được 

5 protein thuộc nhóm protein da-vảy (collagen) của họ cá có hệ số bắt cặp lớn, trong 

đó hypothetical protein cypCar_00045321[Cyprinus carpio] có chỉ cố bắt cặp lớn 

nhất (318). 

- Protein: hypothetical protein cypCar_00045321, partial [Cyprinus carpio] 

+ Số protein trong cơ sở dữ liệu: KTF73577.1 

+ Điểm số protein:  318 

+ Khối lượng (Mr) (Da): 115674 

 + pI được tính toán:  9,18 

-  Protein: collagen type I alpha 2 [Carassius auratus] 

+  Số protein trong cơ sở dữ liệu: BAG72201.1 

+ Điểm số protein: 294 

+ Khối lượng (Mr): 127652 

+ pI được tính toán: 9,41 
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- Protein: collagen type I alpha 1 [Ctenopharyngodon idella] 

+  Số protein trong cơ sở dữ liệu: ADK35755.1 

+ Điểm số protein: 231 

+ Khối lượng (Mr):  138104 

+ pI được tính toán: 5.44 

- Protein: collagen alpha-1(I) chain isoform X1 [Pygocentrus nattereri] 

+ Số protein trong cơ sở dữ liệu: XP_017540674.1 

+ Điểm số protein:  149 

+ Khối lượng (Mr):  137928 

+ pI được tính toán: 5,46 

- Protein: hypothetical protein cypCar_00006571 [Cyprinus carpio] 

+ Số protein trong cơ sở dữ liệu: KTG43775.1 

+ Điểm số protein:  101 

+ Khối lượng (Mr):   136996 

+ pI được tính toán:   5,60 

3.1.4.6. Nhiệt độ biến tính của collagen tinh thu được từ vảy cá 

Nhiệt độ biến tính của collagen là nhiệt độ tại đó độ nhớt của dung dịch 

collagen giảm xuống một nửa [137, 138]. Xác định nhiệt độ biến tính của collagen 

tinh khiết theo phương pháp của Nagai và cộng sự [159]. Có thể thấy collagen thu 

được có nhiệt độ biến tính ở 32,2 °C (Hình 3.8). Giá trị này tương tự như nhiệt độ 

biến tính của collagen hòa tan trong acid của vảy cá cá chép vùng nhiệt đới 32,9 °C 

[136] nhưng khác với collagen hòa tan trong acid của vảy cá chép vùng nước lạnh 

28 °C [137]. Sự khác biệt về nhiệt độ biến tính của các loài cá nhiệt đới và các loài 

cá nước lạnh được giải thích bằng sự khác nhau về nhiệt độ cơ thể và môi trường 

sống của cá. Nhiệt độ biến tính collagen của một số loài cá nhiệt đới khác như cá 

hồng mắt to và cá hồng sọc nâu được xác định ở 30,4 °C và 31,5 °C [140]. Collagen 

thu được từ vảy cá họ cá chép có nhiệt độ biến tính khá cao có khả năng ứng dụng 

đầy hứa hẹn trong ngành công nghiệp thực phẩm và dược phẩm. 
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Hình 3.8. Đồ thị phản ánh sự phụ thuộc của phần độ nhớt 

 của collagen vào nhiệt độ 

Từ kết quả về đặc trưng, tính chất của collagen thu được từ hỗn hợp vảy cá 

họ cá chép ở Việt Nam ta thấy collagen có độ tinh khiết cao (> 98%), chứa 18 loại 

acid amin và có nhiệt độ biến tính khá cao. Loại collagen này được sử dụng để chế 

tạo các mẫu tổ hợp carrageenan/collagen mang allopurinol sử dụng cho các nghiên 

cứu tiếp theo. 

3.2. Màng tổ hợp carragennan/collagen/allopurinol 

3.2.1. Hiệu suất mang allopurinol của các màng tổ hợp carrageenan/collagen 

3.2.1.1. Đường chuẩn của allopurinol trong dung dịch NaOH 1 M  

Kết quả xác định bước sóng hấp thụ cực đại của ALP trong dung dịch NaOH 

1 M là λmax = 277,98 nm. 

Dựa vào phần mềm Excel, tìm được phương trình đường chuẩn của ALP 

trong dung dịch NaOH 1 M là y = 8621,6x + 0,2358. Trong đó, x là nồng độ của 

ALP trong dung dịch NaOH 1 M (mol/L), y là mật độ quang A. Hệ số hồi quy tuyến 

tính R
2
 = 0,9962 (≈ 1) cho thấy sự phụ thuộc tuyến tính mật độ quang theo nồng độ 

dung dịch NaOH 1 M tại 𝜆𝑚𝑎𝑥 = 277,98 nm. Vì vậy, có thể sử dụng phương trình 

đường chuẩn này để tiến hành khảo sát hiệu suất mang thuốc ALP trong các mẫu tổ 

hợp Car/C/ALP. 
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3.2.1.2. Xác định hiệu suất mang allopurinol của màng tổ hợp Car/C/ALP  

Để xác định hiệu suất mang ALP của màng tổ hợp Car/C/ALP, mẫu màng 

được hòa tan trong dung dịch NaOH 1 M sau đó tiến hành ghi phổ UV – Vis. Kết 

quả xác định hiệu suất mang ALP của các mẫu màng tổ hợp Car/C với 5% khối 

ALP (theo tổng khối lượng polyme) chế tạo ở các hàm lượng chất tạo gel KCl (0,5 

%; 1 %; 2% và 5 %) khác nhau lần lượt là 28,35 %; 74,31 %; 46,3 % và 47,42 %. 

Có thể thấy hàm lượng KCl có ảnh hưởng rõ rệt đến hiệu suất mang ALP của màng 

tổ hợp. Hiệu suất mang của mẫu màng sử dụng chất tạo gel KCl 1% cao hơn hẳn so 

với các mẫu màng tổ hợp còn lại. Điều này có thể do 1 % KCl là hàm lượng tối ưu 

để tạo liên kết ngang với carrageenan và hình thành hệ gel carrageenan. Với hàm 

lượng KCl cao hơn có thể làm gel bị cứng do dư thừa các ion K
+
 và ion này phân 

tán và hệ gel làm giảm khả năng hấp phụ ALP. Còn với hàm lượng nhỏ hơn 1 % 

KCl, lượng ion tạo gel thấp làm hệ gel trở lên kém bền vững. Do đó, lựa chọn hàm 

lượng KCl là 1 % cho các nghiên cứu tiếp theo.  

3.2.2. Phổ FTIR của màng tổ hợp carrageenan/collagen/allopurinol 

Hình 3.9 là phổ FTIR của ALP, Car và C. Các vân phổ đặc trưng cho dao 

động của nhóm amide của collagen xuất hiện ở 3294 cm
-1

 (amide A), 3076 cm
-1 

(amide B), 1630 cm
-1

 (amide I), 1546 cm
-1

 (amide II) và 1236 cm
-1 

(amide III) trên 

phổ IR của collagen [153, 155]. Quan sát phổ FTIR của Car trong Hình 3.9, một 

vân phổ rộng nằm trong khoảng 3000–3600 cm
-1

 và một vân phổ sắc nét ở 1636 

cm
-1

 là tín hiệu dao động hóa trị và dao động biến dạng của liên kết O-H trong 

nhóm hydroxyl trong Car trong khi các vân phổ yếu ở 2950 cm
-1

 và 1373 cm
-1

 đặc 

trưng cho dao động kéo dãn và dao động biến dạng của liên kết C–H. Vân phổ hấp 

thụ mạnh ở 1223 cm
-1 

là của dao động kéo dài của liên kết S=O trong nhóm este 

sulfate của Car. Ngoài ra, các vân phổ ở 843 cm
-1

 đặc trưng cho liên kết của nhóm 

C–O–SO3 của D-galactose-4-sulfate trong Car. Mặt khác, dao động hóa trị của liên 

kết C–C và C–O được tìm thấy ở 1036 và 1154 cm
-1

. Một vân phổ ở 925 cm
-1

 có thể 

được quy cho liên kết C–O của 3,6-anhydro-D-galactose [22, 109, 160]. 

Phổ hồng ngoại của ALP (Hình 3.9) xuất hiện vân phổ của nhóm đặc trưng 

cho ALP: vân phổ hấp phụ ở 3165 và 3074 cm
-1

 đặc trưng cho dao động hóa trị của 
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NH, vân phổ 3030 cm
-1

 là dao động kéo dài của CH trong vòng pyrimidine, các vân 

phổ ở 1765 và 1694 cm
-1

 đặc trưng cho dao động hóa trị của liên kết C=O của 

ketone, dao động của liên kết C–N ở 1226 cm
-1

 và các vân phổ ở 1476, 951, 878, 

777 cm
-1

 là dao động biến dạng của các liên kết CH [162]. 

 

Hình 3.9. Phổ FTIR của ALP, Car và C 

Hình 3.10 là phổ FTIR của các màng tổ hợp Car/C/ALP với các tỉ lệ Car/C 

97/3, 95/5, 93/7, 90/10 cùng sử dụng KCl
 
1% và mang 5% ALP. Có thể thấy vị trí 

các vân đặc trưng cho các nhóm chức trong phổ FTIR của các mẫu màng này tương 

tự nhau. Như vậy, KCl không ảnh nhiều đến dao động của các nhóm đặc trưng 

trong màng tổ hợp. Tuy nhiên, có sự khác biệt nhỏ với mẫu màng tổ hợp sử dụng 

KCl 1%
.
 Trên phổ FTIR mẫu màng tổ hợp CCA973 với các vân phổ hấp thụ đặc 

trưng cho dao động hóa trị của nhóm O-H, N-H của amit bậc 2 ở 3371 cm
-1

, nhóm 

C=O ở 1642 cm
-1

, nhóm C=N ở 1564 cm
-1

,  nhóm C-N ở 1229 cm
-1

, C-O ở 1065 cm
-1

. 

Như vậy, từ phổ FTIR có thể thấy, trong màng tổ hợp CCA973, có tương tác hydro 

giữa nhóm amide trong collagen với các nhóm hydroxyl, amine trong Car và ALP 

rõ và mạnh hơn so với các mẫu còn lại.  
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Hình 3.10. Phổ FTIR của màng tổ hợp CCA 

 Khi tổ hợp Car/C mang ALP vị trí các vân phổ của các nhóm đặc trưng trong 

từng phần bị thay đổi, cụ thể như sau: Với carrageenan, dao động hóa trị của nhóm 

O–H từ 3392 cm
-1

 dịch chuyển xuống 3371 cm
-1

, dao động hóa trị nhóm C=O từ 

1636 cm
-1

 dịch chuyển lên 1642 cm
-1

, nhóm C–O từ 1154 cm
-1

 dịch chuyển xuống 

1065 cm
-1

. Với collagen: dao động hóa trị nhóm O–H từ 3294 cm
-1

 dịch chuyển lên 

3371 cm
-1

, dao động biến dạng của nhóm amit bậc 1 từ 1630 cm
-1

 dịch chuyển lên 

1642 cm
-1

. Với ALP: dao động hóa trị của nhóm N–H từ 3169 cm
-1

 dịch chuyển lên 

3371 cm
-1

, nhóm C=N ở 1580 cm
-1

 dịch chuyển xuống 1564 cm
-1

, nhóm C–N ở 

1226 cm
-1

 dịch chuyển lên 1229 cm
-1

. Sự dịch chuyển vị trí các vân phổ của các 

nhóm đặc trưng trong phổ FTIR của màng tổ hợp CCA liên quan tới các tương tác 

giữa collagen, carrageenan, ALP như liên kết hydro và tương tác lưỡng cực–lưỡng 

cực giữa nhóm amin và OH trong ALP và collagen với nhóm cacboxyl và nhóm 

sulfate trong carrageenan. 
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Bảng 3.7. Số sóng (cm
-1

) đặc trưng của các nhóm chức chủ yếu trong màng tổ hợp 

CCA tỷ lệ carrageenan và collagen thay đổi 

 O-H, N-H C=O C=N C-N C-O 

CCA973-5 3371 1642 1564 1229 1065 

CCA955-5 3370 1640 1551 1231 1040 

CCA937-5 3362 1642 1555 1236 1039 

CCA9010-5 3372 1640 1553 1239 1039 

Ngoài ra, vân phổ nhọn đặc trưng cho dao động hóa trị của nhóm S=O ở 

2360 cm
-1

 trong Car có dạng tù hơn với đỉnh vân phổ ở vị trí 2165 cm
-1

 trong màng 

tổ hợp. Điều này chứng tỏ nhóm sulfate trong Car đã hình thành tương tác tĩnh điện 

với nhóm amine được proton hóa của collagen. Khi thay đổi hàm lượng collagen, vị 

trí số sóng đặc trưng cho các nhóm chức trong màng tổ hợp có sự chênh lệch nhỏ. 

Mẫu chứa 5% collagen có sự chuyển dịch số sóng đặc trưng của các nhóm như 

C=O, C=N, C-O là lớn nhất. Có thể, trong màng tổ hợp chứa 5 % collagen, khả 

năng hình thành tương tác giữa collagen với Car và ALP là mạnh nhất.  

Tương tự, phổ FTIR của màng tổ hợp với các tỉ lệ Car/C và hàm lượng ALP 

khác nhau trên Hình 3.11 cũng cho thấy phổ FTIR của màng 3 thành phần với tỷ lệ 

khác nhau của Car/C/ALP. Vân phổ đặc trưng của các nhóm chức trong Car, 

collagen và ALP trong các màng tổ hợp đều xuất hiện đầy đủ. Các vân phổ đặc 

trưng cho dao động của các nhóm amide trong collagen không có trong phổ FTIR 

của CaA-5 trong khi chúng xuất hiện trong phổ IR của CoA-5. Vân phổ đặc trưng 

cho dao động của nhóm carbonyl trong ALP không xuất hiện trong phổ IR của 

CC955-0. Nói chung, dao động của các nhóm chức trong màng tổ hợp sinh học 

CCA giống nhau nhưng vị trí và diện tích vân phổ thay đổi thay đổi so với collagen 

nguyên chất, Car và ALP (Bảng 3.8). Điều này cho thấy Car, collagen và ALP có 

thể tương tác với nhau thông qua liên kết hydro, giả thuyết này được mô tả trong 

Hình 3.12. Tỷ lệ Car/C có ảnh hưởng không đáng kể đến sự dao động của các nhóm 

chức trong màng tổ hợp CCA trong khi sự gia tăng hàm lượng ALP có thể tăng độ 

truyền qua của nhóm carbonyl. 



77 
 

 

 

Hình 3.11. Phổ FTIR của màng tổ hợp CCA ở các tỉ lệ Car/C và ALP khác nhau 

Bảng 3.8. Số sóng (cm
-1

) đặc trưng của các nhóm chức chủ yếu trong màng tổ hợp 

Car/C/ALP 

Mẫu 
νOH, NH, 

νamide A 

νCH, δCH 

νamide B 

νC=O, C=C, 

νamide I, δOH 

νC=N, 

νamide II 

νS=O,C-N, 

νamide III 

νC=O, 

νC-C 

νC-O-

SO3 

Car 
3000 - 

3600 
2950, 1373 1636 - 1223 

1154, 

1036 
843 

Collagen 3294 
3076, 

2934, 1452 
1630 1546 1236 

1079, 

1032 
- 

ALP 
3165, 

3074 
3030, 1476 1765, 1694 1580 1226 - - 

CoA-5 
3431, 

3288 
1413 1704, 1639 1557 1240 

1068, 

1020 
- 

CaA-5 
3168, 

3380 

2918, 

2851, 1425 
1638 1558 1225 

1157, 

1036 
843 

CCA9550 3405 
2960, 

1429, 1375 
1640 1563 1232 

1159, 

1071 
846 

CCA9915 3371 
2922, 

2851, 1411 
1645 1556 1230 

1158, 

1040 
844 

CCA9555 3370 
2921, 

2848, 1409 
1640 1551 1230 

1158, 

1040 
844 

CCA90105 3372 2950, 1410 1640 1553 1229 
1158, 

1039 
844 

CCA9553 3397 2972, 1416 1761, 1652 1567 1237 
1158, 

1069 
846 

CCA95510 3388 
3000, 

2932, 1416 
- 1572 1238 

1158, 

1068 
846 
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Hình 3.12. Một số giả thuyết tương tác trong màng tổ hợp Car/C/ALP 

3.2.3. Nhiễu xạ tia X (XRD) 

Hình 3.13 là giản đồ nhiễu xạ tia X (XRD) của ALP. Có thể thấy ALP có cấu 

trúc tinh thể với sự xuất hiện của góc nhiễu xạ ở 10,66
o
; 12,16

o
; 14,96

o
; 17,46

o
; 

20,26
o
; 21,26

o
; 24,46

o
; 25,86

o
; 28,26

o
; 35,06

o
, phù hợp với kết quả công bố của 

Gurpreet [157]. 

Khi được mang bởi tổ hợp Car/C (95/5) và dùng 1% chất tạo gel KCl, các 

píc, góc nhiễu xạ của ALP có sự dịch chuyển đáng kể (Hình 3.14). Điều này cho 

thấy ALP đã được mang bởi tổ hợp Car/C và có dạng vô định hình dễ hòa tan [158]. 

Các polyme và ALP đã tương tác với nhau thông qua các tương tác vật lý như liên 

kết hydro và tương tác lưỡng cực – lưỡng cực.  
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Hình 3.13. Giản đồ XRD của ALP 

 

Hình 3.14. Giản đồ XRD của màng tổ hợp Car/C/ALP ở tỉ lệ Car/C = 95/5, 1% KCl 
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3.2.4. Ảnh SEM của màng tổ hợp carrageenan/collagen/allopurinol 

Quan sát Hình 3.15, có thể thấy ALP phân tán trong màng tổ hợp Car/C/ALP 

với kích thước khoảng 50 nm – 100 nm. Với tỉ lệ Car/C = 99/1 (Hình 3.15 b) và 

90/10 (Hình 3.15 d), màng tổ hợp có cấu trúc không đồng đều, một số hạt màu sáng 

hơn xuất hiện trên bề mặt màng. Mẫu màng tổ hợp với tỷ lệ Car/C = 95/5 có cấu 

trúc đồng đều hơn cả, không xuất hiện các hạt sáng trên bề mặt màng tổ hợp. Đối 

với mẫu chứa 1% collagen (Hình 3.15 b), kích thước hạt ALP phân tán trong các 

polyme của màng tổ hợp với kích thước khoảng 50 – 350 nm. Đối với mẫu chứa 5 

% collagen: kích thước hạt ALP phân tán trong các polyme của màng tổ hợp 

khoảng 100 nm. Đối với mẫu chứa 10 % collagen (Hình 3.15 d): kích thước hạt 

ALP phân tán trong các polyme của màng tổ hợp khoảng 50 nm. 

Khi thay đổi hàm lượng ALP trong màng tổ hợp, hình thái cấu trúc của màng 

bị ảnh hưởng đáng kể. Mẫu chứa 5 % ALP (Hình 3.15 c) có cấu trúc đồng đều hơn 

so với mẫu chứa 3 % (Hình 3.15 e) và 10 % ALP (Hình 3.15 f), đặc biệt là mẫu 

chứa 10 % ALP, thuốc và polyme tương tác kém với nhau nên ALP có xu hướng 

kết tụ dưới dạng hình khối với mật độ lớn phân tán trong nền polyme (Hình 3.15 f). 

   

 

Hình 3.15. Ảnh SEM của các màng tổ hợp Car/C/ALP, chất tạo gel KCl 1 %: ALP 

(a), CCA991-5 (b), CCA955-5 (c), CCA9010-5 (d), CCA955-3 (e) và CCA955-10 (f) 

3.2.5. Độ bền nhiệt màng tổ hợp carrageenan/collagen/allopurinol 

Hình 3.16 là giản đồ DSC của của màng tổ hợp Car/C/ALP ở các tỉ lệ Car/C 

99/1; 95/1 và 90/10, chất tạo gel KCl 1 %. Có thể thấy khi tăng hàm lượng collagen 

trong mẫu, cường độ píc thu nhiệt ở khoảng 40 – 70 
o
C tăng lên. Tỷ lệ Car/C có ảnh 
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hưởng đáng kể đến các đặc trưng nhiệt của mẫu màng tổ hợp Car/C/ALP. Ở hàm 

lượng 1 % collagen, không quan sát thấy sự bay hơi của ẩm và sự nóng chảy của 

collagen. Có thể do hàm lượng collagen quá nhỏ nên thiết bị đo không xác định 

được. Tuy nhiên, khi tăng hàm lượng collagen lên 5 và 10 %, píc đặc trưng cho sự 

bay hơi ẩm và nóng chảy của collagen thể hiện rõ ràng lần lượt ở 61 
o
C và 66 

o
C. 

Đối với mẫu chỉ chứa 1 % collagen, píc thu nhiệt đặc trưng cho sự nóng chảy của 

carrageenan xuất hiện ở 134 
o
C. Khi tăng hàm lượng collagen trong mẫu, vị trí píc 

nóng chảy dịch chuyển lên 150 
o
C và 155 

o
C, tương ứng với mẫu chứa 5 và 10 % 

collagen. Nhiệt độ phân hủy của carrageenan và collagen giảm khi tăng hàm lượng 

collagen trong mẫu. Cụ thể, với mẫu chứa 1 % collagen, nhiệt độ phân hủy của mẫu 

là 254 
o
C. Khi tăng hàm lượng collagen lên 5 và 10 %, nhiệt độ phân hủy của mẫu 

tương ứng là 250 
o
C và 249 

o
C. Ngoài ra, ở hàm lượng 10 % collagen, xuất hiện píc 

thu nhiệt ở 299 
o
C, tương ứng với sự nóng chảy của ALP.  

 

Hình 3.16. Giản đồ DSC của màng tổ hợp Car/C/ALP (5 %)  

Quan sát giản đồ DSC trên Hình 3.16 và dữ liệu ở Bảng 3.9, có thể thấy sự thay 

đổi nhiệt độ nóng chảy của các thành phần trong các mẫu màng tổ hợp như sau: 

Píc thu nhiệt 1 xuất hiện trong tất cả các mẫu màng 3 thành phần tương ứng 

với nhiệt độ biến tính của collagen. Giá trị này ứng với mẫu collagen tinh khiết là 

73,01 
o
C. Mẫu chứa 1 % collagen có nhiệt độ biến tính cao nhất ở 73,47 

o
C, sau đó 

đến mẫu chứa 10 % collagen (nhiệt độ biến tính 66,37 
o
C) và mẫu chứa 5% 
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collagen có nhiệt độ biến tính thấp nhất (61,19 
o
C). Điều này cho thấy mẫu 5 % 

collagen có sự tương tác mạnh hơn với carrageenan nên nhiệt độ biến tính của 

collagen thay đổi nhiều hơn.  

Píc thu nhiệt thứ 2 trên giản đồ DSC của màng tổ hợp Car/C/ALP tương ứng 

với sự nóng chảy của carrageenan. Giá trị này ứng với carrageenan ban đầu là 

118,05 
o
C. Khi thay đổi hàm lượng collagen trong mẫu, giá trị nhiệt nóng chảy của 

carrageenan cũng thay đổi. Cụ thể, mẫu chứa 1 %, 5 % và 10 % collagen, nhiệt độ 

nóng chảy của carrageenan trong màng tổ hợp lần lượt là 151,45 
o
C; 157,90 

o
C; và 

153,67 
o
C. Rõ ràng là collagen có tương tác với carrageenan dẫn đến sự thay đổi 

nhiệt độ nóng chảy của carrageenan trong các mẫu (tăng nhiệt độ nóng chảy và 

nhiệt nóng chảy của carrageenan trong màng tổ hợp). 

Píc thu nhiệt thứ 3 trên giản đồ DSC của các màng tổ hợp tương ứng với sự 

nóng chảy của ALP. Ở dạng nguyên chất, ALP có nhiệt độ nóng chảy ở 390 
o
C 

nhưng khi đưa vào màng tổ hợp, nhiệt độ nóng chảy của ALP giảm xuống còn 

276,71 
o
C (ở mẫu chứa 5 % collagen), 287,10 

o
C (ở mẫu chứa 10 % collagen), 

311,09 
o
C (ở mẫu chứa 1 % collagen). Điều này là do tương tác giữa ALP và 

carrageenan như trình bày ở mục 3.2.2. Ngoài ra, ALP, carrageenan và collagen 

cũng đã tương tác với nhau nên khi thay đổi hàm lượng collagen, nhiệt độ nóng 

chảy của ALP và carrageenan đều thay đổi.  

Trên giản đồ DSC của các mẫu màng tổ hợp 3 thành phần cũng quan sát thấy 

1 píc tỏa nhiệt tương ứng với sự phân hủy của carrageenan và collagen trong vật 

liệu tổ hợp. Nhiệt độ phân hủy của mẫu màng tổ hợp chứa 5 % collagen là cao nhất 

chứng tỏ mẫu màng này bền nhiệt hơn so với các mẫu còn lại. 

Bảng 3.9. Các đặc trưng nhiệt của màng tổ hợp CCA 

Mẫu 
Píc thu nhiệt 1 Píc thu nhiệt 2 Píc tỏa nhiệt 

Píc thu 

nhiệt 3 

Tnc (
o
C) H (J/g) Tnc (

o
C) H(J/g) Tp (

o
C) H(J/g) Tnc (

o
C) 

CCA991-5 _ _ 134,56 604,46 254,19 -174,24 - 

CCA955-5 63,00 51,946 150,67 788,70 250,34 -148,13 289,95 

CCA9010-5 66,77 137,022 155,921 865,54 249,83 -62,451 299,64 
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3.2.6. Nghiên cứu giải phóng allopurinol từ màng tổ hợp Car/C/ALP (CCA) 

trong các dung dịch đệm pH 2 và pH 7,4 

3.2.6.1. Phương trình đường chuẩn của allopurinol trong dung dịch đệm pH 2 

Dung dịch đệm pH 2 có môi trường pH tương tự trong dịch dạ dày. Để xây 

dựng đường chuẩn của ALP trong dung dịch đệm pH 2, tiến hành ghi phổ UV-VIS 

của dung dịch ALP trong dung dịch đệm pH 2 trong khoảng bước sóng từ 200 – 

400 nm để xác định bước sóng hấp thụ cực đại (λmax) của ALP. Kết quả thu được 

bước sóng hấp thụ cực đại của ALP trong dung dịch đệm pH 2 là λmax = 274,98 nm. 

Dựa vào phần mềm Excel, xác định được phương trình đường chuẩn của ALP 

trong dung dịch đệm pH 2 là y = 9756,9x – 0,3267 với hệ số hồi quy tuyến tính R
2
 

= 0,991. Trong đó, x là nồng độ của ALP (mol/Lit) trong dung dịch đệm, y là mật 

độ quang A. 

Giá trị hệ số hồi quy R
2 
= 0,991 (≈ 1) cho thấy sự phụ thuộc tuyến tính mật độ 

quang theo nồng độ dung dịch tại λmax = 274,98 nm. Vì vậy, có thể sử dụng phương 

trình đường chuẩn này để tiến hành khảo sát nồng độ ALP giải phóng từ vật liệu tổ 

hợp Car/C/ALP sau các khoảng thời gian ngâm mẫu trong dung dịch đệm pH 2. 

3.2.6.2. Phương trình đường chuẩn của allopurinol trong dung dịch đệm pH 7,4 

Dung dịch đệm pH 7,4 có môi trường pH tương tự trong dịch ruột. Tương tự 

như trên, tiến hành xây dựng đường chuẩn của ALP trong dung dịch đệm pH 7,4. 

Mật độ quang của ALP trong dung dịch đệm pH 7,4 xác định tương tự như với dung 

dich đệm pH 2. Kết quả thu được bước sóng hấp thụ cực đại của ALP trong dung 

dịch đệm pH 7,4 là λmax = 276,69 nm. 

Dựa vào phần mềm Excel, xác định được phương trình đường chuẩn của 

ALP trong dung dịch đệm pH 7,4 là y = 9945,3x – 0,4437 với hệ số hồi quy tuyến 

tính R
2
 = 0,990. Trong đó, x là nồng độ của ALP (mol/Lit) trong dung dịch đệm, y 

là mật độ quang A. 

Giá trị hệ số hồi quy R
2
 = 0,990 cho thấy sự phụ thuốc tuyến tính của độ hấp 

phụ quang vào nồng độ ALP trong dung dịch đệm pH 7,4 ứng với giá trị giá trị λmax 

= 276,69 nm. Vì vậy, có thể sử dụng các phương trình đường chuẩn này để tiến 

hành khảo sát nồng độ ALP giải phóng từ vật liệu tổ hợp Car/C/ALP trong dung 

dịch đệm pH 7,4. 
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3.2.6.3. Hàm lượng allopurinol giải phóng từ màng tổ hợp Car/C/ALP (CCA) trong 

các dung dịch đệm pH 2 và pH 7,4 

Hình 3.17 thể hiện hàm lượng ALP được giải phóng khỏi màng tổ hợp 

Car/C/ALP (CCA) với tỷ lệ Car/C khác nhau so với mẫu đối chứng (tinh thể ALP) 

ở dung dịch đệm pH 2 và pH 7,4. ALP được giải phóng từ từ khỏi màng tổ hợp ở cả 

2 dung dịch đệm pH 2 và pH 7,4. Hầu hết ALP được giải phóng ngay trong giờ đầu 

tiên. Ở mẫu đối chứng, sau 1 giờ thử nghiệm, phần trăm ALP giải phóng là 9,14% 

trong dung dịch đệm pH 2 và tăng lên 15,87% sau 32 giờ. Trong dung dịch đệm pH 

7,4, hàm lượng ALP giải phóng sau 1 giờ và 32 giờ lần lượt là 8,49% và 12,79%. 

Như vậy, trong môi trường acid, ALP giải phóng nhanh hơn do phản ứng của 

proton H
+
 trong dung dịch với các nhóm amin trong phân tử ALP, dẫn đến tăng sự 

khuếch tán của ALP vào dung dịch. Trong khi đó, hàm lượng ALP được giải phóng 

từ các màng tổ hợp CCA thể hiện xu hướng ngược lại, hàm lượng ALP giải phóng 

trong dung dịch đệm pH 7,4 lớn hơn trong dung dịch đệm pH 2. Trong những giờ 

đầu, thuốc được giải phóng từ màng tổ hợp CCA xảy ra nhanh và chậm lại trong 

những giờ thử nghiệm tiếp theo. Điều này là do quá trình giải phóng của ALP trên 

bề mặt của vật liệu tổ hợp, cũng như sự trao đổi của proton H
+
 trong môi trường 

acid với các cation K
+ 

(chất tạo gel) của màng tổ hợp, dẫn đến giảm sự kết tụ của 

chuỗi xoắn α của carrageenan, ảnh hưởng đến sự tương tác của polyme với ALP 

làm thay đổi mô hình giải phóng thuốc. Kết quả này cho phép khẳng định rằng sử 

dụng tổ hợp Car/C mang ALP sẽ giúp kiểm soát giải phóng ALP trong môi trường 

acid. Hàm lượng ALP giải phóng từ màng tổ hợp CCA cao hơn nhiều so với mẫu 

đối chứng (3,27–7,25 lần).  

 

Hình 3.17. Đồ thị giải phóng ALP từ màng tổ hợp CCA trong các dung dịch đệm 

pH 2 và pH 7,4 
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Mặc dù màng tổ hợp CCA được chế tạo ở cùng một hàm lượng ALP, nhưng 

ALP được giải phóng từ mẫu CCA955-5 nhanh hơn so với từ các mẫu CCA9010-5 

và CCA991-5 trong cả 2 dung dịch đệm pH 7,4 và pH 2. Điều này có thể do cấu 

trúc và sự tương tác khác nhau của các polyme và ALP khi tỷ lệ các polyme thay 

đổi. Như vậy, sự kết hợp giữa polyme thiên nhiên và ALP đóng vai trò quan trọng 

để kiểm soát khả năng hòa tan và giải phóng của thuốc [160]. Tỷ lệ Car/C = 95/5 là 

thích hợp để chế tạo màng tổ hợp CCA giúp kiểm soát tốt giải phóng ALP. 

Hình 3.18 trình bày hàm lượng ALP được giải phóng từ màng tổ hợp C/ALP 

(CoA-5), Car/ALP (CaA-5) và màng tổ hợp CCA khi hàm lượng ALP thay đổi 

trong dung dịch đệm pH 7,4. Với cùng một hàm lượng ALP, thứ tự hàm lượng ALP 

giải phóng từ CoA-5, CaA-5 và màng tổ hợp CCA955-5 là CaA-5 < CoA-5 < 

CCA955-5. Hàm lượng ALP giải phóng từ collagen mang ALP cao hơn từ 

carrageenan mang ALP do sự khác nhau bản chất của polyme. Liên kết hydro hình 

thành giữa ALP với carrageenan và collagen thông qua các nhóm chức đặc trưng 

như nhóm –NH, –COOH và nhóm sunfate, từ đó, giúp ALP được mang và giải 

phóng tốt hơn. Liên kết hydro tạo bởi nhóm –NH– (nhóm cho H) trong ALP với 

nhóm –OH (nhóm nhận) trong carrageenan yếu hơn so với liên kết hydro tạo bởi 

nhóm –NH– (nhóm cho H) trong ALP với nhóm C=O (nhóm nhận) trong collagen. 

Điều này có thể được giải thíc do mật độ điện tích âm trên O của nhóm –OH tăng 

lên nhờ hiệu ứng cảm ứng +I của yếu hơn của nhóm C=O từ đó làm mật độ điện 

tích âm trên O của nhóm –OH nhỏ hơn trên O của nhóm C=O. Do đó, khả năng 

mang và giải phóng ALP từ carrageenan kém hơn so với collagen. Việc kết hợp 

carrageenan và collagen để mang ALP (màng tổ hợp CCA) giúp tăng tương tác giữa 

ALP và các polyme, từ đó, làm tăng hiệu quả mang và giải phóng ALP. Tương tác 

tĩnh điện giữa các nhóm sulfat của carrageenan và proton hóa nhóm amin của 

collagen cũng như liên kết hydro giữa nhóm –OH trong nhóm carrageenan và 

cacboxyl và nhóm amin trong collagen có thể làm bền liên kết hydro của ALP với 

carrageenan và collagen, tạo thành một hệ tổ hợp bền vững hơn [159 – 161]. 
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Hình 3.18. Đồ thị giải phóng ALP từ mẫu màng CoA-5, CaA-5 và màng tổ hợp 

CCA khi hàm lượng ALP thay đổi trong dung dịch đệm pH 7,4 

Hàm lượng ALP giải phóng từ màng tổ hợp CCA tăng khi tăng hàm lượng 

ALP trong mẫu. Trong quá trình giải phóng thuốc, thuốc trên bề mặt hoặc gần bề 

mặt của màng tổ hợp được giải phóng nhanh ở mẫu có hàm lượng thuốc cao. 

Đồ thị giải phóng ALP từ tinh thể ALP và màng tổ hợp CCA với hàm lượng 

ALP thay đổi trong các dung dịch đệm pH 2 và pH 7,4 được thể hiện trên Hình 

3.19. Bằng cách so sánh hai nhóm (nhóm 1: Lượng ALP giải phóng trong dung dịch 

đệm pH 2; nhóm 2: Lượng ALP giải phóng trong dung dịch đệm pH 7,4), có thể 

thấy không có sự khác biệt (p = 0,122) có ý nghĩa thống kê giữa hai nhóm được thử 

nghiệm. Phần lớn tinh thể ALP đã được hòa tan trong giờ đầu tiên với lượng ALP 

giải phóng là 8,488 % và 9,135 %, tương ứng trong dung dịch đệm pH 7,4 và pH 

2,0. Hàm lượng ALP được giải phóng đã tăng lên 2 đến 3 %, tùy thuộc vào pH của 

dung dịch trong những giờ tiếp theo. Ví dụ, sau 8 giờ thử nghiệm, lượng ALP giải 

phóng trong dung dịch đệm pH 7,4 và pH 2 đạt được lần lượt là 10,95 % và 12,99 %. 

Trong môi trường acid, các nhóm –NH của ALP có thể bị proton hóa, làm cho ALP 

dễ dàng hòa tan hơn trong dung dịch đệm pH 2 so với trong dung dịch đệm pH 7,4. 



87 
 

 

 

Hình 3.19. Đồ thị giải phóng ALP tinh khiết và từ màng CCA với hàm lượng ALP 

thay đổi trong dung dịch đệm pH 2 và pH 7,4 

Quá trình giải phóng ALP từ màng tổ hợp CCA trong các dung dịch đệm tương 

tự như quá trình hòa tan ALP như đã nêu ở trên. Các mẫu giải phóng nhanh trong giờ 

đầu tiên và giải phóng chậm trong những giờ tiếp theo. Có sự khác biệt có ý nghĩa 

thống kê giữa lượng ALP được giải phóng từ ALP tinh thể và từ màng tổ hợp CCA (p 

= 0,005) (mẫu CCA5, CCA10 hoặc CCA15) trong dung dịch đệm pH 2,0 và pH 7,4. 

Hàm lượng ALP giải phóng nhanh từ màng CCA sau 1 giờ thử nghiệm đầu tiên trong 

các dung dịch đệm pH 2 và pH 7,4 có thể do sự trương nở và sự thủy phân của mạch 

polyme (như đã thảo luận ở trên), làm cho một phần thuốc trên bề mặt màng tổ hợp 

được giải phóng vào dung dịch. Trong những giờ tiếp theo, ALP giải phóng từ các 

màng CCA được kiểm soát nhờ tương tác giữa các polyme và thuốc, thuốc được 

khuếch tán từ bên trong polyme vào dung dịch [162]. 

Trong dung dịch đệm pH 2, lượng ALP được giải phóng từ màng tổ hợp CCA 

đạt 37,81 % – 57,58 % sau 1 giờ thử nghiệm và 44,36 % – 66,75 % sau 8 giờ thử 

nghiệm. Trong khi đó, ở dung dịch đệm pH 7,4; sau 1 giờ và 8 giờ thử nghiệm, lượng 

ALP được giải phóng từ màng CCA lần lượt là 36,23 % – 62,15 % và 45,73 % – 69,59 

%. Điều này có nghĩa là sự kết hợp Car/C góp phần vào sự hòa tan nhanh của ALP 

trong môi trường trung tính. Do proton hóa của nhóm –NH trong ALP với proton H+ 

trong dung dịch acid, liên kết giữa polyme và thuốc trong dung dịch trung tính ổn định 

hơn so với trong điều kiện acid mạnh, dẫn đến kiểm soát giải phóng thuốc tốt hơn việc 

giải phóng thuốc trong dung dịch đệm pH 7,4 [163, 164]. 
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3.2.7. Mô hình động học giải phóng allopurinol từ màng tổ hợp CCA trong các 

dung dịch đệm pH 2 và pH 7,4 

Cơ chế và mô hình động học giải phóng thuốc phụ thuộc vào hàm lượng, pH 

dung dịch, bản chất của thuốc và polyme [27, 182, 183]. 

(i) Động học bậc không (ZO): Wt = W0 + K1. t 

(ii) Động học bậc 1 (FO): logC = logC0- K2. t/2,303 

(iii) Phương trình Hixon-Crowell (HC): W0 
1/3

 - Wt
1/3

 = K3. t 

(iv) Phương trình Higuchi (HG): Wt = K4. t
1/2

 

(v) Phương trình định luật năng lượng Korsmeyer-Peppas (KP): 
𝑀𝑡

𝑀∞
 = K5.t

n
 

Trong đó:  

t: thời gian giải phóng thuốc. 

K5: là hằng số đặc trưng cho hệ thuốc - polyme. 

n: là hằng số khuếch tán, đặc trưng cho cơ chế giải phóng thuốc. 

Wt: lượng thuốc giải phóng ở thời điểm t. 

W0: lượng thuốc giải phóng ở thời điểm ban đầu. 

K1, K2, K3, K4: hằng số tốc độ phản ứng. 

Mt/M∞ là phần thuốc giải phóng vào môi trường hòa tan. 

C0: nồng độ thuốc ban đầu. 

C: nồng độ thuốc ở thời điểm t. 

Khi n ≤ 0,5, sự giải phóng thuốc tuân theo định luật khuếch tán Fick. Khi n > 0,5.  

Động học bậc 0 cho thấy quá trình giải phóng thuốc ra khỏi hệ là bất biến, 

không phụ thuộc vào nồng độ của nó trong hệ. Động học bậc 1 cho thấy quá trình 

giải phóng thuốc ra khỏi hệ là sự tuyến tính với nồng độ của thuốc trong hệ. Mô 

hình động học Hixon - Crowell cho thấy khả năng thuốc bị hòa tan khi có sự thay 

đổi diện tích bề mặt hệ mang thuốc. Mô hình động học Higuhi cho thấy quá trình 

thuốc giải phóng theo công thức phần trăm thuốc giải phóng tỉ lệ thuận với căn bậc 

2 thời gian và nó phụ thuộc vào sự khuếch tán của thuốc ra khỏi hệ. Mô hình động 

học Korsmeyer - Peppas mô tả cơ chế giải phóng thuốc từ hệ polyme có thể tuân 

theo định luật khuếch tán Fick (loại I) hoặc cơ chế không Fick (cơ chế Fick II), nó 

chỉ ra rằng có nhiều hơn một loại hiện tượng xảy ra trong quá trình giải phóng thuốc. 

Để tìm mô hình động học phù hợp cho quá trình giải phóng ALP từ các mẫu 

CCA, hàm lượng thuốc được giải phóng đã được tính toán và xây dựng theo các mô 

hình (i) đến (v). Hệ số hồi quy tuyến tính (R
2
) đánh giá sự phù hợp của các mô hình 

phương trình động học giải phóng ALP từ các màng tổ hợp CCA trong các dung dịch 

đệm pH 2 và pH 7,4. Hệ số R
2
 được thống kê trong các Bảng 3.10 và 3.11 cho thấy 
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ALP từ các màng tổ hợp CCA trong giai đoạn giải phóng thuốc nhanh là cao hơn so 

với giai đoạn giải phóng thuốc chậm. Trong dung dịch đệm pH 2, quá trình giải phóng 

thuốc khỏi màng tổ hợp CCA tuân theo phương trình ZO với n < 0,5 tương ứng với sự 

khuếch tán thuốc tuân theo định luật Fick. 

Bảng 3.10. Giá trị R
2
 của các phương trình động học giải phóng ALP từ các màng 

tổ hợp CCA trong dung dịch đệm pH 2 

Mẫu ZO FO HG HC KP n 

CCA991-5 
GPN 0,8589 0,1456 0,7737 0,8589 0,6634 0,3988 

GPC 0,8916 0,9107 0,8859 0,8916 0,8804 0,4670 

CCA955-5 
GPN 0,9994 0,9393 0,9836 0,9994 0,9402 0,4202 

GPC 0,9072 0,6429 0,9030 0,9072 0,8967 0,4945 

CCA9010-5 
GPN 0,8708 0,7466 0,9394 0,9059 0,7443 0,4615 

GPC 0,8645 0,3616 0,9092 0,9549 0,9138 0,4989 

Trong dung dịch đệm pH 7,4, quá trình giải phóng ALP từ hầu hết các mẫu 

tuân theo phương trình KP với sự khuếch tán thuốc tuân theo định luật Fick (n < 

0,5). Cơ chế giải phóng ALP từ các mẫu CCA ở dung dịch đệm pH 7,4 phức tạp với 

sự kết hợp của nhiều hiện tượng như trương nở polyme, phân tán thuốc trong cấu 

trúc polyme, sự khuếch tán của thuốc, tương tác của thuốc và polyme, tương tác của 

thuốc và thuốc.... Kết quả giá trị R
2 
của các phương trình động học giải phóng ALP từ 

các màng tổ hợp CCA trong dung dịch đệm pH 7,4 được thống kê trong Bảng 3.11. 

Bảng 3.11. Giá trị R
2
 từ các phương trình động học giải phóng ALP từ các màng tổ 

hợp CCA trong dung dịch đệm pH 7,4 

Mẫu ZO FO HG HC KP n 

CCA991-5 
GPN 0,9487 0,9134 0,8974 0,9487 0,8327 0,3468 

GPC 0,9674 0,1310 0,9780 0,9674 0,9839 0,3510 

CCA955-5 
GPN 0,9009 0,9194 0,9009 0,9009 0,8509 0,3360 

GPC 0,9458 0,5660 0,9472 0,9458 0,9449 0,3128 

CCA9010-5 
GPN 0,7694 0,9495 0,8711 0,7694 0,9482 0,3693 

GPC 0,6955 0,2568 0,7153 0,6955 0,7242 0,3623 

Bảng 3.12 liệt kê các giá trị R
2
, n của mô hình động học phản ánh quá trình 

giải phóng ALP từ màng tổ hợp CCA (với hàm lượng ALP thay đổi) vào dung dịch 
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đệm pH 2 và pH 7,4. Mô hình KP có R
2
 cao nhất cho thấy mô hình này phù hợp với 

cơ chế giải phóng ALP từ các màng tổ hợp CCA vào các dung dịch đệm pH 2 và 

pH 7,4 cho hầu hết tất cả các mẫu nghiên cứu. Các kết quả này tuân theo quy luật 

giải phóng một số loại thuốc từ các polyme [164, 165] vì quá trình giải phóng ALP 

từ màng CCA là một quá trình phức tạp bao gồm trương nở, phân hủy, proton hóa, 

khuếch tán, hòa tan và bào mòn. Các giá trị của hằng số khuếch tán (n) thu được từ 

mô hình KP nằm trong khoảng từ 0,361 đến 0,619, tùy thuộc vào tỷ lệ thành phần 

của mẫu và pH của dung dịch. Điều này cho thấy giải phóng ALP từ CCA955-10 và 

CCA955-15 ở cả dung dịch đệm pH 2,0 và pH 7,4 theo cơ chế khuếch tán Fick, 

trong khi giải phóng thuốc từ mẫu CCA955-5 là sự khuếch tán không đều và không 

tuân theo định luật Fick [166]. 

Bảng 3.12. Giá trị R
2
 của các mô hình phương trình động học giải phóng ALP từ các 

màng tổ hợp CCA (hàm lượng thuốc khác nhau) trong các dung dịch đệm pH 2 và pH 7,4 

Mẫu  ZO FO HG HC KP n 

pH 2 

CCA955-5 

CCA955-10 

CCA955-15 

 

0,848 

0,972 

0,707 

 

0,970 

0,824 

0,828 

 

0,929 

0,911 

0,803 

 

0,848 

0,972 

0,707 

 

0.977 

0,824 

0,874 

 

0,582 

0,367 

0,435 

pH 7,4 

CCA955-5 

CCA955-10 

CCA955-15 

 

0,883 

0,873 

0.878 

 

0,932 

0,939 

0,970 

 

0,931 

0,936 

0,942 

 

0,883 

0,873 

0,878 

 

0,942 

0,962 

0,965 

 

0,619 

0,361 

0,483 

3.3. Hạt tổ hợp carragennan/collagen/allopurinol (ACC) 

3.3.1. Phổ FTIR của hạt tổ hợp carrageenan/collagen/allopurinol (ACC)  

3.3.1.1. Phổ FTIR của các hạt tổ hợp Car/C/ALP 10% với tỷ lệ Car/C khác nhau 

Hình 3.20 là phổ FTIR của carrageenan, collagen, ALP và hạt tổ hợp ACC 

chế tạo ở các tỷ lệ Car/C khác nhau. Có thể thấy vân phổ hấp thụ đặc trưng cho dao 

động hóa trị của các nhóm chức trong carrageenan trên phổ FTIR của Car. Cụ thể, 

dao động hóa trị các nhóm –OH ở 3450 cm
-1

, nhóm C=O ở 1600 cm
-1

, nhóm C–O ở 

1200 cm
-1

 và nhóm S=O (trong nhóm este sunfat) ở 1100 cm
-1

 [166]. 

Trong phổ FTIR của ACC, có vân phổ hấp thụ đặc trưng cho dao động hóa 

trị của nhóm –NH ở số sóng 3305,19 cm
-1

. Ngoài ra, vân phổ đặc trưng cho dao 
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động biến dạng của amit bậc 1 xuất hiện ở 1650,3 cm
-1

,
 
amit bậc 2 ở 1547,91 cm

-1
, 

amit bậc 3 ở 1236,59 cm
-1

. Vân phổ đặc trưng cho dao động hóa trị và dao động 

biến dạng của liên kết C–H ở 2931,83 cm
-1

 và 1451,16 cm
-1

, 1397,05 cm
-1 

[154]. 

 

Hình 3.20. Phổ FTIR của Car, C, ALP và các hạt tổ hợp ACC ở các tỷ lệ Car/C khác nhau 

Từ phổ FTIR của ALP có thể thấy, vân phổ hấp thụ đặc trưng cho dao động 

hóa trị của nhóm –CO-NH- ở 3500 cm
-1

, nhóm –NH của amin bậc 2 ở 3470 cm
-1

, 

amin bậc 3 ở 2780 cm
-1

,
 
nhóm cacbodiamit –N=C-N ở 2050 cm

-1
, nhóm C=O ở 

1680 cm
-1

,
 
nhóm C=N ở 1560 cm

-1
, nhóm C-N ở 1240 cm

-1
, dao động biến dạng của 

nhóm C-H ở 1450 cm
-1

 [157]. 

Quan sát phổ FTIR của các hạt tổ hợp ACC và so sánh với các phổ FTIR của 

carrageenan, collagen, ALP ta nhận thấy khi kết hợp carrageenan, collagen, ALP 

trong hạt tổ hợp, vị trí các vân phổ đặc trưng của các nhóm chức trong từng thành 

phần bị thay đổi. Cụ thể, các vân phổ đặc trưng trên phổ FTIR của mẫu hạt ACC64-

10 như sau: vân phổ đặc trưng cho dao động hóa trị nhóm –NH, –OH trong 

collagen, carrageenan và ALP hợp thành một vân ở 3430 cm
-1

, nhóm C=N ở 1560 

cm
-1

, vân phổ đặc trưng cho dao động biến dạng của nhóm –NH , –OH hợp thành 

một vân ở 1647 cm
-1

, dao động biến dạng của liên kết C-H ở 1414 cm
-1

. Phổ FTIR 

của các hạt tổ hợp ACC28-10, ACC55-10, ACC82-10 tương tự như phổ FTIR của 

mẫu ACC64-10. Tuy nhiên, với các mẫu này có thể quan sát rõ vân phổ ở khoảng 

2200 cm
-1

 đặc trưng cho nhóm carbođiamit –N=C-N.  

3.3.1.2. Phổ FTIR của hạt tổ hợp ACC với hàm lượng ALP khác nhau 
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Hình 3.21 là phổ FTIR của các hạt tổ hợp ACC có chứa các hàm lượng ALP 5, 

10 và 15 % so với tổng khối lượng polyme (tỷ lệ khối lượng Car/C = 1/9). Có thể thấy, 

trên phổ FTIR của các mẫu này xuất hiện các vân phổ đặc trưng cho dao động của các 

nhóm chức hydroxyl, carbonyl, amin, amit, sunfat, các liên kết C-O, C-C, C-H trong 

carrageenan, collagen và ALP. Ở hàm lượng ALP nhỏ (5 %), không quan sát được vân 

phổ đặc trưng cho dao động hóa trị của nhóm C=O ở vị trí 1765 cm
-1

 mà chỉ quan sát 

được vai phổ ở vị trí này. Khi tăng hàm lượng ALP trong mẫu, có thể quan sát được rõ 

vị trí vân phổ này ở 1766 – 1768 cm
-1

. 

 

Hình 3.21. Phổ IR của các hạt tổ hợp ACC19-5, ACC19-10 và ACC19-15 

3.3.2. Phân bố kích thước hạt của hạt tổ hợp ACC 

3.3.2.1. Phân bố kích thước hạt tổ hợp ACC với tỷ lệ Car/C khác nhau 

Từ Hình 3.22 và Bảng 3.13, có thể thấy các hạt tổ hợp ACC với tỷ lệ Car/C 

khác nhau có kích thước nano, trong đó mẫu ACC28 có kích thước hạt trung bình 

nhỏ nhất là 200,80 nm. Mẫu ACC55-10 có kích thước hạt trung bình là 309,10 nm. 

Mẫu ACC64-10 có kích thước hạt trung bình là 547,00 nm. Mẫu ACC28 có kích 

thước hạt nhỏ nhất nhưng không đồng đều. Các mẫu ACC55-10 và ACC64-10 có 

kích thước hạt lớn hơn nhưng độ đồng đều của hạt cao hơn so với mẫu ACC28-10. 

Bảng 3.13. Kích thước hạt trung bình của các hạt tổ hợp nano ACC28-10, ACC55-

10 và ACC64-10  

Mẫu Khoảng phân bố kích thước hạt (nm) Kích thước hạt trung bình (nm) 

ACC28-10 150 – 300 200,80 ± 7,19 

ACC55-10 225 – 400 309,10 ± 14,76 

ACC64-10 400 – 800 547,00 ± 31,74 
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Hình 3.22. Giản đồ phân bố kích thước hạt của các hạt tổ hợp nano ACC28-10, 

ACC55-10, ACC64-10 

3.3.2.2. Phân bố kích thước hạt tổ hợp nano ACC với hàm lượng ALP khác nhau 

Bảng 3.14 cho thấy khi tăng hàm lượng ALP trong mẫu, kích thước hạt trung 

bình của các hạt tổ hợp nano ACC tăng. Điều này là do ALP có tính kị nước nên 

khả năng phân tán vào các polyme của hạt tổ hợp trong nước kém, các hạt tổ hợp có 

xu hướng kết tụ lại với nhau, dẫn đến kích thước của chúng tăng lên. 

Bảng 3.14. Kích thước hạt trung bình của các hạt tổ hợp nano ACC19-5, ACC19-10 

và ACC19-15 

Mẫu Kích thước hạt trung bình (nm) 

ACC19-5 180,55 ± 17,30 

ACC19-10 170,92 ± 21,80 

ACC19-15 340,00 ± 28,54 

3.3.3. Ảnh SEM của hạt tổ hợp nano ACC 

3.3.3.1. Ảnh SEM của hạt tổ hợp nano Car/C/ALP 10% với tỷ lệ Car/C khác nhau 

Ảnh SEM của mẫu ACC28, ACC55, ACC64 được trình bày trên Hình 3.23. 

Có thể thấy các hạt có kích thước không đồng đều (mẫu ACC28 khoảng 5-50 m, 

mẫu ACC55 khoảng 2-5 m, mẫu ACC64 khoảng 5-20 m) và có khuynh hướng 
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kết tụ lại với nhau để tạo thành các hạt có kích thước lớn hơn. Nguyên nhân là do 

carrageenan có khả năng tạo gel tốt, độ nhớt cao nên các hạt ALP khó phân tán vào 

nền polyme hơn và có xu hướng kết dính (vón cục) với nhau, nhất là các hạt chế tạo 

với tỷ lệ Car/C lớn như mẫu ACC64. 

   

  Hình 3.23. Ảnh SEM của ALP các hạt tổ hợp nano ACC với tỷ lệ Car/C khác nhau 

3.3.3.2. Ảnh SEM của các hạt tổ hợp nano ACC với hàm lượng ALP khác nhau 

Hình 3.24 là ảnh SEM của các mẫu hạt tổ hợp ACC chế tạo ở các hàm lượng 

ALP khác nhau. Có thể thấy các hạt tổ hợp có kích thước hạt khá đồng đều trong 

khoảng 50 - 250 nm, nhỏ hơn so với ALP. Sự phân tán của ALP trong hạt tổ hợp Car/C 

nhờ các tương tác lưỡng cực - lưỡng cực và liên kết hydro giữa các nhóm amin và 

carbonyl trong ALP với các nhóm amide và nhóm carboxyl trong collagen, nhóm 

hydroxyl và sunfat trong carrageenan. Tuy nhiên, các hạt này có xu hướng kết tụ lại với 

nhau thành các hạt kích thước lớn hơn do sự hình thành liên kết hydro giữa các acid 

amin trong collagen. Với các hàm lượng ALP khảo sát, mẫu chứa 10 % ALP có kích 

thước hạt đồng đều nhất. 

  

Hình 3.24. Ảnh SEM của các hạt tổ hợp ACC với hàm lượng ALP khác nhau 

3.3.4. Đặc trưng nhiệt của hạt tổ hợp nano ACC 

Giản đồ DSC của ALP, carrageenan, collagen và hạt tổ hợp ACC64-10 được 

thể hiện trên Hình 3.25 và kết quả xác định các đặc trưng nhiệt của chúng được 

trình bày trong Bảng 3.14.  
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Hình 3.25. Giản đồ DSC của ALP, carrageenan, collagen và hạt tổ hợp ACC64-10 

Từ giản đồ DSC trên Hình 3.25, có thể thấy nhiệt độ bắt đầu nóng chảy, nhiệt 

độ nóng chảy và nhiệt nóng chảy của các thành phần trong vật liệu tổ hợp đều tăng 

so với carrageenan, collagen, ALP ban đầu.  

Trên giản đồ DSC của ALP, nhiệt độ nóng chảy (Tm) của mẫu là 396,44 °C 

(entanpy nóng chảy là 551,49 J/g [167]. Tm của ALP trong các hạt hydrogel Car/C 

đã dịch chuyển mạnh, giảm từ 396,44°C xuống 299,64°C đối với mẫu ACC64. Sự 

giảm nhiệt độ nóng chảy, cũng như entanpy nóng chảy, của ALP trong hạt hydrogel 

ACC là do ALP đã tương tác với carrageenan và collagen, điều này dẫn đến giảm ở 

mức độ kết tinh của ALP được mang bởi các hạt hydrogel Car/C. Tm của 

carrageenan và nhiệt độ biến tính của collagen trong mẫu ACC64 có xu hướng giảm 

so với các chất ban đầu, tương ứng với 108,30 °C (đối với carrageenan) và 66,77 °C 

(đối với collagen) [30, 148, 168]. Trên giản đồ DSC của ACC64-10 xuất hiện một 

pic thu nhiệt ở 155,93 
o
C (entanpy nóng chảy của 865,54 J/g) tăng lên so với 

carrageenan và collagen cho thấy các thành phần carrageenan, ALP và collagen đã 

tương hợp với nhau. Nhiệt độ phân huỷ nhiệt của carrageenan trong mẫu ACC64-10 

cũng tăng đến 249,84 °C và nhiệt phân hủy giảm. Điều này cũng khẳng định rằng 

sự tương tác giữa các thành phần trong ACC hạt hydrogel làm cải thiện sự phân hủy 

nhiệt của carrageenan. 
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Bảng 3.15. Các đặc trưng nhiệt của ALP, carrageenan, collagen và hạt tổ hợp nano 

ACC28-10, ACC55-10 và ACC64-10 

Mẫu Nhiệt độ 

nóng chảy 

(
o
C) 

Nhiệt nóng 

chảy 

(J/g) 

Nhiệt độ 

phân hủy (
o
C) 

Nhiệt phân hủy 

(J/g) 

Allopurinol 396,44 551,49 - - 

Carrageenan 118,06 280,35 217,28 - 95,77 

Collagen 73,02 162,86 - - 

ACC28-10 

66,37 130,00 

252,35 - 90,65 153,67 858,83 

- - 

ACC55-10 

61,20 55,19 

254,10 - 45,07 157,91 599,82 

- - 

ACC64-10 

66,67 137,02 

249,84 - 62,45 155,93 865,54 

299,64 32,47 

Kết quả thu được tương tự với các mẫu ACC28-10 và ACC55-10 được trình 

bày trong Bảng 3.15. Tm của ALP trong mẫu tổ hợp ACC28-10 và ACC55-10 cũng 

giảm so với ban đầu, điểm giảm nhiệt này có thể trùng với điểm nhiệt phân hủy của 

Car do vậy trên giản đồ DSC của các mẫu này không xuất hiện điểm nóng chảy thứ 3. 

Tuy nhiên, so sánh với mẫu ACC64-10 thấy rằng xuất hiện điểm nóng chảy thứ 3 trên 

đồ thị DSC có thể do các hạt ALP đã không phân tán tốt vào nền tổ hợp, có một phần 

nhỏ bị kết tụ làm nhiệt độ nóng chảy mẫu ACC64-10 cao hơn. Như vậy tỷ lệ Car/C có 

ảnh hưởng đến khả năng phân tán của ALP trong tổ hợp, hàm lượng Car tăng làm tăng 

độ gel hóa của tổ hợp từ đó làm giảm khả năng phân tán của ALP trong tổ hợp. 

3.3.5. Hiệu suất mang allopurinol của các hạt tổ hợp nano ACC 

Phương trình đường chuẩn của ALP trong dung dịch NaOH 1 M được trình 

bày ở mục 3.2.1.1. 

Bảng 3.16 trình bày kết quả xác định hiệu suất mang ALP của các mẫu hạt tổ 

hợp nano ACC chế tạo ở các tỷ lệ Car/C khác nhau và hạt nano ACC chế tạo thay 

đổi theo hàm lượng ALP. Có thể thấy tỷ lệ Car/C có ảnh hưởng nhẹ đến hiệu suất 

mang ALP của hạt tổ hợp nano ACC. Khi tăng hàm lượng ALP, hiệu suất mang 

ALP của các hạt tổ hợp nano ACC có xu hướng giảm, tương tự như các màng tổ 

hợp Car/C/ALP. Điều này có thể giải thích bởi ở hàm lượng ALP cao, các hạt có xu 

hướng kết tụ tạo thành hạt lớn hơn, do vậy khó phân tán vào hạt tổ hợp hơn.   
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Bảng 3.16. Hiệu suất mang ALP của các hạt tổ hợp ACC và CCA  

STT Mẫu Hiệu suất mang ALP (%) 

1 ACC28-10 70,92 

 2 ACC55-10 66,79 

3 ACC64-10 68,10 

4 ACC19-5 70,30 

 5 ACC19-10 80,79 

6 ACC19-15 60,55 

Mẫu hạt nano ACC19-10 (tỷ lệ Car/C/ALP=1/9/10) có hiệu suất mang thuốc 

cao nhất, do đó lựa chọn tỷ lệ Car/C/ALP = 1/9/10 để chế tạo các hạt tổ hợp nano 

ACC cho các nghiên cứu tiếp theo.  

3.3.6. Nghiên cứu giải phóng allopurinol từ hạt tổ hợp nano Car/C/ALP trong 

dung dịch đệm pH 2 và pH 7,4 

3.3.6.1. Hàm lượng ALP giải phóng từ các hạt nano Car/C/ALP (ACC) trong dung 

dịch đệm pH 2 

Hình 3.26 trình bày hàm lượng ALP giải phóng từ các hạt tổ hợp nano ACC 

với các tỷ lệ Car/C khác nhau (ACC28-10, ACC55-10, ACC64-10) trong dung dịch 

đệm pH 2. Có thể thấy ALP giải phóng từ các hạt tổ hợp nano ACC xảy ra theo 2 

giai đoạn: giải phóng nhanh trong 11 giờ đầu và sau đó là giai đoạn giải phóng 

chậm, có kiểm soát. 

 

Hình 3.26. Đồ thị giải phóng ALP các hạt tổ hợp nano ACC và ALP tinh khiết 

trong dung dịch đệm pH 2 
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Tỉ lệ Car/C ảnh hưởng đáng kể đến khả năng giải phóng ALP từ các hạt tổ 

hợp nano ACC trong dung dịch đệm pH 2. Hàm lượng ALP giải phóng từ hạt tổ 

hợp nano ACC28-10 sau 32 giờ thử nghiệm cao hơn so với các hạt tổ hợp chế tạo 

với các tỉ lệ Car/C khác và ALP không được mang bởi các polyme (thấp, chỉ đạt 

15,87 %). Điều này do hàm lượng collagen trong mẫu ACC28-10 lớn dễ bị cation 

hóa và thủy phân trong môi trường pH 2, từ đó, giúp ALP được giải phóng. 

Hình 3.27 trình bày hàm lượng ALP giải phóng từ các hạt tổ hợp nano với 

hàm lượng ALP khác nhau (ACC19-5, ACC19-10, ACC19-15) và mẫu ALP tinh khiết 

trong dung dịch đệm pH 2. Có thể thấy, ALP giải phóng từ các hạt tổ hợp nano 

ACC cũng xảy ra theo 2 giai đoạn: giải phóng nhanh trong 1 giờ đầu và sau đó là 

giai đoạn giải phóng chậm, có kiểm soát. Hạt ALP đưa vào hệ tổ hợp Car/C có kích 

thước nhỏ hơn so với dạng tinh khiết và đặc biệt là tồn tại dạng vô định hình, nên 

khả năng phân tán vào dung dich đệm pH 2 tốt hơn. Mặt khác, quá trình phân hủy 

và rã của polyme nền giúp ALP được giải phóng từ từ, do vậy, hàm lượng ALP giải 

phóng từ hạt tổ hợp cao hơn so với hàm lượng ALP giải phóng từ mẫu ALP tinh 

khiết do. Hàm lượng ALP giải phóng từ hạt tổ hợp nano ACCA19-15 sau 32 giờ thử 

nghiệm lớn hơn so với các hạt tổ hợp nano ACC chế tạo với các hàm lượng ALP 

khác nhau. Khi tăng hàm lượng ALP trong hạt tổ hợp nano ACC, hàm lượng ALP 

giải phóng tăng. Điều này có thể do ở hàm lượng ALP lớn, hàm lượng ALP trên bề 

mặt và gần bề mặt hạt nano ACC được giải phóng cục bộ. 

 

Hình 3.27. Đồ thị giải phóng ALP từ các hạt tổ hợp nano CCA và mẫu ALP tinh 

khiết trong dung dịch đệm pH 2 
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3.3.6.2. Hàm lượng ALP giải phóng từ các nano ACC trong dung dịch đệm pH 7,4  

Hình 3.28 trình bày hàm lượng ALP giải phóng từ các hạt tổ hợp nano 

ACC28-10, ACC55-10, ACC64-10 trong dung dịch đệm pH 7,4. Có thể thấy sự giải 

phóng ALP từ các hạt tổ hợp nano ACC (10 % ALP) cũng xảy ra theo 2 giai đoạn: 

giải phóng nhanh trong 11 giờ đầu và sau đó là giai đoạn giải phóng chậm có kiểm soát.  

Tỉ lệ Car/C ảnh hưởng đáng kể đến khả năng giải phóng ALP từ các hạt tổ 

hợp nano ACC. Sau 32 giờ thử nghiệm, hàm lượng ALP giải phóng từ các hạt tổ 

hợp nano ACC28-10, ACC55-10, ACC64-10 trong dung dịch đệm pH 7,4 đạt lần 

lượt 84,391 %; 52,898 %; 55,254 %, lớn hơn đáng kể so với hàm lượng ALP giải 

phóng từ mẫu ALP tinh khiết (12,794 %). Sự giải phóng ALP nhanh hơn là do phân 

bố kích thước hạt nhỏ hơn, thuốc giải phóng từ các hạt tổ hợp nano Car/C dễ dàng 

hơn. Đồng thời, khi được mang bởi tổ hợp carrageenan/collagen, nhờ các tương tác 

hydro và tương tác lưỡng cực – lưỡng cực giữa thuốc và các polyme giúp thuốc 

được hấp phụ trong các polyme và tăng độ tan của thuốc trong dung dịch đệm pH 7,4.  

 
Hình 3.28. Đồ thị giải phóng ALP từ các hạt tổ hợp nano ACC (tỷ lệ Car/C khác 

nhau) trong dung dịch đệm pH 7,4 

Hàm lượng ALP ban đầu trong hạt tổ hợp nano cũng ảnh hưởng đến khả 

năng giải phóng ALP. Tương tự như ở pH 2, ở pH 7,4, hàm lượng ALP giải phóng 

từ hạt tổ hợp nano cũng lớn hơn đáng kể so với hàm lượng thuốc giải phóng từ 

mẫu ALP tinh khiết (Hình 3.29). Sau 32 giờ thử nghiệm, hàm lượng ALP giải 

phóng từ các hạt tổ hợp nano CCA19-5, CCA19-10, CCA19-15 trong dung dịch 

đệm pH 7,4 đều lớn hơn đáng kể so với hàm lượng ALP giải phóng từ các mẫu 
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tương ứng trong dung dịch đệm pH 2. Cụ thể, sau 32 giờ thử nghiệm, hàm lượng 

ALP giải phóng từ các hạt tổ hợp nano CCA19-5, CCA19-10, CCA19-15 trong 

dung dịch đệm pH 7,4 đạt lần lượt là 23,3 %; 24,4 %; 98,08 %. Trong các hàm 

lượng ALP khảo sát, mẫu hạt tổ hợp nano Car/C chứa 15% ALP cho hàm lượng 

ALP giải phóng lớn nhất ở cùng một thời điểm thử nghiệm so với các mẫu còn lại. 

Kết quả này cho thấy ALP được mang bởi các hạt tổ hợp nano Car/C với hàm 

lượng thuốc thấp thích hợp cho giải phóng trong môi trường acid tốt hơn môi 

trường trung tính. Điều này là do trong môi trường acid, có thể xảy ra sự trao đổi 

ion giữa proton H
+
 của môi trường với ion K

+
 (tác nhân tạo gel) trong hạt tổ hợp 

dẫn đến giảm khả năng trương nở của gel carrageenan nên khả năng kiểm soát giải 

phóng thuốc của hạt tổ hợp nano CCA giảm, thuốc giải phóng vào dung dịch 

nhanh hơn. Ở hàm lượng 15 % ALP, thuốc chủ yếu được giải phóng cục bộ. Do 

bản chất ALP ưa kiềm nên trong dung dịch đệm pH 7,4, thuốc được giải phóng 

nhanh hơn. 

 

Hình 3.29. Đồ thị giải phóng allopurinol từ các hạt tổ hợp nano ACC (hàm lượng 

ALP khác nhau) trong dung dịch đệm pH 7,4 

3.3.7. Mô hình động học giải phóng allopurinol từ các hạt tổ hợp nano ACC 

trong dung dịch đệm pH 2 và pH 7,4 

Mục 3.2.6 đã đề cập tới các mô hình động học phổ biến phản ánh giải phóng 

thuốc từ các màng và hạt tổ hợp hoặc hỗn hợp polyme mang thuốc. Phản ánh quá 

trình giải phóng ALP từ các hạt tổ hợp nano Car/C/ALP chế tạo ở các hàm lượng 

ALP khác nhau (5, 10 và 15 %) trong các dung dịch đệm pH 7,4 và pH 2 được trình 
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bày trong 2 Bảng 3.17 và Bảng 3.18. Có thể thấy động học giải phóng ALP từ các 

hạt tổ hợp nano ACC trong dung dịch đệm pH 7,4 tuân theo mô hình Higuchi còn 

trong dung dịch đệm pH 2 tuân theo mô hình Korsmeyer - Peppas.  

Bảng 3.17. Hệ số R
2
 theo các mô hình động học giải phóng ALP và ALP từ các hạt tổ 

hợp nano ACC (tỷ lệ Car/C khác nhau) trong các dung dịch đệm pH 2 và pH 7,4 

Mẫu 

 

ZO HG KMP 

R
2
 R

2
 N 

pH 2 

Allopurinol 0,862 0,956 0,988 0,157 

ACC28-10 0,912 0,975 0,956 0,127 

ACC55-10 0,896 0,956 0,926 0,099 

ACC64-10 0,909 0,969 0,945 0,118 

pH 7,4 

Allopurinol 0,818 0,896 0,928 0,095 

ACC28-10 0,933 0,975 0,936 0,123 

ACC55-10 0,902 0,979 0,941 0,129 

ACC64-10 0,932 0,979 0,985 0,138 

Bảng 3.18. Hệ số hồi quy (R
2
) theo các mô hình động học giải phóng ALP từ các hạt 

tổ hợp nano CCA (hàm lượng ALP khác nhau) trong các dung dịch đệm pH 2 và pH 7,4 

Mẫu 
ZO FO HG HC KMP 

K R
2 

K R
2 

K R
2 

K R
2 

K R
2 

pH 7,4 

CCA19-5 2.10
-6 

0,110 0,020 0,109 2.10
-5

 0,185 8.10
-7 

0,110 0,122 0,259 

CCA19-10 6.10
-6 

0,915 0,032 0,916 5.10
-6

 0,868 2.10
-6 

0,915 0,105 0,731 

CCA19-15 10
-5

 0,912 0,009 0,908 8.10
-5

 0,908 4.10
-6 

0,912 0,594 0,890 

pH 2 

CCA19-5 10
-6 

0,648 0,009 0,753 6.10
-6

 0,890 4.10
-7 

0781 0,173 0,948 

CCA19-10 2.10
-6 

0,622 0,0007 0,573 10
-5

 0,760 6.10
-7 

0,622 0,178 0,906 

CCA19-15 0,169 0,941 0,004 0,936 0,002 0,939 2.10
-6 

0,941 0,608 0,953 
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Từ kết quả về hiệu suất mang thuốc, tính chất nhiệt, kích thước hạt ALP cũng 

như hàm lượng ALP giải phóng từ màng và hạt tổ hợp Car/C mang ALP, có thể 

thấy hạt tổ hợp ACC19-10 có các ưu điểm vượt trội như hiệu suất mang thuốc đạt 

80,79 % (màng tổ hợp cao nhất 74,31 %), kích thước hạt nhỏ nhất (170,92 nm), 

hàm lượng thuốc giải phóng đạt 60,08% so với các tổ hợp có thành phần khác nên 

thuận lợi để tăng sinh khả dụng của thuốc. Do đó, mẫu ACC19-10 (10 % 

carageenan, 90 % collagen và 10 % ALP (so với khối lượng tổng của hệ polyme 

Car/C)) được lựa chọn để tiến hành thử nghiệm in vivo trên cơ thể động vật (chuột). 

3.4. Thử nghiệm in vivo sử dụng hạt tổ hợp nano 

carrageenan/collagen/allopurinol trên cơ thể động vật (chuột bình thường và 

chuột được tiêm phúc mạc potassium oxalat) 

3.4.1. Xác định độc tính cấp của hạt tổ hợp nano carrageenan/collagen/allopurinol 

trên chuột được thử nghiệm 

3.4.1.1. Tình trạng chuột ở pha dò liều 

 Hình ảnh chuột thử nghiệm được uống hạt tổ hợp nano ACC19-10 sau 72 giờ 

được trình bày trên Hình 3.31. 

 

Hình 3.30. Hình ảnh chuột sau 72 giờ uống hạt tổ hợp nano ACC19-10 

Kết quả từ các Bảng 3.19 và Bảng 3.20 cho thấy sau 72 giờ sau uống hạt tổ hợp 

nano ACC19-10 ở pha dò liều và pha thử độc tính, chuột ở các nhóm ăn uống, vận 

động bình thường, không có các dấu hiệu nhiễm độc như nôn, tiêu chảy, co giật hoặc bị 

chết. Như vậy, hạt tổ hợp nano ACC19-10 ở các liều thử nghiệm không gây ra độc tính 

cấp tính trên chuột. 
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Bảng 3.19. Tình trạng chuột sau 72 giờ uống hạt tổ hợp nano ACC19-10 ở pha dò liều 

STT Liều Tình trạng chuột 

1 200 mg/kg Bình thường 

2 500 mg/kg Bình thường 

3 1000 mg/kg Bình thường 

4 1500 mg/kg Bình thường 

Bảng 3.20. Tình trạng chuột sau 72 giờ uống hạt tổ hợp nano ACC19-10 ở pha thử 

độc tính 

Dấu hiệu Liều 500 mg/kg Liều 1000 mg/kg Liều 1500 mg/kg 

Vận động Bình thường Bình thường Bình thường 

Ăn uống Bình thường Bình thường Bình thường 

Nôn Không Không Không 

Tiêu chảy Không Không Không 

Co giật Không Không Không 

Chết Không Không Không 

3.4.1.2. Hình ảnh đại thể và vi thể gan, thận và lách 

Hình ảnh đại thể của gan, lách, thận sau 72 giờ uống hạt tổ hợp nano ACC19-

10 và mô học của gan, lách và thận của các nhóm chuột uống hạt tổ hợp nano ACC19-

10 với các liều khác nhau được thể hiện trên các Hình 3.31 và Hình 3.32. 

 

Hình 3.31. Hình ảnh đại thể của gan, lách và thận của chuột sau 72 giờ uống hạt tổ 

hợp nano ACC19-10 
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Liều 

200 

mg/kg 

   

Liều 

500 

mg/kg 

   

Liều 

1000 

mg/kg 

   

Liều 

1500 

mg/kg 

Gan Thận Lá lách  

Hình 3.32. Mô học gan, thận và lách của chuột ở các nhóm 

Nhận xét: từ các hình trên ta nhận thấy: 

- Các tế bào gan không bị thoái hóa, sắp xếp thành vân phổ, thành bè, giữa 

chúng có xoang mạch. Các xoang mạch nan hoa bị sung huyết nhẹ. 

- Nhu mô thận gồm có vùng vỏ và vùng tủy, trong vùng vỏ các tiểu cầu thận 

còn rõ cấu trúc, các tế bào biểu mô ống thận không bị thoái hóa. 

Nhu mô lách có vùng tủy đỏ và vùng tủy trắng. Vùng tủy trắng có các nang 

lympho với động mạch bút lông ở giữa. Vùng tủy đỏ các dây Billroth còn rõ. 

Nhận xét chung: Hình ảnh nhu mô gan, thận và lách bình thường. Hình ảnh đại 

thể và vi thể của gan, thận và lách sau 72 uống hạt tổ hợp nano ACC19-10 cho thấy 

không có tổn thương hình thái (đại thể) và cấu trúc (vi thể) của gan, thận và lách. 

 Tổ hợp hạt nano ACC19-10 không gây độc tính cấp tính trên động vật thực 

nghiệm ở các liều khảo sát. Kết quả này phù hợp với các báo cáo về độc tính cấp 
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tính của ALP. Theo thông tin về dược phẩm ZYLOPRIM (hoạt chất là ALP) của 

Công ty dược phẩm AA PHARMA, Canada thì liều độc tính LD50 của ALP trên 

chuột cống là lớn hơn 1100 mg/kg và trên chuột nhắt là lớn hơn 953 mg/kg. Tương 

tự, theo thông tin về độc tính của ALP của Công ty Santa Cruz Biotechnology, liều 

LD50 theo đường uống trên chuột nhắt là lớn hơn 1000 mg/kg. Như vậy, hạt tổ hợp 

nano chứa ALP an toàn và không gây ra các động tính cấp tính trên động vật thực 

nghiệm. Tổ hợp hạt nano ACC, ngoài thành phần ALP, các thành phần carrageenan 

và collagen đều được tách chiết từ nguồn gốc tự nhiên nên sẽ tương hợp sinh học, 

không độc. như vây, sản phẩm hạt tổ hợp nano ACC19-10 hoàn toàn an toàn. 

3.4.2. Xác định độc tính bán trường diễn của hạt tổ hợp nano 

carrageenan/collagen/allopurinol trên chuột được thử nghiệm 

3.4.2.1. Tình trạng chung của chuột 

30 chuột cống trắng chủng Wistar (trọng lượng 170-240g) do Trung tâm 

Động vật, Học viện Quân y cung cấp. Chuột được nuôi trong phòng thí nghiệm 

thoáng mát với chu kỳ sáng/tối 24 giờ và không hạn chế thức ăn và nước uống. 

Chuột được đưa về phòng thí nghiệm trước khi thử nghiệm 5-7 ngày để làm quen 

với môi trường mới. Mọi qui trình nghiên cứu tuân thủ theo hướng dẫn chăm sóc và 

sử dụng động vật thí nghiệm của Học viện Quân y.  

Chuột được chia ngẫu nhiên thành 3 nhóm: 

- Nhóm 1 (n=10): nhóm chứng, chuột được cho uống nước muối sinh lý 

- Nhóm 2 (n=10): nhóm trị 1, chuột được uống tổ hợp ALP gắn với 

carrageenan/collagen với liều 200mg/kg (chứa 20mg/kg ALP). 

- Nhóm 3 (n=10): nhóm trị 2, chuột được uống tổ hợp ALP gắn với 

carrageenan/collagen với liều 1000mg/kg (chứa 100mg/kg ALP). 

Sau 28 ngày uống hạt tổ hợp nano ACC19-10, chuột ăn uống và vận động 

bình thường, không có các dấu hiệu nhiễm độc như nôn, tiêu chảy, co giật mà tỉnh 

táo, lông mượn, tăng cân.  

Cận nặng của chuột có xu hướng tăng ở cả nhóm chứng và nhóm uống hạt tổ 

hợp nano mang ALP (nhóm trị 1 và nhóm trị 2). Thống kê cho thấy cân nặng chuột 

sau 28 ngày uống thuốc tăng có ý nghĩa thống kê so với trước uống thuốc ở cả 

nhóm chứng và nhóm trị 1 và nhóm trị 2 (p<0,01 và p<0,05) (Bảng 3.21). Kết quả 
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này cho thấy uống hạt tổ hợp nano ACC19-10 không ảnh hưởng đến sự phát triển 

trọng lượng của chuột. 

Bảng 3.21. Cân nặng của các nhóm chuột trước và sau uống hạt tổ hợp nano 

ACC19-10 sau 14 và 28 ngày (gam) 

Nhóm Trước (1) Sau 14 ngày (2) Sau 28 ngày (3) P 

Nhóm chứng 204,99± 21,84 223,90± 20,18 233,63 23,05 P3-1<0,05 

Nhóm trị 1 208,07± 26,81 223,54± 26,30 238,35± 23,69 P3-1<0,05 

Nhóm trị 2 201,49± 21,85 219,62± 16,70 234,01± 13,58 P3-1<0,01 

P p>0,05 p>0,05 p>0,05  

3.4.2.2. Các chỉ số huyết học của chuột trước và sau uống hạt tổ hợp nano 

Car/C/ALP 

Các chỉ số huyết học gồm số lượng hồng cầu, nồng độ Hg, số lượng bạch cầu 

và số lượng tiểu cầu không khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa trước và sau uống hạt 

tổ hợp nano ACC19-10 cũng như không có sự khác biệt giữa các nhóm nghiên cứu 

ở tất cả thời điểm nghiên cứu (p>0,05). Kết quả này cho thấy hạt tổ hợp nano mang 

ALP không ảnh hưởng đến chức năng tạo máu trên động vật thực nghiệm (Bảng 3.22). 

Bảng 3.22. Chỉ số huyết học của các nhóm chuột trước và sau uống hạt tổ hợp nano 

ACC19-10 sau 14 và 28 ngày 

Nhóm Trước (1) Sau 14 ngày (2) Sau 28 ngày (3) P 

Số lượng hồng cầu (T/L) 

Nhóm chứng 7,18±0,76 7,05±1,18 7,04±0,40 p>0,05 

Nhóm trị 1 7,12±0,87 7,05±0,63 7,10±0,69 p>0,05 

Nhóm trị 2 6,93±1,39 6,84±1,27 7,02±0,78 p>0,05 

P p>0,05 p>0,05 p>0,05  

Nồng độ Hg (g/dl) 

Nhóm chứng 132,50±10,50 130,40±12,57 132,50±9,64 p>0,05 

Nhóm trị 1 129,50±8,11 130,30±11,14 130,50±10,22 p>0,05 

Nhóm trị 2 129,60±6,40 129,40±6,74 129,80±4,64 p>0,05 

P p>0,05 p>0,05 p>0,05  

Số lượng bạch cầu (G/L) 

Nhóm chứng 7,87±1,89 7,74±1,16 7,88±1,95 p>0,05 
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Nhóm trị 1 7,87±2,08 7,88±2,29 7,83±1,28 p>0,05 

Nhóm trị 2 7,71±1,92 7,76±1,47 7,83±2,09 p>0,05 

P p>0,05 p>0,05 p>0,05  

Số lượng tiểu cầu (TC/mL) 

Nhóm chứng 764,40±244,89 785,80±247,02 788,60±261,29 p>0,05 

Nhóm trị 1 768,20±209,37 790,80±233,30 766,20±201,79 p>0,05 

Nhóm trị 2 779,70±284,57 762,60±262,10 767,10±264,71 p>0,05 

P p>0,05 p>0,05 p>0,05  

 

3.4.2.3. Các chỉ số sinh hóa của chuột trước và sau uống hạt tổ hợp nano 

Car/C/ALP 

Bảng 3.23 thể hiện các chỉ số hóa sinh của chuột trước và sau khi uống hạt tổ 

hợp nano ACC19-10 sau 14 và 28 ngày. Nồng độ các men gan (AST và ALT) cũng 

như men thận (ure và creatinin) trong huyết tương không có sự khác biệt giữa trước 

và sau uống hạt tổ hợp nano ACC ở tất cả các nhóm nghiên cứu cũng như không có 

sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa các nhóm nghiên cứu ở cả trước và sau uống 

hạt tổ hợp nano ACC19-10 sau 14 và 28 ngày (p>0,05). Kết quả này cho thấy hạt tổ 

hợp nano mang ALP không ảnh hưởng đến chức năng gan và thận trên động vật 

thực nghiệm. 

Bảng 3.23. Các chỉ số sinh hóa của chuột trước và sau uống hạt tổ hợp nano 

ACC19-10 sau 14 và 28 ngày 

Nhóm Trước (1) Sau 14 ngày (2) Sau 28 ngày (3) P 

Nồng độ AST (UI/L) 

Nhóm chứng 69,90±7,50 70,60±12,47 71,10±11,64 p>0,05 

Nhóm trị 1 69,50±14,37 69,60±11,25 69,10±12,07 p>0,05 

Nhóm trị 2 69,70±7,78 69,30±8,31 69,10±10,63 p>0,05 

P p>0,05 p>0,05 p>0,05  

Nồng độ ALT (UI/L) 

Nhóm chứng 105,00±6,25 104,10±6,94 103,60±3,34 p>0,05 

Nhóm trị 1 107,50±8,96 107,90±8,09 107,60±7,53 p>0,05 

Nhóm trị 2 106,90±9,97 108,10±7,23 107,40±10,39 p>0,05 

P p>0,05 p>0,05 p>0,05  

Nồng độ Ure (mmol/L) 

Nhóm chứng 5,53±0,62 5,76±0,61 5,83±0,60 p>0,05 
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Nhóm trị 1 5,63±1,30 5,77±0,72 5,85±0,96 p>0,05 

Nhóm trị 2 5,84±0,57 5,87±0,67 5,69±0,68 p>0,05 

P p>0,05 p>0,05 p>0,05  

Nồng độ Creatinin (µmol/L) 

Nhóm chứng 63,80±5,37 63,30±6,55 62,90±4,28 p>0,05 

Nhóm trị 1 62,70±6,82 63,50±5,70 62,50±8,25 p>0,05 

Nhóm trị 2 62,90±8,52 63,40±6,47 63,60±6,52 p>0,05 

P p>0,05 p>0,05 p>0,05  

3.4.2.4. Trọng lượng gan, thận lách của chuột sau khi uống hạt tổ hợp nano 

Car/C/ALP 

Trọng lượng gan, thận và lách của chuột sau 28 ngày uống hạt tổ hợp nano 

ACC19-10 không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa với các nhóm nghiên 

cứu khác. Kết quả này cho thấy tổ hợp hạt nano mang ALP không làm biến đổi kích 

thước của gan, thận và lách trên động vật thực nghiệm (Bảng 3.24). 

Bảng 3.24. Trọng lượng gan, thận và lách của chuột sau uống hạt tổ hợp nano 

ACC19-10 sau 28 ngày 

Nhóm Gan (gram) Thận (gram) Lách (gram) 

Nhóm chứng 8,83±1,50 1,38±0,35 0,62±0,09 

Nhóm trị 1 8,87±2,42 1,48±0,35 0,62±0,16 

Nhóm trị 2 8,94±2,28 1,54±0,31 0,62±0,08 

P p>0,05 p>0,05 p>0,05 

Hình ảnh vi thể của gan, thận và lá lách của chuột trên Hình 3.33 cho thấy: 

- Các bè gan và tiểu thùy gan bình thường, không có, thoái hóa, xâm nhập 

viêm, tĩnh mạch trung tâm không giãn, không xung huyết. 

- Nhu mô thận gồm có vùng vỏ và vùng tủy, trong vùng vỏ các tiểu cầu thận 

còn rõ cấu trúc, các tế bào biểu mô ống thận không bị thoái hóa. 

- Nhu mô lách có vùng tủy đỏ và vùng tủy trắng. Vùng tủy trắng có các nang 

lympho với động mạch bút lông ở giữa. 

Như vậy, hình ảnh nhu mô gan, thận và lách bình thường ở tất cả các nhóm 

chuột nghiên cứu cho thấy tổ hợp hạt nano ACC19-10 không gây độc tính bán 

trường diễn trên động vật thực nghiệm.  
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Hình 3.33. Hình ảnh vi thể nhu mô gan, thận và lách ở các nhóm chuột thử nghiệm 

3.4.3. Khảo sát tác dụng của hạt tổ hợp nano carrageenan/collagen/allopurinol đến 

sự giảm nồng độ urat/acid uric trong máu của các nhóm chuột được thử nghiệm 

3.4.3.1. Sự thay đổi cân nặng và tỷ lệ chuột chết của các nhóm chuột trong quá 

trình thử nghiệm 

Bảng 3.25 thể hiện sự thay đổi về cân nặng và tỷ lệ chuột chết của các nhóm 

chuột. Trong quá trình thử nghiệm, không có chuột chết chỉ gây mô hình tăng acid uric 

máu cũng như đánh giá tác dụng của hạt tổ hợp nano Car/C/ALP. Như vậy, mô hình 

tăng acid uric trên chuột sử dụng potassium oxalate là an toàn. Cân nặng của các nhóm 

chuột sau khi điều trị bởi các hạt tổ hợp nano mang ALP so với trước điều trị là không 

có ý nghĩa thống kê ở tất cả các nhóm chuột nghiên cứu (p>0,05). So sánh cân nặng 

giữa các nhóm chuột nghiên cứu, không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa các 

nhóm chuột nghiên cứu ở cả trước và sau điều trị (p>0,05). Kết quả này chứng tỏ hạt tổ 

hợp nano mang ALP không ảnh hưởng đến quá trình sinh trưởng của chuột thử nghiệm. 

Bảng 3.25. Cân nặng và số chuột chết của các nhóm chuột trước và sau khi uống 7 ngày 

 Trước 

uống thuốc 

Sau uống thuốc 

7 ngày 
P 

Số chuột 

chết 

Nhóm chứng trắng 

(n=60) 
20,70 ± 1,50 20,58 ± 1,54 p>0,05 0 

Nhóm chứng bệnh 20,59 ± 1,85 20,24 ± 1,70 p>0,05 0 
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(n=60) 

Nhóm allopurinol 

(n=60) 
20,54 ± 1,48 20,31 ± 1,60 p>0,05 0 

Nhóm nano-

allopurinol (n=60) 
20,55 ± 1,29 20,55 ± 1,50 p>0,05 0 

P p>0,05 p>0,05   

3.4.3.3. Giá trị nồng độ acid uric máu ở các nhóm nghiên cứu 

Bảng 3.26 thể hiện nồng độ acid uric máu của chuột ở các nhóm nghiên cứu. 

Nhóm chứng trắng có nồng độ này dao động trong khoảng 40 ÷ 77 μmol/L với giá 

trị trung bình là 67,32 ± 8,22 μmol/L. Nồng độ acid uric máu của chuột ở các thời 

điểm thử nghiệm tương đồng với nhau. 
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Bảng 3.26. Nồng độ acid uric ở nhóm chuột chứng trắng; chứng bệnh; uống ALP và nano-ALP 

Thời điểm 

Nhóm chứng trắng Nhóm chứng bệnh Uống ALP Uống nano-ALP 

Khoảng dao 

động 

(μmol/L) 

TB (μmol/L) 

Khoảng dao 

động 

(μmol/L) 

TB (μmol/L) 

Khoảng 

dao động 

(μmol/L) 

TB (μmol/L) 

Khoảng dao 

động 

(μmol/L) 

TB (μmol/L) 

Sau 1 giờ 

(n=10) 
49 ÷ 76 66,90 ± 9,82 88 ÷ 133 97,6 ± 15,90 50 ÷ 88 71,60 ± 12,64 50 ÷ 81 66,80 ± 9,92 

Sau 2 giờ 

(n=10) 
50 ÷ 77 66,80 ± 8,53 86 ÷ 133 105,70 ± 19,35 55 ÷ 88 74,80 ± 10,77 50 ÷ 83 69,90 ± 8,49 

Sau 4 giờ 

(n=10) 
58 ÷ 77 68,60 ± 5,15 88 ÷ 170 123,60 ± 28,45 50 ÷ 97 76,70 ± 17,02 58 ÷ 75 68,50 ± 4,95 

Sau 8 giờ 

(n=10) 
40 ÷ 75 67,30 ± 10,45 88 ÷ 160 119,50 ± 27,80 59 ÷ 108 86,60 ± 15,57 59 ÷ 85 73,70 ± 8,27 

Sau 16 giờ 

(n=10) 
45 ÷ 75 66,90 ± 9,82 88 ÷ 146 112,20 ± 18,18 89 ÷ 165 115,70 ± 26,27 55 ÷ 110 83,40 ± 16,17 

Sau 24 giờ 

(n=10) 
55 ÷ 76 67,4 ± 6,40 82 ÷ 147 106,9 ± 25,20 81 ÷ 145 112,20 ± 21,36 88 ÷ 132 101,1 ± 13,20 

Tổng hợp 40 ÷ 77 67,32 ± 8,22 82 ÷ 170 110,92 ± 23,70 50 ÷ 165 89,60 ± 24,94 50 ÷ 132 77,23 ± 15,88 
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Ở nhóm chứng bệnh (gây mô hình tăng acid uric máu): Nồng độ acid uric dao 

động trong khoảng 82 ÷ 170 μmol/L với giá trị trung bình là 110,92 ± 23,70 μmol/L. 

Có sự khác nhau về nồng độ acid uric máu của chuột ở các thời điểm sau uống 

potassium oxalate và uống nước muối sinh lý. Có thể thấy nồng độ acid uric tăng cao 

nhất sau 4 giờ uống K2C2O4 và uống nước muối sinh lý, sau đó giảm nhẹ ở các thời 

điểm tiếp theo. 

 Nồng độ acid uric máu ở chuột nhóm ALP (được uống All) có khoảng dao 

động là 50 ÷ 165 μmol/L với giá trị trung bình là 89,60 ± 24,94 μmol/L, có xu 

hướng tăng dần sau thời gian uống ALP, tăng gần tương đương với nhóm chứng 

bệnh ở thời điểm sau uống ALP 16 giờ và 24 giờ. 

 Với nhóm chuột uống hạt tổ hợp nano-ALP (hạt tổ hợp nano Car/C/All) 

nồng độ acid uric máu dao động khoảng 50 ÷ 132 μmol/L với giá trị trung bình là 

77,23 ± 15,88 μmol/L. Nồng độ acid uric ở các thời điểm từ sau uống hạt tổ hợp 

nano mang allopurinol 1 giờ, 4 giờ và 8 giờ tương đương với nhóm chuột bình 

thường. Sau 16 giờ và 24 giờ nồng độ acid uric trong máu ở chuột uống hạt tổ hợp 

nano mang ALP tăng cao hơn so với chuột nhóm chứng trắng nhưng thấp hơn so 

với chuột gây mô hình tăng acid uric. 

3.4.3.4. Tỷ lệ acid uric tăng ở nhóm chuột gây mô hình so với nhóm chứng trắng 

Nồng độ acid uric máu của nhóm chuột sau khi uống K2C2O4 để gây mô hình 

tăng acid uric tăng trung bình khoảng 1,65 ± 0,13 lần. Ở các thời điểm thử nghiệm 

khác nhau, mức tăng acid uric của nhóm uống K2C2O4 tăng dao động từ 1.46 đến 

1.80 lần so với tăng nồng độ acid uric ở nhóm chuột bình thường (Bảng 3.27). 

Bảng 3.27. Tỷ lệ acid uric tăng ở nhóm chuột sau uống K2C2O4 

Thời điểm Tỷ lệ tăng trung bình 

Sau 1 giờ (n=10) 1,46 

Sau 2 giờ (n=10) 1,58 

Sau 4 giờ (n=10) 1,80 

Sau 8 giờ (n=10) 1,78 

Sau 16 giờ (n=10) 1,68 

Sau 24 giờ (n=10) 1,59 

Trung bình 1,65 ± 0,13 
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3.4.3.5. Tỷ lệ acid uric giảm ở nhóm uống hạt tổ hợp nano mang ALP so với nhóm 

gây mô hình 

Mức độ giảm nồng độ acid uric máu ở nhóm chuột uống ALP sau 1 giờ đến 

8 giờ uống dao động từ 26,64 % đến 37,94 %, sau 16 giờ và 24 giờ không thấy 

giảm. Điều này do nồng độ ALP đạt đỉnh sau 2 – 6 giờ sau khi uống và thời gian 

thải trừ của ALP ra khỏi huyết tương sau 15 giờ sau khi uống. Mức độ giảm nồng 

độ acid trung bình là 18,88 ± 18,21 %. Trong khi, ở nhóm chuột uống hạt tổ hợp 

nano Car/C/ALP, mức độ giảm nồng độ acid uric máu ở các thời điểm sau uống 

thuốc đều nhiều hơn so với nhóm uống ALP. Mức độ giảm nồng độ acid uric máu ở 

nhóm chuột uống hạt tổ hợp nano ACC19-10 là 29,90 ± 13,58 % (Bảng 3.28). Như 

vậy, kết quả này cho thấy hạt tổ hợp nano ACC19-10 ở cùng hàm lượng điều trị có 

tác dụng làm giảm nồng độ acid uric trong máu chuột mạnh hơn so với nhóm chuột 

uống ALP. 

Bảng 3.28. Tỷ lệ giảm acid uric máu ở các nhóm chuột 

Thời điểm Nhóm ALP Nhóm nano-ALP 

Sau 1 giờ 26,64 % 31,56 % 

Sau 2 giờ 29,23 % 33,87 % 

Sau 4 giờ 37,94 % 44,58 % 

Sau 8 giờ 27,53 % 38,33 % 

Sau 16 giờ -3,11 % 25,67 % 

Sau 24 giờ -4,95 % 5,43 % 

Trung bình 18,88 ± 18,21 % 29,90 ± 13,58 % 

 

3.4.3.6. Sự khác nhau về nồng độ acid uric giữa các nhóm chuột nghiên cứu 

Nồng độ acid uric ở nhóm chứng bệnh (gây mô hình) cao hơn có ý nghĩa 

thống kê so với nhóm chứng trắng (chuột bình thường) với p<0,001 ở tất cả thời 

điểm nghiên cứu. Nồng độ acid uric ở nhóm điều trị bằng ALP và hạt tổ hợp nano 

Car/C/ALP thấp hơn có ý nghĩa thống kê so với nhóm chứng bệnh từ sau uống 

thuốc từ 1 giờ đến 8 giờ (đối với nhóm uống ALP) và đến 16 giờ (đối với nhóm 

uống hạt tổ hợp nano carrageenan/collagen/ALP) với p<0,001). Nồng độ acid uric 

máu ở nhóm uống hạt tổ hợp nano ACC19-10 thấp hơn có ý nghĩa thống kê so với 

nhóm uống ALP ở thời điểm sau uống thuốc 16 giờ (Hình 3.34). 
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Hình 3.34. Sự khác nhau về nồng độ acid uric giữa các nhóm chuột nghiên cứu 

*********** 

Trong đề tài này, mô hình tăng acid uric máu bằng uống dung dịch 

Potassium oxalate 250 mg/kg phù hợp với mục đích nghiên cứu. Để gây mô hình 

này, chuột đã được uống potassium oxalate hàm lượng 250 mg/kg trong 7 ngày theo 

phương pháp của Wang và cộng sự (2016) [169]. Sau 7 ngày uống potassium 

oxalate, hàm lượng 250 mg/kg, nồng độ acid uric ở nhóm chuột uống potassium 

oxalate cao hơn có ý nghĩa thống kê so với nhóm chuột bình thường (uống nước 

muối sinh lý) với mức tăng acid uric dao động khoảng 1,46 – 1,80 lần. Mức tăng 

này là tương đương với mức tăng acid uric máu khi gây mô hình tăng acid máu của 

chuột bằng potassium oxalate ở các nghiên cứu trước đây [169 – 173]. Đặc biệt, 

mức tăng acid uric dao động trong khoảng tương đối hẹp ở các thời điểm sau khi 

uống potassium oxalate từ 1 giờ đến 24 giờ. Như vậy, mô hình tăng acid uric trên 

chuột thực nghiệm tương đối ổn định, đảm bảo đánh giá được tác dụng giảm acid 

uric máu của hạt tổ hợp nano Car/C/ALP. Với thời gian thử nghiệm ngắn, mô hình 

tăng acid uric của chuột sử dụng potassium oxalate liều 250 mg/kg trong 7 ngày liên 

tiếp là an toàn và phù hợp.  

 Trên mô hình tăng acid uric máu bằng potassium oxalate, kết quả đánh giá 

tác dụng hạ acid uric máu của các nhóm chuột cho thấy nồng độ acid uric máu ở 

nhóm uống hạt tổ hợp nano Car/C/ALP kéo dài hơn so với nhóm uống allopurinol. 

Như vậy tổ hợp nano Car/C/ALP có hiệu quả tốt để mang allopurinol, kiểm soát quá 

trình hấp thu và giải phóng allopurinol từ màng và hạt tổ hợp Car/C/ALP. 

Từ kết quả này, NCS sẽ tiếp tục nghiên cứu để ứng dụng tổ hợp Car/C/ALP 

trên lâm sàng nhằm tăng tác dụng hạ acid uric máu của ALP trong thời gian tới.   
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KẾT LUẬN 

1. Đã lựa chọn được điều kiện thích hợp để trích ly collagen từ hỗn hợp vảy 

cá thuộc họ cá chép – Cyprinidae (ở Việt Nam). Bằng các tác nhân kiềm và acid 

thích hợp, collagen được tách bằng dung dịch CH3COOH 0,5 M, được kết tủa bằng 

NaCl. Thẩm tích collagen trong 48 giờ thu được collagen tinh loại I, có chứa các 

chuỗi α1, α2 và ; dạng sợi (đường kính 0,5-1 µm); nhiệt độ biến tính 32,3 
o
C; chứa 

18 acid amin. 

2. Đã chế tạo được màng tổ hợp carrageenan/collagen/allopurinol 

(Car/C/ALP),  sử dụng KCl (1% so với khối lượng Car) để tạo gel. Tỷ lệ Car/C thích 

hợp 95/5. Hạt ALP phân tán trong hỗn hợp Car/C với kích thước khoảng 50 – 100 

nm, tương tác trong tổ hợp là liên kết hydro, tương tác lưỡng cực – lưỡng cực và 

tương tác tĩnh điện. 

3. Đã chế tạo được hạt tổ hợp nano carrageenan/collagen/allopurinol 

(Car/C/ALP) ở các tỷ lệ Car/C và hàm lượng ALP khác nhau bằng phương pháp gel 

– ion hóa. Tỷ lệ Car/C thích hợp cho hạt tổ hợp nano Car/C/ALP có kích thước nhỏ 

nhất là 10/90. 

4. Kết quả xác định hàm lượng ALP giải phóng từ các mẫu màng và hạt tổ 

hợp Car/C/ALP trong các dung dịch mô phỏng dịch dạ dày (pH 2), dịch ruột (pH 

7,4) cho thấy rằng các giai đoạn, hàm lượng ALP giải phóng từ các các hạt tổ hợp 

nano đều lớn hơn so với từ mẫu ALP tinh khiết (cao hơn 3,27 – 7,25 lần). Quá trình 

giải thuốc ALP từ hạt tổ hợp tuân theo 2 giai đoạn: giai đoạn giải phóng nhanh và 

giai đoạn giải phóng chậm, có kiểm soát. Sau 32 giờ thử nghiệm, hàm lượng thuốc 

ALP giải phóng từ các mẫu hạt tổ hợp chế tạo ở các điều kiện khác khau trong dung 

dịch đệm pH 2 đạt từ 19,647 – 67,650 %, trong dung dịch đệm pH 7,4 đạt từ 23,330 

– 98,082 %. 

5. Quá trình giải phóng ALP từ các màng tổ hợp Car/C/ALP trong các dung 

dịch đệm pH 2 và pH 7,4 chủ yếu tuân theo mô hình Kosmeyer – Peppas với hệ số 

khuếch tán n = 0,361.  Quá trình giải phóng ALP từ các hạt tổ hợp nano chủ yếu tuân 

theo mô hình Kosmeyer- Peppas với hệ số khuếch tán n = 0,1863 (trong pH 2) và mô 

hình Higuchi (trong pH 7,4). 
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6. Hạt tổ hợp nano Car/C/ALP ở liều pha thử nghiệm tối đa 1500 mg/kg đã 

không gây độc tính cấp tính trên chuột thử nghiệm. Hạt tổ hợp nano Car/C/ALP với 

2 liều 200 mg/kg và 1000 mg/kg, thử nghiệm trong 28 ngày trên chuột cống trắng 

không ảnh hưởng đến chức năng tạo máu, cấu trúc và chức năng của gan, thận và 

lách. Hạt tổ hợp nano Car/C/ALP là an toàn với liều đã thử nghiệm. Hạt nano mang 

allopurinol làm giảm nồng độ acid uric trong máu chuột mạnh hơn so với chuột 

được làm tăng acid uric, chuột uống ALP. 

 

KIẾN NGHỊ 

1. Nghiên cứu, xây dựng mô hình trích ly collagen từ vảy cá nước ngọt miền 

Bắc Việt Nam theo quy mô pilot và định hướng sản xuất quy mô công nghiệp. 

2. Nghiên cứu bào chế và thử nghiệm lâm sàng tiến tới ứng dụng thuốc trên 

cơ sở hạt tổ hợp nano Car/C/ALP = 10/90/10 vào điều trị giảm lượng acid uric máu 

trong điều trị bệnh gút. 
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NHỮNG ĐÓNG GÓP MỚI CỦA LUẬN ÁN 

 

1.  Đã xây dựng được quy trình trích ly collagen từ vảy cá nước ngọt (ở Việt 

Nam). Collagen thu được là collagen tinh loại I, có chứa các chuỗi α1, α2 và 

β, dạng sợi với đường kính sợi 0,5-1 µm, nhiệt độ biến tính 32,3 
o
C. 

2.  Đã chế tạo thành công màng và hạt tổ hợp carrageenan/collagen/allopurinol 

(Car/C/ALP). Các màng tổ hợp có hiệu suất mang allopurinol 28,35 – 

78,03%, tùy thuộc vào điều kiện chế tạo, trong khi các hạt tổ hợp có hiệu 

suất mang ALP cao hơn 27,11 – 80,79%. 

3.  Tìm được mô hình Korsmeyer-Peppas thích hợp nhất để phản ánh quá trình 

giải phóng ALP từ màng tổ hợp và các hạt tổ hợp nano Car/C/ALP pH 2 và 

pH 7,4. 

4.  Từ kết quả thử nghiệm in vivo trên chuột sử dụng hạt tổ hợp nano Car/C/ALP 

khẳng định hạt tổ hợp có tác dụng hạ acid uric trong máu và không gây độc 

và tác dụng phụ với liều thử nghiệm (200 mg/kg, 1000 mg/kg và 1500 

mg/kg). 
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PL7. Các loại protein khác trong collagen thu được từ hỗn hợp vảy cá 

1/ Protein: hypothetical protein cypCar_00045321, partial [Cyprinus carpio] 

+ Số protein trong cơ sở dữ liệu: KTF73577.1 

+ Điểm số protein:  318 

+ Khối lượng (Mr) (Da): 115674 

 + pI được tính toán:  9,18 

+ Trình tự acid amin: 

1 MGPQGFQGHA GEPGEPGQAG AVGSRGPPGP PGKNGDDGNN GRPGKPGDRG 

51 VPGAQGARGF PGTPGLPGMK GHRGYTGLDG RKGEPGAAGL KGENGAAGSN 

101 GTPGQRGARG LPGERGRVGP SGPAGARGAD GNTGPAGPAG PLGAAGPPGF 

151 PGAPGPKGEI GPAGPTGPPG PQGQRGEPGT NGAVGPVGPP GNPGANGING 

201 AKGAAGTPGV AGAPGFPGPR GGPGPQGPSG ASGPRGLAGD PGPVGVKGDA 

251 GVKGEPGSSG PQGPPGPSGE EGKRGSTGEQ GPTGAVGLRG PRGMPGARGA 

301 TGTPGARGPP GDAGRAGEPG LVGARGLPGS PGSSGPPGKE GPVGLPGQDG 

351 RSGPPGPTGP RGQPGNIGFP GPKGASGEAG KPGEKGPSGP TGLRGLPGPD 

401 GNNGPAGPVG LAGAPGEKGE QGPSGAPGFQ GLPGPAGPVG EAGKPGDRVS 

451 IHGSDSTQLM QFLVHLHNTG CIVSCKSLQI FNISQQGIPG DQGVSGPAGV 

501 KGERGNPGPA GASGAQGPIG ARGVAGTPGP DGNKGEPGAA GAAGAPGHQG 

551 AAGMPGERGT AGTPGPKGEK GELGYRGLEG NAGRDGARGA PGPSGPPGPA 

601 GANGDKGETG SFGPPGPAGP RGSPGERGES GPAGPSGFAG PPGADGQTGQ 

651 RGEKGPAGGK GDAGPPGPAG PVGNTGPLGA AGPAGPPGAR GDSGPPGLTG 

701 FPGAAGRVGP PGPAGIVGPP GLTGAPGKDG PRGARGDVGP AGPPGENGLI 

751 GPPGLAGEKG SPGEAGPAGA PGSAGPQGQL GSQGFSGLPG SRGDRGLPGG 

801 PGAVGEPGRV GPAGAPGPRG PIGNIGMPGM TGPQGEAGRE GSPGNDGPPG 

851 RPGAAGLKGD RGEPGSPGTA GPVGAPGPNG PSGAVGRPGN RGESGPSGSV 

901 GPAGAVGARG APGPAGPRGE KGVAGDKGER GMKGLRGHPG LQGMPGPNGH 

951 SGDSGPAGIA GPAGPRGPAG PNGPPGKDGS NGMPGAIGPP GHRGPPGHVG 

1001 PSGPPGSPGL PGPAGPAGGG YDTSGGYDEY RADQASLRAK DYEVDATIKS 

1051 LNTQIENLLS PEGSKKNPAR TCRDIRLSHP EWSSGFYWID PNQGCAMDAI 

1101 KAYCDFSTGQ TCIHPHPESI PRKNWYRGSQ EKKHIWFGET INGGTEFGYN 

1151 DETLSPQSMA TQLAFMRLLA NQAVQNITYH CKNSIAYMDA ENGNLKKAVL 

1201 LQGSNDVELR AEGNSRFTFS VLEDGCS   
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+ Phổ MS/MS của các mảnh peptide đã được nhận diện điển hình: 

 

 

 

2/ Protein: collagen type I alpha 2 [Carassius auratus] 

+ Số protein trong cơ sở dữ liệu: BAG72201.1 

+ Điểm số protein: 294 

+ Khối lượng (Mr): 127652 

+ pI được tính toán: 9.41 

+ Trình tự acid amin: 
1 MLSFVDTRIL LLLAVTSYLA SCQSGLRGPK GPRGERGPKG PDGKPGRPGH 

51 PGPPGPPGPP GLGGNFAAQY DGAKGPEPGP GPIGLMGPRG PSGPPGAPGP 
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101 QGFQGHAGEP GEPGQAGAVG SRGPPGPPGK NGDDGNNGRP GKPGDRGVPG 

151 AQGARGFPGT PGLPGMKGHR GYTGLDGRKG ELGAAGLKGE NGAAGANGTP 

201 GQRGARGLPG ERGRVGPSGP AGARGADGNT GPAGPAGPLG AAGPPGFPGA 

251 PGPKGEIGAA GPTGPSGPQG QRGEPGTNGA VGPAGPPGNP GANGINGAKG 

301 AAGTPGVAGA PGFPGPRGGP GPQGPSGASG PRGLAGDPGP VGVKGDSGVK 

351 GEPGSSGPQG PPGPSGEEGK RGSTGEQGAT GPAGLRGPRG AAGTRGLPGM 

401 AGRSGPMGMP GARGATGSPG ARGPPGDAGR AGEPGLTGAR GLPGSPGSSG 

451 PPGKEGPVGP SGQDGRSGPP GPTGPRGQPG NIGFPGPKGA TGEAGKPGEK 

501 GPAGPTGLRG LPGPDGNNGP AGPVGLAGAP GEKGEQGPSG APGFQGLPGP 

551 AGPVGEAGKP GDRGIPGEQG ASGPAGVKGE RGGPGPAGAA GAQGPIGARG 

601 PAGTPGPDGN KGEPGAAGAA GGPGHQGAAG MPGERGTAGT PGPKGEKGEQ 

651 GYRGLEGNAG RDGARGAPGP SGPPGPAGAN GDKGETGSFG PPGPAGQRGT 

701 PGERGESGPA GPSGFAGPPG ADGQTGQRGE KGPAGGKGDV GPPGPAGPAG 

751 NTGPLGAAGP AGPPGARGDS GPPGLTGFPG AAGRVGPPGP AGIVGPSGPT 

801 GAPGKDGPRG ARGDVGPAGP PGENGLIGPP GLAGEKGSPG EPGPQGAPGS 

851 AGPQGQLGSQ GFNGLPGSRG DRGLPGGPGA VGEPGRVGPA GAPGPRGPIG 

901 NIGMPGMTGP QGEAGREGSP GNDGPPGRPG AAGLKGDRGE PGSAGPSGPA 

951 GAPGPNGPSG AAGRPGNRGE SGPSGSAGPA GAAGARGAPG PAGPRGEKGV 

1001 AGDKGERGMK GLRGHPGLQG MPGPNGPSGD SGPAGIAGPA GPRGPAGPNG 

1051 PPGKDGSNGM PGAIGPPGQR GPPGYVGPSG PPGSPGLPGP AGPAGGGYDT 

1101 SGGYDEYRAD QGSLRAKDYE VDATIKSLNT QIENLLSPEG SKKNPARTCR 

1151 DIRLSHPEWS SGFYWIDPNQ GCTMDAIKAY CDFSTGQTCI HPHPESIPRK 

1201 NWYRGSQEKK HIWFGETING GTEFGYNDET LSPQSMATQL AFMRLLANQA 

1251 VQNITYHCKN SIAYMDAENG NLKKAVLLQG SNDVELRAEG NSRFTFSVLE 

1301 DGCSRHTGQW SKTVIEYRTN KPSRLPILDI APLDIGGADQ EFGLDIGPVC 

1351 FK     

+ Phổ MS/MS của các mảnh peptide đã được nhận diện điển hình 
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3/ Protein: collagen type I alpha 1 [Ctenopharyngodon idella] 

+ Số protein trong cơ sở dữ liệu: ADK35755.1 

+ Điểm số protein: 231 

+ Khối lượng (Mr):  138104 

+ pI được tính toán: 5.44 

+ Trình tự acid amin 
1 MFSFVDIRLA LLLSATVLLA RGQGEDDRTG GSCTLDGQVY NDRDVWKPEP 

51 CQICVCDSGT VMCDEVICED TTDCPNPVIP HDECCPVCPD DDFQEPSVEG 

101 PRGTPGEKGD RGPAGPPGND GIPGQPGLPG PPGPPGPPGL GGNFSPQMSG 



8.PL 
 

 

151 GFDEKSGGAM AVPGPMGPMG PRGPPGPPGT PGPQGFTGPP GEPGEAGAPG 

201 PMGPRGAAGP PGKNGEDGES GKPGRPGERG PPGPQGARGF PGTPGLPGIK 

251 GHRGFSGLDG AKGDTGPSGP KGEAGAPGEN GTPGAMGPRG LPGERGRAGP 

301 PGAAGARGND GAAGAAGPPG PTGPAGPPGF PGGPGAKGEV GPQGARGAEG 

351 PQGARGEAGN PGPAGPAGPA GNNGADGAAG PKGSPGTPGI AGAPGFPGPR 

401 GPPGPSGAAG APGPKGNTGE VGAPGAKGEA GAKGEAGAQG VQGPPGPPGE 

451 EGKRGARGEP GAAGGRGPPG ERGAPGARGF PGADGSAGPK GAPGERGGPG 

501 VVGPKGATGE PGRNGEPGMP GSKGMTGSPG SPGPDGKTGP SGTPGQDGRP 

551 GPPGPVGARG QPGVMGFPGP KGAAGEAGKP GERGVMGAVG ATGAPGKDGD 

601 VGAPGAPGPA GPAGERGEQG PAGPPGFQGL PGPQGATGEP GKSGEQGVPG 

651 EAGAPGPAGS RGDRGFPGER GAPGPAGPAG ARGSPGSAGN DGAKGDAGAP 

701 GAPGAQGPPG LQGMPGERGA AGLPGLKGDR GDQGAKGTDG APGKDGIRGM 

751 TGPIGPPGPA GAPGDKGETG APGLVGPTGA RGPPGERGET GAPGPAGFAG 

801 PPGADGLPGA KGEAGDNGAK GDAGSPGPAG ATGAPGPQGP VGATGPKGAR 

851 GAAGPPGATG FPGAAGRVGP PGPAGNAGPP GPPGPGGKEG QKGNRGETGP 

901 AGRTGEVGAP GPPGAPGEKG TPGAEGPTGP AGIPGPQGIA GQRGIVGLPG 

951 QRGERGFPGL PGPSGEPGKQ GPSGPSGERG PPGPMGPPGL AGPPGEPGRE 

1001 GTPGNEGSAG RDGAPGPKGD RGETGAAGTP GAPGPPGAPG PVGPAGKTGD 

1051 RGESGPAGPA GAAGPAGPRG PAGPAGARGD KGETGEAGER GMKGHRGFTG 

1101 MQGPPGPPGP SGEPGPAGAS GPAGPRGPAG SSGPAGKDGM SGLPGPIGPP 

1151 GPRGRNGEIG PAGPPGAPGP PGPPGPSGGG FDIGFIAQPQ EKAPDPFRHF 

1201 RADDANVMRD RDLEVDTTLK SLSQQIESIM SPDGTKKNPA RTCRDLKMCH 

1251 PDWKSGEYWI DPDQGCNQDA IKVYCNMETG ETCVYPTEST IPKKNWYTSK 

1301 NIKEKKHVWF GEAMTDGFQF EYGSEGSKAE DVNIQLTFLR LMSTEASQNI 

1351 TYHCKNSIAY MDQASGNLKK ALLLQGSNEI EIRAEGNSRF TYSVTEDGCT 

1401 SHTGAWGKTV IDYKTTKTSR LPIIDIAPMD VGAPNQEFGI EVGPVCFL 

+ Phổ MS/MS của các mảnh peptide đã được nhận diện điển hình 
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4/ Protein: collagen alpha-1(I) chain isoform X1 [Pygocentrus nattereri] 

+ Số protein trong cơ sở dữ liệu: XP_017540674.1 

+ Điểm số protein:  149 

+ Khối lượng (Mr):  137928 

+ pI được tính toán: 5.46 

+ Trình tự acid amin 
1 MFSFVDIRLA LLLSATVLLA RGQGEDDRTG SSCTLDGQVY NDRDVWKPEP 

51 CQICVCDSGT VMCDEVICED TSDCANPIIP PDECCDIRPD DEYQEPRVEG 

101 PKGMPGEKGD RGPAGPPGND GIPGQPGLPG PPGPPGPPGL GGNFSPQMSG 

151 GFDEKSGGMP IPGPMGPMGP RGPPGPAGIP GPQGFTGPPG EPGEAGAPGP 

201 MGPRGAAGPP GKNGEDGESG KPGRPGERGP PGPQGARGFP GTPGLPGIKG 

251 HRGFSGLDGA KGDGGPAGPK GEPGAAGENG TPGAMGPRGL PGERGRAGPP 

301 GAAGARGNDG AAGAAGPPGP TGPAGPPGFP GGPGAKGEVG AQGTRGAEGP 

351 QGARGEPGNP GPAGPAGPAG NNGADGAPGL KGAPGASGIA GAPGFPGPRG 

401 PPGAAGTPGA PGPKGNTGEA GAPGAKGEAG VKGESGAPGV QGPPGPPGEE 

451 GKRGARGEPG AAGVRGPAGE RGAPGARGFP GADGAAGPRG APGERGGPGV 

501 VGAKGATGEP GRNGEPGMPG SKGMTGSPGS PGPDGKTGPA GAPGQDGRPG 

551 PPGPGGARGQ PGVMGFPGPK GAAGEAGKPG ERGVMGAIGV PGAPGKDGDV 

601 GAPGAPGPAG PSGERGEQGP AGPPGFQGLP GPQGATGEPG KSGEQGVPGE 

651 AGAPGVAGSR GDRGFPGERG APGAAGPAGP RGSPGAAGND GAKGETGAAG 

701 APGAQGPPGL QGMPGERGAA GLPGLKGDRG DQGAKGADGA AGKDGIRGMT 

751 GPIGPPGPAG AQGDKGEPGA GGPVGPTGAR GPPGERGETG APGPAGFAGP 
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801 PGADGQPGAK GEPGDTGAKG DAGAPGAAGA TGAPGPQGPV GATGPKGARG 

851 AAGPPGATGF PGAAGRVGPP GPAGNSGPPG PPGPSGKEGP KGNRGETGSP 

901 GRPGEIGAAG PPGPSGEKGT PGAEGAPGPS GIPGPQGIAG QRGIVGLPGQ 

951 RGERGFPGLP GSSGEPGKQG PGGPSGERGP PGPMGPPGLA GPPGEPGREG 

1001 TPGNEGAAGR DGAVGPKGDR GETGASGAPG APGPPGAPGP IGPAGKTGDR 

1051 GEAGPAGPAG ASGPAGPRGP AGPAGARGDK GETGEAGERG MKGHRGFTGM 

1101 QGPPGPPGPS GESGPAGASG PAGPRGPAGS AGSPGKDGIS GLPGPIGPPG 

1151 PRGRTGEIGP AGPPGPPGPP GPPGPSGGGF DIGFIAQPQE KAPDPFRHFR 

1201 ADDANVMRDR DLEVDTTLKS LSQQIESIRS PDGTKKNPAR TCRDLKMCHP 

1251 DWKSGEYWID PDQGCNQDAI KVNCNMETGE TCVYPAQAEI PKKNWYTSKN 

1301 IKEKKHVWFG EAMTDGFQFE YGGEESKAED VNIQLTFLRL MSTEASQNIT 

1351 YHCKNSIAYM DQATGNLKKA LLLQGSNEIE IRAEGNSRFT YSVTEDGCTS 

1401 HTGAWGKTVI DYKTTKTSRL PIIDIAPMDV GAPNQEFGIE VGPVCFL 

+ Phổ MS/MS của các mảnh peptide đã được nhận diện điển hình 
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5/ Protein: hypothetical protein cypCar_00006571 [Cyprinus carpio] 

+ Số protein trong cơ sở dữ liệu: KTG43775.1 

+ Điểm số protein:  101 

+ Khối lượng (Mr):  136996 

+ pI được tính toán:  5.60 

+ Trình tự acid amin 

1 MFSFVDIRLA LLLSATVLLA RGQGEDDRTG GSCTLDGQVY NDRDVWKPEP 

51 CQICVCDSGT VMCDEVICED TAHCSNPVIP HDECCPVCPD DEFKEPGVEG 

101 PRGPAGEKGD RGLPGPPGND GIPGQPGLPG PPGPPGPPGL GGNFSPQMSG 

151 GYDEKSGGAM AVPGPMGPMG PRGPPGPPGS SGPQGFTGPP GEPGEAGAPG 

201 PMGPRGAAGP PGKNGEDGES GKPGRPGERG PPGAQGARGF PGTPGLPGIK 

251 GHRGFSGLDG AKGDTGPAGP KGEPGAPGEN GTPGAMGPRG LPGERGRAGP 

301 PGAAGARGND GAAGAAGPPG PTGPAGPSGF PGGPGAKGEV GAQGARGAEG 

351 PQGARGEPGN PGPAGAAGPA GNNGADGAPG LKGAPGAPGI AGAPGFPGPR 

401 GPSGPAGAAG APGPKGNTGE VGAPGAKGEA GAKGEAGAQG VQGPPGPSGE 

451 EGKRGPRGEP GSAGARGPPG ERGAPGARGF PGADGSAGPK GATGERGGPG 

501 IVGPKGATGE PGRNGEPGMP GSKGMTGSPG SPGPDGKTGA TGTPGQDGRP 

551 GPPGPVGARG QPGVMGFPGP KGAAGEAGKP GERGVMGALG ATGAPGKDGD 

601 VGAPGAPGPA GPTGERGEQG PAGPPGFQGL PGPQGATGEP GKSGEQGVPG 

651 EAGAPGPAGS RGDRGFPGER GAPGPAGPAG ARGSPGSAGN DGAKGDAGAP 

701 GAPGAQGPPG LQGMPGERGA AGLPGLKGDR QMNRMAQILK TDNKFLSKGD 

751 QGAKGTDGAP GKDGIRGMTG PIGPPGPAGA PGDKGETGAP GLVGPNGARG 

801 PPGERGETGA PGPAGFAGPP GADGLPGAKG EPGDNGAKGD SGPPGPAGAT 

851 GAPGPQGPVG STGPKGARGA AGPPGATGFP GAAGRVGPPG PAGNAGPPGP 

901 SGAPGKEGQK GNRGETGPSG RTGEIGAAGP PGAPGEKGTP GAEGPPGSAG 

951 IPGPQGIAGQ RGIVGLPGQR GERGFPGLPG QSKVGILCIN HGKAFIILFI 

1001 MPFRESLANK DLLVPLVNVD LLDPWDPLDW LDLLVSLVVR ELQVMRVLLD 

1051 VMVLLDQRVT VVRLALLALP VLLDLLVLLD PLALLERLVI VESLALLVLP 

1101 VLLALLVPVD PLCNVFIQGP AGARGDRGET GEAGERGMKG HRGFTGMQGP 

1151 PGPPGPSGEP GPAGASGPAG PRGPGGSSGA AGKDGMSGLP GPIGPPGPRG 

1201 RNGEIGPAGP PGPPGLPGPP GPSGGGFDIG FIAQPVEKAP DPFRSYRADD 
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1251 ANVMRDRDLE VDTTLKSLSQ QIESIISPDG TKKNPARTCR DLKMCHPDWK 

1301 SGEYWIDPDQ GCNQDAIKVY CNMETGETCV YPAESSIPKK NWYTSKNIKE 

1351 KKHVWFGEAM TDGFQSHTGA WGKTVIDYKT TKTSRLPIID IAPMDVGAPN 

1401 QEFGIEVGPV CFL    

+ Phổ MS/MS của các mảnh peptide đã được nhận diện điển hình 
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PL8. Giải pháp hữu ích về phương pháp chiết tác collagen từ vảy cá nước ngọt 
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PL9. Giản đồ XRD của màng tổ hợp CCA955-10 chất tạo gel KCl 1 %.  

 

PL10. Giản đồ XRD của collagen  

Faculty of Chemistry, HUS, VNU, D8 ADVANCE-Bruker - K4

File: ManhVH K4.raw - Type: 2Th/Th locked - Start: 2.000 ° - End: 80.000 ° - Step: 0.030 ° - Step time: 0.3 s - Temp.: 25 °C (Room) - Time Started: 15 s - 2-Theta: 2.000 ° - Theta: 1.000 ° - Chi: 0.00 ° - Phi: 0.00 ° - X: 0.0 m
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Faculty of Chemistry, HUS, VNU, D8 ADVANCE-Bruker - Collagen

File: ManhVH Collagen.raw - Type: 2Th/Th locked - Start: 2.000 ° - End: 80.000 ° - Step: 0.030 ° - Step time: 0.3 s - Temp.: 25 °C (Room) - Time Started: 15 s - 2-Theta: 2.000 ° - Theta: 1.000 ° - Chi: 0.00 ° - Phi: 0.00 ° - X: 
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PL11. Giản đồ DSC mẫu CCA955 

 

PL12. Giản đồ DSC mẫu CCA9010 

Furnace temperature /°C50 100 150 200 250 300 350

HeatFlow/mW
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30

60

Peak :63.0069 °C
Onset Point :45.0861 °C
Enthalpy /J/g : 51.9469 (Endothermic effect)

Peak :150.6799 °C
Onset Point :96.8234 °C
Enthalpy /J/g : 788.7067 (Endothermic effect)

Peak 1 :250.3410 °C
Peak 2 :289.9575 °C
Onset Point :232.2648 °C
Enthalpy /J/g : -284.6114 (Exothermic effect) (-148.1390 + -136.4724)

Figure:

03/06/2019 Mass (mg): 28.41

Crucible:Al 100 µl Atmosphere:ArExperiment:ManhVH K4

Procedure: 30-400 oC 10C.min-1 (Zone 2)DSC131

Exo

Furnace temperature /°C50 100 150 200 250 300 350

HeatFlow/mW

-160
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0
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40

Peak :66.7730 °C
Onset Point :33.4100 °C
Enthalpy /J/g : 137.0227 (Endothermic effect)

Peak :155.9291 °C
Onset Point :127.0928 °C
Enthalpy /J/g : 865.5419 (Endothermic effect)

Peak :249.8390 °C
Onset Point :232.3150 °C
Enthalpy /J/g : -62.4518 (Exothermic effect)

Peak :299.6423 °C
Onset Point :283.9732 °C
Enthalpy /J/g : 32.4668 (Endothermic effect)

Figure:

03/06/2019 Mass (mg): 34.21

Crucible:Al 100 µl Atmosphere:ArExperiment:ManhVH K5

Procedure: 30-400 oC 10C.min-1 (Zone 2)DSC131

Exo
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PL13. Giản đồ DSC mẫu CCA991 

 

PL14. Giản đồ DSC allopurinol 

Furnace temperature /°C50 100 150 200 250 300 350

HeatFlow/mW
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Peak :134.5623 °C
Onset Point :121.7973 °C
Enthalpy /J/g : 604.4684 (Endothermic effect)

Peak :254.1950 °C
Onset Point :228.2598 °C
Enthalpy /J/g : -174.2417 (Exothermic effect)

Figure:

03/06/2019 Mass (mg): 9.16

Crucible:Al 100 µl Atmosphere:ArExperiment:ManhVH K3

Procedure: 30-400 oC 10C.min-1 (Zone 2)DSC131

Exo

Furnace temperature /°C50 100 150 200 250 300 350

HeatFlow/mW
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Peak :396.4482 °C
Onset Point :390.8982 °C
Enthalpy /J/g : 551.4921 (Endothermic effect)

Figure:

24/04/2018 Mass (mg): 8.140001

Crucible:Al 100 µl Atmosphere:ArExperiment:Tuyen M1

Procedure: 30-450 oC 10C.min-1 (Zone 2)DSC131

Exo
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PL15. Phân bố kích thước hạt ACC28-10 
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PL16. Phân bố kích thước hạt ACC55-10 
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PL17. Phân bố kích thước hạt ACC64-10 


