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SUMMARY 

EFFECT OF SUCROSE ON THE PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES OF GLYCEROL-

BASED FREEZE-DRIED FERROUS SULFATE LIPOSOMES  

 

This study investigated the effect of sucrose as a freeze-drying protectant for glycerol-based ferrous sulfate 

liposomes at sucrose/lipid mass ratios of 5:1 and 8:1 (w/w) on particle size, polydispersity index (PDI), and 

zeta potential. Sucrose at a mass ratio of 8:1 proved superior in maintaining the desired properties of the 

final product, such as reproducibility of size, PDI, and zeta potential, similar to the liposomes before freeze-

drying. Furthermore, FTIR-ATR analysis confirmed the incorporation of iron sulfate into the liposome 

matrix through the reduction of sulfate vibrations and the alteration of phospholipid phosphate bands, 

indicating the absence of free crystalline salts. FESEM images confirmed the formation of freeze-dried 

ferrous sulfate liposomes as spherical structures. Furthermore, short-term stability assessment after 7 days 

at 4°C showed that the sucrose/lipid ratio = 8 : 1 effectively preserved the integrity of the liposomes after 

freeze-drying. These results highlight the important role of sucrose in stabilizing glycerol-based ferrous 

sulfate liposomes. 
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1. MỞ ĐẦU 

Thiếu máu do thiếu sắt vẫn là một trong 

những vấn đề sức khỏe cộng đồng phổ 

biến nhất trên toàn cầu, đặc biệt tại các 

quốc gia đang phát triển, ảnh hưởng 

nghiêm trọng đến sức khỏe thể chất, nhận 

thức và năng suất lao động [8; 13]. Sắt(II) 

sulfate (FeSO4) là dạng muối sắt được sử 

dụng rộng rãi nhất trong điều trị và bổ 

sung sắt nhờ sinh khả dụng cao và chi phí 

thấp [9; 29]. Tuy nhiên, việc sử dụng 

FeSO4 theo đường uống thường gặp các 

hạn chế đáng kể như kích ứng đường tiêu 

hóa, độ ổn định hóa học kém trong môi 

trường sinh lý và khả năng oxy hóa dễ 

dàng của ion Fe²⁺ , làm giảm hiệu quả 

điều trị và tuân thủ của bệnh nhân [9; 29]. 

Do đó, việc phát triển các hệ dẫn truyền 

mới nhằm cải thiện độ ổn định, khả năng 

dung nạp và hiệu quả sinh học của sắt là 

một hướng nghiên cứu có ý nghĩa khoa 

học và thực tiễn cao. 

Liposome đã trở thành một trong những 

hệ mang vật chất hoạt tính được nghiên 

cứu rộng rãi nhất trong các lĩnh vực dược 

phẩm, thực phẩm và khoa học vật liệu 

nhờ khả năng bao gói cả các phân tử ưa 

nước lẫn kỵ nước, tính tương thích sinh 

học cao và khả năng điều chỉnh cấu trúc 

màng linh hoạt [19; 27]. Tuy nhiên, 

liposome ở dạng phân tán nước thường 

kém ổn định về mặt lý–hóa, dễ gặp hiện 
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tượng kết tụ, hợp nhất túi, tăng kích thước 

hạt và rò rỉ hoạt chất theo thời gian [7]. 

Điều này đặc biệt nghiêm trọng đối với 

các liposome chứa ion kim loại hóa trị II 

như Fe²⁺ , vốn có thể xúc tác các phản 

ứng oxy hóa lipid, làm suy giảm tính toàn 

vẹn màng và giảm hiệu quả bao gói [7]. 

Do đó, việc chuyển đổi liposome về trạng 

thái khô thông qua đông khô 

(lyophilization) là một giải pháp quan 

trọng nhằm tăng độ ổn định, thuận tiện 

cho bảo quản, vận chuyển và duy trì các 

đặc tính cấu trúc mong muốn [7; 26].  

Trong kỹ thuật đông khô liposome, chất 

bảo vệ đông lạnh/đông khô đóng vai trò 

then chốt trong việc duy trì tính toàn vẹn 

của màng trong suốt quá trình đóng băng 

và sấy thăng hoa. Quá trình đông lạnh có 

thể gây tổn thương màng do ứng suất cơ 

học từ tinh thể băng, trong khi sự khử 

nước làm tăng nồng độ chất tan, dẫn đến 

bất ổn vật lý và hóa học của liposome 

[15]. Việc bổ sung các polyol hoặc 

carbohydrate giúp hạn chế các tác động 

này thông qua việc hình thành ma trận vô 

định hình, ngăn chặn sự hợp nhất và giảm 

hư hại màng [4; 12; 18]. Đặc biệt, các 

disaccharide như sucrose hoặc trehalose 

được xem là chất bảo vệ đông khô hiệu 

quả nhờ khả năng tương tác với các nhóm 

đầu phospholipid và tạo cấu trúc thủy tinh 

có độ linh động phân tử thấp, từ đó bảo 

toàn các đặc tính vật lý–hóa học của 

liposome sau khi tái hydrat hóa [17; 22; 

24; 26]. 

Trong nghiên cứu trước đây của nhóm 

chúng tôi [16], liposome sắt sulfate đã 

được điều chế bằng một phương pháp 

xanh sử dụng glycerol làm dung môi cho 

lipid trong được hỗ trợ bởi siêu âm, các 

đặc tính hạt ở dạng dung dịch cũng đã 

được mô tả chi tiết. Chúng tôi nhận thấy 

rằng, ngoài vai trò như là một dung môi 

cho lipid của glycerol,  nó cũng được biết 

là một chất có tác dụng bảo vệ lạnh cho 

liposome bằng cách giảm căng thẳng 

màng do băng gây ra và điều chỉnh hành 

vi đông lạnh [16; 28]. Do đó, việc kết hợp 

glycerol với saccharide như sucrose được 

kỳ vọng mang lại cơ chế bảo vệ kép, đồng 

thời tận dụng lợi thế của công thức 

liposome ban đầu. Vai trò kép của nó vừa 

là dung môi điều chế vừa là chất bảo vệ 

lạnh mang lại một chiến lược hợp lý và 

thuận tiện khi kết hợp với sucrose để ổn 

định liposome trong quá trình đông khô. 

Theo hiểu biết của chúng tôi, chưa có báo 

cáo nào trước đây nghiên cứu về điều chế 

liposome sắt(II) sulfate đông khô dựa trên 

glycerol, sử dụng sucrose làm chất bảo vệ 

đông khô. Trong bài báo này, chúng tôi 

bước đầu đánh giá ảnh hưởng của hai tỷ lệ 

sucrose/lipid (5:1 và 8:1, w/w) đến đặc 

tính của liposome sắt(II) sulfate đông khô 

dựa trên glycerol, bao gồm kích thước 

hạt, phân bố kích thước (PDI), thế zeta, 

đồng thời đánh giá sự ổn định ngắn hạn 

của hệ trong quá trình bảo quản sau đông 

khô. 

2. THỰC NGHIỆM 

2.1. Nguyên liệu và hóa chất 

Phospholipid đậu nành được lấy đạt tiêu 

chuẩn USP từ VAV Pvt. Ltd. (Mumbai, 

Ấn Độ). Acid L(+)-Ascorbic (AA) và 

glycerol được mua từ Samchun Chemical 

Co. (Seoul, Hàn Quốc). Nước siêu tinh 

khiết (điện trở suất 18,2 MΩ·cm) được 

sản xuất bởi hệ thống Easy Pure II 

(Thermo Scientific, Hoa Kỳ) được sử 

dụng trong tất cả các thí nghiệm. Sắt(II) 

sulfate heptahydrate (FeSO4.7H2O) được 

cung cấp bởi VWR Chemicals (Pháp).

  

2.2. Điều chế liposome sắt sulfate đông 

khô 

Quy trình điều chế liposome sắt sulfate 

dạng bột đông khô dựa trên quy trình đã 

được công bố trước đó của chúng tôi với 
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một số sửa đổi [16]. Cụ thể, một hỗn dịch 

liposome sắt được điều chế bằng cách 

trộn một hỗn hợp chứa lipid : glycerol 

(1:1, w/w) với một dung dịch nước chứa 

sắt sulfate và ascorbic acid (AA), với tỷ lệ  

FeSO4.7H2O/AA là 10: 1 (w/w) [3; 25]. 

Nồng độ lipid cuối cùng là khoảng 30 

mg/mL, tỷ lệ trọng lượng sắt sulfate/lipid 

= 0,365 (w/w) [10]. Hai dung dịch nói 

trên được trộn lẫn với nhau bằng cách 

khuấy từ với tốc độ 200 vòng/phút cho 

đến khi thu được một hỗn hợp đồng nhất 

màu nâu nhạt, dung dịch được để ổn định 

ở nhiệt độ phòng trong hai giờ [3]. Hỗn 

dịch liposome được siêu âm trong bồn 

nước đá 5 phút [30], sử dụng máy siêu âm 

đầu dò Cole-Parmer công suất 500 W, 

biên độ 40%, tần số 20 kHz. 

Sau đó, các mẫu tươi (10 mL) được bổ 

sung sucrose với tỷ lệ sucrose/lipid= 5 : 1 

(w/w) và 8 : 1 (w/w) được làm đông lạnh 

nhanh chóng bằng acetone đá khô, bảo 

quản ở -18  °C qua đêm và đông khô 

trong 24  giờ bằng máy đông khô 

ModulyoD (Thermo Scientific, Mỹ), ở -

55  °C. Hai liposome đông khô được ký 

hiệu lần lượng là Lipo5.1 và Lipo8.1 được 

nghiền thành bột và bảo quản trong các lọ 

thủy tinh kín, ở 4  °C trong tủ lạnh và 

tránh ánh sáng. 

2.3. Quang phổ hồng ngoại (ATR-

FTIR) 

Phổ hồng ngoại được ghi lại bằng máy 

quang phổ hồng ngoại Nicolet iS50 

(Thermo Electron Scientific) được trang 

bị phụ kiện tinh thể lăng kính ATR. Các 

mẫu liposome đông khô được đặt trên bề 

mặt tinh thể ATR và sau đó được đo trong 

khoảng từ 4000 đến 500 cm
-1

 với độ phân 

giải 4 cm⁻ ¹ và 32 lần quét trung bình đối 

với mỗi phổ, ở nhiệt độ phòng. 

2.4. Hình thái của liposome 

 Phân tích hình thái được thực hiện qua 

phép đo FESEM của mẫu bột được quan 

sát bằng kính hiển vi điện tử quét phát xạ 

trường (FE-SEM) bằng thiết bị 

(HITACHI S-4800, Nhật Bản), ở điện áp 

3 kV. 

2.5. Kích thước và điện thế zeta 

Kích thước hạt trung bình, chỉ số đa phân 

tán (PDI) và thế zeta của mẫu được được 

thực hiện bằng phương pháp tán xạ ánh 

sáng động (DLS) sử dụng thiết bị Horiba 

SZ-100 (Horiba Ltd., Nhật Bản). Các mẫu 

được pha loãng 9 lần bằng nước khử ion ở 

nhiệt độ phòng, được chuyển vào các 

cuvet thích hợp và sử dụng góc phát hiện 

90 độ [16]. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN  

3.1. Quang phổ hồng ngoại (ATR-

FTIR) 

Phổ FTIR-ATR của FeSO4.7H₂ O (Hình 

1A) nguyên chất thể hiện các đặc điểm 

đặc trưng của sắt sulfate ngậm nước, bao 

gồm dải kéo dài O–H rộng trong vùng 

3305–3213 cm⁻ ¹ và một dải rõ ràng ở 

1636 cm⁻ ¹ được quy cho dao động uốn 

H–O–H của nước kết tinh và các dao 

động đặc trưng cho ion sulfate ở 1067 

cm⁻ ¹, 976 cm⁻ ¹ và vùng thấp 600–550 

cm⁻ ¹ [14]. Lecithin (Hình 1B) thể hiện 

các đặc điểm điển hình của phospholipid, 

bao gồm các dải kéo dài –CH₂ – bất đối 

xứng và đối xứng ở 2925 và 2856 cm⁻ ¹, 

dải carbonyl ester (C=O) ở 1736 cm⁻ ¹ và 

các dao động liên quan đến phosphate 

trong phạm vi 1238–1057 cm⁻ ¹ được quy 

cho sự kéo dài P=O và P–O–C của nhóm 

đầu phosphocholine [20; 26]. 

Ở mẫu liposome sắt sulfate đông khô 

(Hình 1C), các dải –CH₂– tại ~2925 và 

~2856 cm⁻¹ vẫn được bảo toàn, cho thấy 

cấu trúc chuỗi lipid của lecithin không bị 

phá hủy trong quá trình tạo liposome và 

đông khô. Các dải O–H rộng trong vùng 

3329–3300 cm⁻¹ được quy cho sự chồng 

lấp của các nhóm hydroxyl từ sucrose và 
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glycerol [5], phù hợp với cơ chế thủy tinh 

hóa và thay thế nước [26]. Đáng chú ý, 

dải dao động uốn H–O–H đặc trưng của 

FeSO4.7H₂O ở ~1636 cm⁻¹ biến mất, và 

các dải liên quan đến sulfate bị suy giảm 

đáng kể và chồng chéo lên nhau, chứng tỏ 

sắt sulfate không còn tồn tại dưới dạng 

pha tinh thể ngậm nước tự do. Đồng thời, 

các dải liên quan đến phosphat của 

lecithin cho thấy sự mở rộng và dịch 

chuyển nhẹ, phản ánh những thay đổi 

trong môi trường cục bộ của các nhóm 

đầu phospholipid ở trạng thái rắn. Những 

thay đổi quang phổ này phù hợp với sự 

kết hợp và che chắn của sắt sulfat bên 

trong ma trận liposome đông khô, nơi các 

tương tác giữa các nhóm đầu 

phospholipid và các tá dược giàu 

hydroxyl như sucrose và glycerol. Nhìn 

chung, kết quả FTIR-ATR cung cấp bằng 

chứng cho thấy sự hình thành của 

liposome chứa sắt sulfate đông khô được 

ổn định trong ma trận sucrose và glycerol. 

 

Hình 1. Phổ FTIR ATR của (A) FeSO4.7H2O, (B) 

Lecithin, (C) Lipo8.1 

3.2. Hình thái của liposome sắt sulfate 

đông khô 

Hình thái của FeSO4.7H2O và liposome 

sắt sulfate đông khô được thể hiện trong 

hình 2. Ảnh FESEM của FeSO₄·7H₂O 

(Hình 2A) cho thấy vật liệu tồn tại dưới 

dạng các hạt tinh thể kết tụ không đều, 

với kích thước ở thang sub-micron đến 

micron và bề mặt gồ ghề, có cạnh tương 

đối sắc. 

  

Hình 2. Ảnh hiển vi điện tử quét (SEM) của (A) 

FeSO4.7H2O và (B) Lipo8.1. Các hình ảnh được 

chụp với độ phóng đại 5000x. 

Hình thái này phản ánh bản chất tinh thể 

của muối sắt(II) ngậm nước, đồng thời 

cho thấy xu hướng kết tụ mạnh do tính 

hút ẩm và khả năng mất nước cục bộ 

trong điều kiện chân không FESEM [2]. 

Ngược lại, ảnh SEM (Hình 2B) của bột 

liposome sắt sulfate sau đông khô xác 

nhận sự hình thành nanoliposome là cái 

túi hình cầu. Những quan sát này phù hợp 

với kết quả đã được công bố trước đây về 

liposome phủ chitosan chứa sắt(II) sulfate 

[21] và các liposome chứa oxit kẽm [23] 

bằng hình ảnh SEM. 

3.3. Kích thước hạt, PDI và điện thế zeta 

Dựa trên các quan sát trước đây, chúng tôi 

thấy rằng các tỷ lệ sucrose/lipid là 5 : 1 

đến 8: 1 (w/w) cho thấy mang lại hiệu quả 

bảo vệ đông lạnh/đông khô tốt cho các 

liposome đông không [1; 6; 11; 26]. 

Do đó trong nghiên cứu này, chúng tôi đã 

tiến hành nghiên cứu về đặc tính hạt của 

các liposome sắt sulfate đông khô ở hai tỷ 

lệ sucrose/lipid là 5 : 1 (Lipo5.1) và 8:1 

(Lipo8.1), hai mẫu đông khô sẽ được so 

sánh với mẫu tươi (chưa đông khô). Kết 

quả đo kích thước hạt và điện thế zeta của 

3 mẫu được thể hiện trong bảng 1. Sau 

đông khô, kích thước trung bình tăng từ 

134 nm (mẫu tươi) lên 194 nm (Lipo5.1) 

và 180 nm (Lipo8.1), đồng thời PDI tăng 

(0,24 → 0,34 / 0,28). Những thay đổi này 

(A) (B) 
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chỉ ra một phần kết tụ/ít đồng nhất sau tái 

phân tán; tỉ lệ sucrose cao hơn (8:1) cải 

thiện phần nào hồi phục kích thước và 

phân bố, phù hợp với vai trò lyoprotectant 

đã được báo cáo [11; 26]. Những kết quả 

này cho thấy nồng độ sucrose cao hơn 

giúp cải thiện đáng kể khả năng bảo vệ 

khỏi đông khô và tái tạo liposome sau 

hydrat hóa. 

Bảng 1. Kích thước hạt, PDI và điện thế zeta của 3 mẫu liposome sắt(II) sulfate. Kết quả được biểu thị dưới 

dạng trung bình của ba lần đo và được báo cáo cùng với độ lệch chuẩn (SD). 

Mẫu Kích thước 

(nm) 

PDI Điện thế Zeta 

(mV) 

Liposome (tươi, chưa đông khô) ± SD 133,9 ± 2,80 0,241 ± 0,044 −11,00 ± 0,26 

Lipo5.1 (sucrose:lipid 5:1, w/w) ± SD 193,6 ± 5,32 0,342 ± 0,048 −6,73 ± 0,21 

Lipo8.1 (sucrose:lipid 8:1, w/w) ± SD 180,3 ± 3,55 0,276 ± 0,079 −11,50 ± 0,92 

3.4. Độ ổn định của liposome sắt sulfate 

đông khô 

Hai công thức liposome đông khô Lipo5.1 

và Lipo8.1 được bảo quản trong các lọ 

thủy tinh màu hổ phách ở nhiệt độ 4 °C 

trong 7 ngày. Để kiểm tra các đặc tính về 

kích thước hạt và thế zeta của chúng, 

trước khi đo các mẫu đông khô được phân 

tán lại trong nước deion để đạt nồng độ 

lipid ban đầu. Quá trình hydrat hóa được 

hoàn tất trong vòng 5 phút bằng máy lắc ở 

nhiệt độ phòng. 

 

Lipo5.1 

 

Lipo8.1 

Hình 3. Kích thước hạt và điện thế zeta của Lipo5.1 và Lipo8.1 sau 7 ngày ở 4 
o
C. 
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Dữ liệu về độ ổn định của liposome đông 

khô được thể hiện trong Hình 3. Kết quả 

cho thấy, rõ ràng mẫu Lipo8.1 có độ ổn 

định tuyệt vời về các chỉ số kích thước hạt 

(180,9 nm), PDI (0,308) và thế zeta (-10,9 

mV). Ngược lại, mẫu Lipo5.1 cho thấy, 

các chỉ số về kích thước hạt (293,3 nm) 

và PDI (0,452) và thế zeta (-3,7) đều tăng 

mạnh so với mẫu Lipo8.1 và liposome 

tươi (Xem  bảng 1) sau 7 ngày bảo quản. 

Điều này cho thấy tỷ lệ sucrose/lipid = 8 : 

1 (w/w) hiệu quả vượt trội so với tỷ lệ 5 : 

1, điều này cũng có nghĩa là mặc dù trong 

thành phần của công thức liposome đã có 

sẵn glycerol được coi là chất bảo vệ đông 

lạnh, tuy nhiên một tỷ lệ cao của 

sucrose/lipid là cần thiết cho khả năng 

bảo vệ của các liposome sắt(II) sulfate 

đông khô dựa trên glycerol. 

4. KẾT LUẬN 

Nghiên cứu này chứng minh rằng sucrose 

đóng vai trò quan trọng trong việc bảo tồn 

các tính chất lý hóa của liposome sắt(II) 

sulfate gốc glycerol trong quá trình đông 

khô. Việc bổ sung sucrose đã làm giảm 

thiểu hiệu quả tổn thương màng do đông 

khô và mất nước gây ra, dẫn đến cải thiện 

phân bố kích thước hạt, độ phân tán và 

điện thế zeta sau khi tái hydrat hóa. Trong 

số các công thức được nghiên cứu, tỷ lệ 

khối lượng sucrose/lipid là 8:1 (w/w) cho 

thấy khả năng ổn định vượt trội so với tỷ 

lệ 5 : 1, cho thấy tác dụng bảo vệ phụ 

thuộc vào nồng độ. Việc sử dụng kết hợp 

glycerol vừa làm dung môi vừa làm chất 

bảo vệ đông lạnh nội tại, cùng với sucrose 

làm chất bảo vệ đông khô, là một chiến 

lược đơn giản và hiệu quả để sản xuất 

liposome sắt(II) sulfate đông khô ổn định 

trong tương lai. Theo hiểu biết của chúng 

tôi, đây là báo cáo đầu tiên về phương 

pháp đông khô có hỗ trợ sucrose đối với 

liposome sắt(II) sulfate dựa trên glycerol. 

Những phát hiện này tạo nền tảng cho 

việc phát triển các chế phẩm sắt liposome 

dạng rắn với độ ổn định được cải thiện và 

tiềm năng ứng dụng trong điều trị thiếu 

máu do thiếu sắt. Các nghiên cứu về độ 

ổn định dài hạn, cũng như các đặc tính lý 

hóa khác đang được tiến hành trong 

phòng thí nghiệm của chúng tôi.  

Lời cảm ơn: Nghiên cứu này được tài trợ 

bởi Viện Hàn lâm Khoa học và Công 

nghệ Việt Nam (VAST), theo mã số tài 

trợ NVCC06.01/25-25. 

Cam kết: Tôi xin cam đoan đây là công 

trình của nhóm nghiên cứu và chưa gửi 

đăng nội dung này ở bất kỳ tạp chí nào. 
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