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Tóm tắt:

Kháng thể IgY đã được chứng minh có hiệu quả phòng chống và điều trị một số bệnh truyền nhiễm như cúm A, bệnh 
tay chân miệng… Vi bao chitosan-alginate được đánh giá là một phương pháp hiệu quả để đưa kháng thể IgY vào 
cơ thể qua đường ăn uống. Nghiên cứu vi bao kháng thể IgY đã tiến hành khảo sát ảnh hưởng của các chất bao và 
điều kiện vi bao đến hiệu quả của quá trình vi bao kháng thể IgY kháng Enterovirus 71 (EV71) bao gồm: nồng độ 
sodium alginate, nồng độ chitosan, pH môi trường vi bao. Kết quả thí nghiệm đã đưa ra các thông số tối ưu nhằm 
tăng hiệu quả vi bao kháng thể IgY như sau: nồng độ sodium alginate 2,5% (w/v), nồng độ chitosan 0,2%, pH môi 
trường vi bao 3,5. Trong điều kiện tối ưu, hiệu quả vi bao đạt 63,93%. Chế phẩm vi bao sau sấy có hoạt tính kháng 
thể IgY kháng EV71 còn lại trong hạt vi bao đạt 35,01%. Độ ổn định của IgY trong môi trường mô phỏng dạ dày 
(SGF) đã được cải thiện đáng kể, khi được vi bao bằng chitosan-alginate, hoạt tính kháng thể của IgY được giữ lại 
đến 3 giờ trong SGF có pepsin. Kết quả chụp SEM cho thấy, kích thước hạt vi bao ≤10 µm, cấu trúc hạt vi bao xốp, 
có rất nhiều hạt vi bao trong một hạt chế phẩm vi bao sau sấy tạo thành khối hạt vi bao.
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Abstract:

IgY antibodies have been shown to be effective in the prevention and treatment of some infectious diseases, such as 
influenza A and hand, foot and mouth disease (HFMD)... Chitosan-alginate microcapsules are considered an effective 
approach to delivering IgY into the body via the oral route. The research on IgY microcapsules for IgY antibodies 
investigated the effects of encapsulating agents and encapsulation conditions on the efficiency of the microcapsules 
process of IgY antibodies against Enterovirus 71 (EV71), including: alginate concentration, chitosan concentration, 
microcapsules environment pH. The results determined the optimal parameters to enhance the efficiency of 
microcapsules IgY, which are 2.5% (w/v) sodium alginate, 0.2% chitosan, and microcapsules environment pH 3,5. 
Under optimum conditions, IgY microcapsules efficiency was 63.93%. After freeze-dried microcapsules, the activity 
against EV71 in the microcapsules was 35.01%. The IgY stability in simulated gastric fluid (SGF) was significantly 
improved when encapsulated by chitosan-alginate microcapsules, and the activity of IgY was fully maintained 
for 3 hours in SGF with the appearance of pepsin. Scanning electron microscopy (SEM), results showed that the 
microcapsule particle size is ≤10 µm, the microcapsule particle structure is porous, and there are many microcapsule 
particles in the microcapsule product after freeze-drying.
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1. Đặt vấn đề

Kháng thể IgY đã được chứng minh có hiệu quả phòng 
chống và điều trị một số bệnh truyền nhiễm như cúm A, 
bệnh tay chân miệng… Kháng thể IgY đã được ứng dụng 
trong lĩnh vực chăn nuôi thú y và phòng chữa bệnh cho 
người [1]. Năm 2002, Carlander sử dụng kháng thể IgY như 
công cụ phòng chống các bệnh nhiễm trùng ở bệnh nhân 
xơ gan. Kháng thể IgY có các đặc tính hóa sinh học rất phù 
hợp với việc điều trị miễn dịch thông qua đường miệng, 
tuy nhiên kháng thể IgY rất nhạy cảm với môi trường dịch 
vị dạ dày và hoạt tính kháng thể nhanh chóng mất đi trong 
SGF. Vì vậy, vi bao chitosan - alginate được đánh giá là 
một phương pháp hiệu quả để đưa kháng thể IgY vào cơ 
thể qua đường ăn uống [1, 2]. Ở nước ngoài, những năm 
gần đây, các tính chất của alginate và chitosan đã được ứng 
dụng trong sản xuất vi bao, mang các chất nhân khác nhau 
như peptides, protein và các loại thuốc để theo đường uống, 
chuyển đến dạ dày và đường ruột [1, 3, 4].

Tại Việt Nam, trước tình hình dịch cúm A và bệnh tay 
chân miệng đang diễn tiến hết sức phức tạp và hiện chưa có 
chưa có thuốc đặc trị hay vacxin phòng ngừa. Viện Pasteur 
TP Hồ Chí Minh đã nghiên cứu và đạt được thành công 
trong việc  hoàn thiện quy trình sản xuất kháng thể IgY 
kháng Enterovirus 71 (EV 71).

Nghiên cứu của chúng tôi: Vi bao kháng thể IgY kháng 
Enterovirus 71, được thực hiện nhằm tạo chế phẩm vi bao 
chứa kháng thể IgY sản xuất trong nước, để bổ sung qua 
đường ăn uống, phòng chống bệnh, giảm nguy cơ bùng phát 
của các bệnh truyền nhiễm, góp phần bảo vệ sức khỏe cho 
cộng đồng. Nội dung nghiên cứu gồm: Khảo sát ảnh hưởng 
của các chất bao và điều kiện vi bao đến hiệu quả của quá 
trình vi bao kháng thể IgY kháng EV71 trong khuôn gel 
chitosan-alginate; Khảo sát độ bền của chế phẩm vi bao với 
điều kiện mô phỏng môi trường trong dạ dày (simulated 
gastric fluid - SGF).

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Vật liệu

Kháng thể IgY kháng Enterovirus 71 (EV 71) được cung 
cấp bởi Phòng Thí nghiệm Sinh học phân tử - Khoa Vi sinh 
Miễn Dịch, Viện Pasteur TP Hồ Chí Minh. 

Chất bao sử dụng bao gồm: Chitosan có độ deacetyl hóa 
97,2%, do Công ty TNHH Hùng Tiến (Cần Thơ) sản xuất. 
Sodium alginate do Công ty HiMedia cung cấp.

Hóa chất sử dụng bao gồm: C6H5Na3O7.2H2O, CaCl2, 
Citrate buffer, Comassie protein assay reagent, enzyme 
Pepsin, Goat Anti-Chicken IgY, kháng nguyên EV71, 

NaCl, NaHCO3, NaOH, OPD (o-Phenylenediamine 
dihydrochloride), PBST (Phosphate Buffered Saline with 
0,05% Tween 20), Tris - HCl (C4H11NO3), KH2PO4, H2SO4.

2.2. Quy trình vi bao kháng thể IgY kháng EV71

Dung dịch kháng thể IgY được phối trộn với dung dịch 
sodium alginate ở các nồng độ khác nhau. Môi trường vi 
bao được chuẩn bị bằng cách hòa trộn dung dịch CaCl2 1,5% 
(w/v) với dung dịch Chitosan ở các nồng độ khác nhau. Hỗn 
hợp dung dịch sodium alginate/IgY được bơm nhỏ giọt bằng 
bơm tiêm có đường kính kim tiêm 0,6 mm, vào môi trường 
vi bao, lắc đều hỗn hợp và để hạt vi bao ổn định cấu trúc 
trong 1 giờ ở nhiệt độ 4-60C, tỷ lệ thể tích dung dịch sodium 
alginate/IgY và môi trường vi bao là 1:20 [5, 6]. 

Hạt vi bao sau khi ổn định cấu trúc, tiến hành lọc qua 
vải lọc để thu hạt. Sau đó dùng nước cất để rửa hạt. Hạt 
vi bao sau lọc sẽ được tiến hành sấy thăng hoa bằng thiết 
bị FDU-2100 (Eyela, Nhật Bản) ở áp suất 3,6 Pa, nhiệt độ 
đông lạnh được điều chỉnh ở -300C, thời gian sấy 16-17 giờ, 
để thu chế phẩm vi bao. Nghiên cứu này khảo sát ảnh hưởng 
của các chất bao gồm: nồng độ sodium alginate (1,5, 2, 3,5, 
3%w/v), nồng độ chitosan (0,15, 0,2, 0,25, 0,3%w/v) và pH 
môi trường vi bao (3, 3,5, 4, 5, 6) đến hiệu quả của quá trình 
vi bao kháng thể IgY kháng EV71 trong khuôn gel chitosan 
- alginate. Đồng thời, khảo sát độ bền của chế phẩm vi bao 
ở điều kiện mô phỏng môi trường trong dạ dày (simulated 
gastric fluid - SGF) và đánh giá hoạt tính của chế phẩm sau 
khi sấy thăng hoa thông qua hàm lượng kháng thể IgY, hoạt 
tính kháng thể IgY còn lại trong hạt vi bao.

2.3. Xác định hiệu quả vi bao (Encapsulation efficiency 
- EE%)

Cân 10 mg chế phẩm vi bao sau khi sấy cho vào 5 ml 
hỗn hợp phá hạt gồm: NaHCO3 0,2 M, C6H5Na3O7.2H2O 
0,06 M, pH 8,0. Khuấy mẫu liên tục trong 15-20 phút 
hoặc cho đến khi hạt vi bao được phá hủy hoàn toàn. 
Sau đó tiến hành ly tâm (8000 RCF, 40C, 15 phút). Lấy 
phần dịch nước để đo mẫu. Mẫu được đo bằng phương 
pháp Bradford [6, 7].
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        EE (%)  =   Tổng lượng IgY trong hạt vi bao
Lượng IgY ban đầu x 100 

2.4. Xác định độ bền của chế phẩm vi bao với điều kiện mô phỏng môi trường 

dạ dày (simulated gastric fluid - SGF) 

Môi trường mô phỏng dạ dày bao gồm: 3,2 mg/ml enzyme Pepsin hòa tan trong 

NaCl 0,03 M, ở pH 1,2.  

Cân 25 mg chế phẩm vi bao sau khi đã sấy thăng hoa cho vào 5 ml SGF, ủ ở 
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2.4. Xác định độ bền của chế phẩm vi bao với điều kiện 
mô phỏng môi trường dạ dày (Simulated gastric fluid - 
SGF)

Môi trường mô phỏng dạ dày bao gồm: 3,2 mg/ml 
enzyme Pepsin hòa tan trong NaCl 0,03 M, ở pH 1,2. 

Cân 25 mg chế phẩm vi bao sau khi đã sấy thăng hoa cho 
vào 5 ml SGF, ủ ở 37°C, lắc liên tục (100 vòng/phút). Thí 
nghiệm được thực hiện trong tube ly tâm 15 ml.
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Song song, thực hiện thí nghiệm cho dung dịch kháng 
thể IgY chưa vi bao như sau: Cho 0,15 ml dung kháng thể 
IgY vào 5 ml SGF, ủ ở 37°C, lắc liên tục (100 vòng/ phút 
trong tube  ly tâm 15 ml). 

Tiến hành lấy 200 µl mẫu tại các thời điểm: 0, 0,5, 1, 
2, 3, 4 giờ. Tại từng thời điểm sau khi lấy mẫu sẽ bổ sung 
lại vào mẫu dung dịch SGF bằng đúng lượng thể tích lấy 
mẫu ra. 

Lượng mẫu tại từng thời điểm sau khi lấy sẽ được trung 
hòa bằng 200 µl dung dịch đệm Tris - HCl 2M (pH 8,0). 
Thử lại pH mẫu, đảm bảo pH được duy trì 7-8. Hoạt tính 
kháng thể IgY được đo bằng phương pháp ELISA. Độ bền 
của chế phẩm vi bao được tính dựa trên phần trăm hoạt tính 
kháng thể IgY giải phóng theo công thức [2, 6].
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% Hoạt tính IgY giải phóng = Hoạt tính IgY ban đầu− Hoạt tính IgY tại từng thời điểm
Hoạt tính IgY ban đầu  𝑥𝑥 100 

2.5. Xác định hoạt tính kháng thể bằng phương pháp ELISA  

Hoạt tính kháng thể IgY trong mẫu được xác định bằng phương pháp ELISA gián 

tiếp. Phủ giếng với kháng nguyên Enterovirus 71 (100 µl/giếng) nồng độ 10 µg/ml và 

ủ đĩa qua đêm ở 4°C. Rửa đĩa 3 lần với PBST và khóa màng với 200µl dung dịch 

PBST + 10% skimmilk, ủ ở 37°C trong 2 giờ. Sau khi rửa đĩa 3 lần với PBST ủ đĩa với 

kháng thể IgY mẫu (độ pha loãng từ 1: 100 đến 1:10000) 100 µl/giếng, ủ ở 37°C trong 

2 giờ. Tiếp tục rửa đĩa 3 lần với PBST và bổ sung 100 µl/giếng kháng thể IgY thứ cấp 

- cộng hợp HRP (Horseradish peroxidase) (độ pha loãng 1/4000), ủ ở 37°C, 1 giờ. Rửa 

đĩa 4 lần với PBST và bổ sung OPD 100 µl/giếng, ủ ở 37°C trong 20-30 phút. Để 

ngừng phản ứng, bổ sung H2SO4 1,25M 100 µl/giếng [6]. Tiến hành đọc kết quả ở 

bước sóng 490 nm bằng máy đọc ELISA (Thermo Scientific, USA). 

3. Kết quả và bàn luận  

3.1. Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ sodium alginate đến hiệu quả vi bao 

Thí nghiệm khảo sát nồng độ sodium alginate được thực hiện theo quy trình vi 

bao kháng thể IgY. Trong đó, chất bao và môi trường vi bao được cố định: nồng độ 

chitosan: 0,2% (w/v), nồng độ CaCl2: 1,5% (w/v), pH 4. Sodium alginate khảo sát ở 

các nồng độ: 1,5, 2, 2,5 và 3% (w/v). Sau đó, mẫu hạt vi bao được xử lý theo phương 

pháp xác định hiệu quả vi bao. 
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sau: Cho 0,15 ml dung kháng thể IgY vào 5 ml SGF, ủ ở 37°C, lắc liên tục (100 vòng/ 

phút trong tube  ly tâm 15 ml).  

Tiến hành lấy 200 µl mẫu tại các thời điểm: 0, 0,5, 1, 2, 3, 4 giờ. Tại từng thời 

điểm sau khi lấy mẫu sẽ bổ sung lại vào mẫu dung dịch SGF bằng đúng lượng thể tích 

lấy mẫu ra.  

Lượng mẫu tại từng thời điểm sau khi lấy sẽ được trung hòa bằng 200 µl dung 

dịch đệm Tris - HCl 2M (pH 8,0). Thử lại pH mẫu, đảm bảo pH được duy trì 7-8. Hoạt 

tính kháng thể IgY được đo bằng phương pháp ELISA. Độ bền của chế phẩm vi bao 

được tính dựa trên phần trăm hoạt tính kháng thể IgY giải phóng theo công thức [2, 6]. 

% Hoạt tính IgY giải phóng = Hoạt tính IgY ban đầu− Hoạt tính IgY tại từng thời điểm
Hoạt tính IgY ban đầu  𝑥𝑥 100 

2.5. Xác định hoạt tính kháng thể bằng phương pháp ELISA  

Hoạt tính kháng thể IgY trong mẫu được xác định bằng phương pháp ELISA gián 

tiếp. Phủ giếng với kháng nguyên Enterovirus 71 (100 µl/giếng) nồng độ 10 µg/ml và 

ủ đĩa qua đêm ở 4°C. Rửa đĩa 3 lần với PBST và khóa màng với 200µl dung dịch 

PBST + 10% skimmilk, ủ ở 37°C trong 2 giờ. Sau khi rửa đĩa 3 lần với PBST ủ đĩa với 

kháng thể IgY mẫu (độ pha loãng từ 1: 100 đến 1:10000) 100 µl/giếng, ủ ở 37°C trong 

2 giờ. Tiếp tục rửa đĩa 3 lần với PBST và bổ sung 100 µl/giếng kháng thể IgY thứ cấp 

- cộng hợp HRP (Horseradish peroxidase) (độ pha loãng 1/4000), ủ ở 37°C, 1 giờ. Rửa 

đĩa 4 lần với PBST và bổ sung OPD 100 µl/giếng, ủ ở 37°C trong 20-30 phút. Để 

ngừng phản ứng, bổ sung H2SO4 1,25M 100 µl/giếng [6]. Tiến hành đọc kết quả ở 

bước sóng 490 nm bằng máy đọc ELISA (Thermo Scientific, USA). 
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2.5. Xác định hoạt tính kháng thể bằng phương pháp 
ELISA 

Hoạt tính kháng thể IgY trong mẫu được xác định bằng 
phương pháp ELISA gián tiếp. Phủ giếng với kháng nguyên 
Enterovirus 71 (100 µl/giếng) nồng độ 10 µg/ml và ủ đĩa 
qua đêm ở 4°C. Rửa đĩa 3 lần với PBST và khóa màng với 
200µl dung dịch PBST + 10% skimmilk, ủ ở 37°C trong 
2 giờ. Sau khi rửa đĩa 3 lần với PBST ủ đĩa với kháng thể 
IgY mẫu (độ pha loãng từ 1:100 đến 1:10000) 100 µl/giếng, 
ủ ở 37°C trong 2 giờ. Tiếp tục rửa đĩa 3 lần với PBST và 
bổ sung 100 µl/giếng kháng thể IgY thứ cấp - cộng hợp 
HRP (Horseradish peroxidase) (độ pha loãng 1/4000), ủ ở 
37°C, 1 giờ. Rửa đĩa 4 lần với PBST và bổ sung OPD 100 
µl/giếng, ủ ở 37°C trong 20-30 phút. Để ngừng phản ứng, 
bổ sung H2SO4 1,25M 100 µl/giếng [6]. Tiến hành đọc kết 
quả ở bước sóng 490 nm bằng máy đọc ELISA (Thermo 
Scientific, Mỹ).

3. Kết quả và bàn luận 

3.1. Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ sodium alginate 
đến hiệu quả vi bao

Thí nghiệm khảo sát nồng độ sodium alginate được thực 
hiện theo quy trình vi bao kháng thể IgY. Trong đó, chất bao 
và môi trường vi bao được cố định: nồng độ chitosan: 0,2% 
(w/v), nồng độ CaCl2: 1,5% (w/v), pH 4. Sodium alginate 
khảo sát ở các nồng độ: 1,5, 2, 2,5 và 3% (w/v). Sau đó, 
mẫu hạt vi bao được xử lý theo phương pháp xác định hiệu 
quả vi bao.

Ảnh hưởng của nồng độ sodium alginate đến hiệu quả vi 
bao được thể hiện ở hình 1. 

Hiệu quả vi bao được đánh giá thông qua tỷ lệ kháng 
thể IgY được giữ lại trong hạt. Theo đó, khi tăng nồng độ 
sodium alginate, hiệu quả vi bao có xu hướng tăng dần từ 
nồng độ sodium alginate 1,5 đến  2,5% (w/v). Hiệu quả vi 
bao đạt cao nhất 52,7% tại nồng độ sodium alginate 2,5% 
(w/v) nhưng giảm khi tiếp tục tăng nồng độ sodium alginate 
lên 3% (w/v). Theo K. Punyokun và cs (2015) [3], khi tăng 
nồng độ sodium alginate trên 2% (w/v) gây khó khăn cho 
việc tạo hạt do độ nhớt sodium alginate cao sẽ làm tắc nghẽn 
đầu phun tạo hạt. Thực nghiệm cho thấy, tại các nồng độ 
sodium alginate thấp hơn 2% (w/v), cấu trúc hạt không ổn 
định, có xu hướng tạo thành các mảnh vi bao nhỏ và không 
giữ được cấu trúc hạt khi tạo hạt. Ngược lại, khi tăng nồng 
độ alginate lớn hơn 2,5% (w/v), hạt vi bao có xu hướng kết 
dính lại và tạo thành các khối hạt lớn hơn.

3.2. Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ chitosan đến 
hiệu quả vi bao

Thí nghiệm khảo sát nồng độ chitosan được thực hiện 
theo quy trình vi bao kháng thể IgY. Trong đó, chất bao và 
môi trường vi bao được cố định: nồng độ sodium alginate: 
2,5% (w/v), nồng độ CaCl2: 1,5% (w/v), pH môi trường vi 
bao: 3,5. Khảo sát chitosan ở các nồng độ: 0,1, 0,15, 0,2, 
0,25 và 0,3% (w/v). Mẫu hạt vi bao được xử lý theo phương 
pháp xác định hiệu quả vi bao.

  
 

 
Hình 1. Ả nh hưởng của nồng độ sodium alginate đến hiệu quả vi bao.  

Dữ liệu được trình bày dưới dạng trung bình ± SD (n=3). Các chữ cái khác nhau ở cột thể hiện sự khác 

biệt có nghĩa về mặt thống kê (p<0,05). 
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52,7% tại nồng độ sodium alginate 2,5% (w/v) nhưng giảm khi tiếp tục tăng nồng độ 
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sodium alginate thấp hơn 2% (w/v), cấu trúc hạt không ổn định, có xu hướng tạo thành 

các mảnh vi bao nhỏ và không giữ được cấu trúc hạt khi tạo hạt. Ngược lại, khi tăng 

nồng độ alginate lớn hơn 2,5% (w/v), hạt vi bao có xu hướng kết dính lại và tạo thành 

các khối hạt lớn hơn. 
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Thí nghiệm khảo sát nồng độ chitosan được thực hiện theo quy trình vi bao 

kháng thể IgY. Trong đó, ch ất bao và môi trường vi bao được cố định: nồng độ sodium 

alginate: 2,5% (w/v), nồng độ CaCl2: 1,5% (w/v), pH môi trư ờng vi bao: 3,5. Khảo sát 

chitosan ở các nồng độ: 0,1, 0,15, 0,2, 0,25 và 0,3% (w/v). Mẫu hạt vi bao được xử lý 

theo phương pháp xác định hiệu quả vi bao. 
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Hình 2. Ả nh hưởng của nồng độ chitosan đến hiệu quả vi bao.  
Dữ liệu được trình bày dưới dạng trung bình ± SD (n=3). Các chữ cái khác nhau ở cột thể hiện sự khác 

biệt có nghĩa về mặt thống kê (p<0,05). 

Hiệu quả vi bao (hình 2) đạt cao nhất tại nồng độ chitosan 0,2% (w/v) với khả 

năng giữ kháng thể IgY trong hạt đạt 51,4%. So sánh với một số nghiên cứu trước, 

theo X.Y. Li và cs (2009) [7] qua đánh giá khả năng tải IgY của hạt vi bao cho thấy 

chitosan ở nồng độ từ 0,05 đến 0,1% (w/v) tăng tỷ lệ tải IgY từ 8 đến 13,3%. Nồng độ 

chitosan từ 0,2 đến 0,8% (w/v) làm tăng thêm khả năng tải IgY ở mức 19,7%. Tỷ lệ tải 

IgY tối đa (19,7%) đạt được ở 0,2% (w/v). Tiếp tục tăng nồng độ chitosan, tải IgY 

không tăng. Nghiên cứu ảnh hưởng của nồng độ chitosan đến hiệu quả vi bao EE% 

trong quá trình bao gói cùng alginate cũng đã được các tác giả khác thực hiện để cải 

thiện hiệu quả vi bao EE% của dextran, ampicillin, albumin huyết thanh bò, và 

hemoglobin. Các kết quả này đều cho thấy, tỷ lệ tải IgY và EE% tăng khi tăng n ồng độ 

chitosan là do sự hình thành màng vi bao có liên kết chặt chẽ làm ổn định, tăng liên kết 

trong mạng lưới gel ion và hạn chế tổn hao protein, khuếch tán trong suốt quá trình tạo 

hạt [7]. 

2.3. Khảo sát ảnh hưởng của pH môi trư ờng vi bao đến khả năng vi bao 

Thí nghiệm khảo sát pH môi trường vi bao được thực hiện theo quy trình vi bao 

kháng thể IgY. Trong đó, ch ất bao và môi trường vi bao được cố định: nồng độ 

chitosan: 0,2% (w/v), nồng độ sodium alginate: 2,5% (w/v), nồng độ CaCl2: 1,5% 

(w/v). pH môi trường vi bao khảo sát ở các giá trị: 3, 3,5, 4, 5, 6. Mẫu hạt vi bao được 

xử lí theo phương pháp xác định hiệu quả vi bao. Hiệu quả vi bao kháng thể IgY đư ợc 

đánh giá bằng phương pháp Bradford và hoạt tính kháng thể còn lại trong hạt vi bao 

được xác định bằng phương pháp ELISA. 
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Hình 1. Ảnh hưởng của nồng độ sodium alginate đến hiệu quả vi bao. Dữ 
liệu được trình bày dưới dạng trung bình ± SD (n=3). Các chữ cái khác nhau ở 
cột thể hiện sự khác biệt có nghĩa về mặt thống kê (p<0,05).

Hình 2. Ảnh hưởng của nồng độ chitosan đến hiệu quả vi bao. Dữ liệu 
được trình bày dưới dạng trung bình ± SD (n=3). Các chữ cái khác nhau ở cột 
thể hiện sự khác biệt có nghĩa về mặt thống kê (p<0,05).



Khoa học Kỹ thuật và Công nghệ /Kỹ thuật y học, Công nghệ sinh học công nghiệp; Khoa học Y - Dược /Các lĩnh vực khác của khoa học y - dược 

7867(1) 1.2025

Hiệu quả vi bao (hình 2) đạt cao nhất tại nồng độ 
chitosan 0,2% (w/v) với khả năng giữ kháng thể IgY trong 
hạt đạt 51,4%. So sánh với một số nghiên cứu trước, theo 
X.Y. Li và cs (2009) [7] qua đánh giá khả năng tải IgY của 
hạt vi bao cho thấy, chitosan ở nồng độ từ 0,05 đến 0,1% 
(w/v) tăng tỷ lệ tải IgY từ 8 đến 13,3%. Nồng độ chitosan 
từ 0,2 đến 0,8% (w/v) làm tăng thêm khả năng tải IgY ở 
mức 19,7%. Tỷ lệ tải IgY tối đa (19,7%) đạt được ở 0,2% 
(w/v). Tiếp tục tăng nồng độ chitosan, tải IgY không tăng. 
Nghiên cứu ảnh hưởng của nồng độ chitosan đến hiệu quả 
vi bao EE% trong quá trình bao gói cùng alginate cũng đã 
được các tác giả khác thực hiện để cải thiện hiệu quả vi bao 
EE% của dextran, ampicillin, albumin huyết thanh bò, và 
hemoglobin. Các kết quả này đều cho thấy, tỷ lệ tải IgY và 
EE% tăng khi tăng nồng độ chitosan là do sự hình thành 
màng vi bao có liên kết chặt chẽ làm ổn định, tăng liên kết 
trong mạng lưới gel ion và hạn chế tổn hao protein, khuếch 
tán trong suốt quá trình tạo hạt [7].

3.3. Khảo sát ảnh hưởng của pH môi trường vi bao đến 
khả năng vi bao

Thí nghiệm khảo sát pH môi trường vi bao được thực 
hiện theo quy trình vi bao kháng thể IgY. Trong đó, chất 
bao và môi trường vi bao được cố định: nồng độ chitosan: 
0,2% (w/v), nồng độ sodium alginate: 2,5% (w/v), nồng độ 
CaCl2: 1,5% (w/v). pH môi trường vi bao khảo sát ở các giá 

trị: 3, 3,5, 4, 5, 6. Mẫu hạt vi bao được xử lý theo phương 
pháp xác định hiệu quả vi bao. Hiệu quả vi bao kháng thể 
IgY được đánh giá bằng phương pháp Bradford và hoạt 
tính kháng thể còn lại trong hạt vi bao được xác định bằng 
phương pháp ELISA.

Khả năng vi bao kháng thể IgY được đánh giá thông 
qua hiệu quả vi bao kháng thể IgY và hoạt tính kháng thể 
IgY còn lại trong hạt vi bao. Kết quả thí nghiệm như hình 3 
và hình 4 cho thấy, khả năng vi bao kháng thể IgY đạt cao 
nhất tại pH 3,5, khi càng tăng giá trị pH hiệu quả vi bao có 
xu hướng giảm dần cả về nồng độ IgY và hoạt tính kháng 
thể. Tùy thuộc vào độ pH của môi trường vi bao mà dung 
dịch sodium alginate/IgY tạo hạt, mức độ ion hóa trên bề 
mặt của alginate thay đổi và tăng theo pH môi trường vi 
bao. Trong khoảng pH này (từ 3 đến 5), mức độ ion hóa 
chitosan không thay đổi đáng kể [8]. Tại pH 5,0, cả hai chất 
đa điện ly đạt mức độ ion hóa khoảng 70-80%, và do đó các 
polysaccharide này có thể duy trì cấu hình bền vững hình 
thành mạng lưới liên kết dày đặc. Tại các pH >5,0, khả năng 
ion hóa của chitosan bị ức chế và chitosan có thể tạo thành 
một số kiểu vòng chuỗi [9]. Sự hình thành vòng chuỗi như 
vậy làm cho màng chitosan - alginate kém dày đặc và làm 
tăng khả năng IgY phóng thích ra ngoài môi trường. Tương 
tự, ở các giá trị pH vi bao thấp hơn 3,0, chitosan ion hóa 
hoàn toàn, trong khi alginate ở bề mặt hạt vi bao mang điện 
tích âm nhỏ vì khả năng ion hóa thấp và không thể liên kết 
chặt chẽ với chitosan do vậy màng vi bao được hình thành 
kém dày đặc.

Theo kết quả thực nghiệm này thì hiệu quả vi bao và khả 
năng vi bao kháng thể IgY đạt cao nhất tại pH 3,5, cho thấy 
ở pH này, trong quá trình tạo hạt vi bao, khi cho hỗn hợp 
IgY/sodium alginate vào môi trường vi bao chứa chitosan 
và CaCl2, các chất bao đã tạo lớp màng chitosan - alginate 
bảo vệ khá tốt kháng thể IgY nhờ vậy giảm thiểu ảnh hưởng 
của pH môi trường vi bao đến tính chất và hoạt tính của IgY.

3.4. Khảo sát độ bền chế phẩm vi bao trong điều kiện 
mô phỏng môi trường dạ dày

Thí nghiệm khảo sát độ bền của chế phẩm vi bao trong 
điều kiện mô phỏng môi trường dạ dày được thực hiện theo 
điều kiện mô phỏng dạ dày có sử dụng enzyme pepsin như 
phương pháp xác định độ bền của chế phẩm vi bao với điều 
kiện mô phỏng môi trường dạ dày.
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Bảng 1. Hoạt tính kháng thể IgY còn lại trong SGF. 

Thời gian (giờ)
Hoạt tính IgY còn lại (%)

Mẫu hạt vi bao IgY IgY không vi bao

0 100 100

0,125 95,24±0,56 42,86±0,81

0,5 90,48±0,71 14,29±1,06

1 85,71±0,31 10,71±0,74

2 80,95±0,92 7,14±1,41

3 76,19±0,87 3,57±0,68

4 0 0

Dữ liệu được trình bày dưới dạng trung bình ± SD (n=3). 

Điều kiện mô phỏng môi trường dạ dày (SGF) được sử 
dụng để đánh giá độ ổn định của chế phẩm vi bao kháng thể 
IgY in vitro. Theo kết quả như hình 5 và bảng 1, IgY không 
vi bao đã bị thủy phân dưới tác dụng của enzyme pepsin. 
Sau 1 giờ, trong SGF, chỉ còn 10,71% hoạt tính kháng thể 
IgY. Trong khi đó, độ ổn định của IgY trong SGF đã được 
cải thiện đáng kể khi được vi bao bằng màng chitosan - 
alginate. Hoạt tính kháng thể của IgY được vi bao, sau 3 
giờ trong SGF vẫn còn 76,19%. Một số nghiên cứu trước 
đây cũng cho thấy điều tương tự. Theo M. Shimizu và cs 
(1988) [10] kháng thể IgY không được vi bao rất nhạy cảm 
với môi trường dịch vị dạ dày, và hoạt tính kháng thể nhanh 
chóng mất đi trong SGF, còn IgY trong chế phẩm vi bao giữ 
được hoạt tính sau 2 giờ ở SGF [10]. Chính màng interphase 
chitosan - alginate hoạt động như một hàng rào ngăn cản 
các ion hydrogen (H+). Hơn nữa, hạt vi bao bằng chitosan 
- alginate còn cho thấy vai trò quan trọng trong việc bảo vệ 
kháng thể IgY khỏi quá trình thủy phân bởi pepsin trong 
dịch dạ dày. Theo X.Y. Li và cs (2007) [6], trong khoảng 
pH môi trường vi bao khảo sát từ pH 3 đến 6, kháng thể IgY 
khi được vi bao giữ được 61,36-74,61% hoạt tính sau 2 giờ 
trong môi trường mô phỏng dịch dạ dày (SGF). 

3.5. Đánh giá hoạt tính của chế phẩm sau khi sấy 
thăng hoa

Chế phẩm vi bao sau khi sấy thăng hoa được tiến hành 
đánh giá thông qua hàm lượng kháng thể IgY và hoạt tính 
kháng thể IgY còn lại. Mẫu hạt vi bao được xử lý theo 
phương pháp xác định hiệu quả vi bao, đo mẫu bằng hai 
phương pháp: phương pháp Bradford và phương pháp 
ELISA. Hàm lượng kháng thể IgY còn lại trong hạt vi bao 
được trình bày ở bảng 2.
Bảng 2. Hàm lượng kháng thể IgY còn lại trong hạt vi bao. 

Mẫu
Nồng độ 
protein 
(mg/ml)

Thể tích mẫu 
(ml)

Nồng độ 
protein mẫu 
stock (mg/ml) 

Hiệu quả vi 
bao (%)

1 1,70 5 12,95 65,52

2 1,66 5 64,09

3 1,61 5 62,17

Dữ liệu được trình bày dưới dạng trung bình (n=3).

Kết quả ở bảng 2 cho thấy, hàm lượng kháng thể còn lại 
trong chế phẩm vi bao sau sấy thăng hoa đạt hiệu quả trung 
bình là 63,93%. Trong nghiên cứu của X.Y.Li và cs (2007) 
[6] hiệu quả vi bao đạt 73,93% tại pH 3,5.

Hoạt tính kháng thể IgY còn lại trong hạt vi bao được 
trình bày ở bảng 3.
Bảng 3. Hoạt tính kháng thể IgY còn lại trong hạt vi bao. 

Mẫu
Hàm lượng IgY 
trong mẫu vi bao 
(mg/ml)

Hàm lượng IgY 
mẫu stock (mg/
ml)

Hoạt tính kháng thể 
còn lại (%)

1 1,24

2,84

43,61

2 0,75 26,40

3 0,99 35,02

Dữ liệu được trình bày dưới dạng trung bình (n=3).

Kết quả ở bảng 3 cho thấy, hoạt tính kháng thể IgY còn 
lại trong chế phẩm vi bao trung bình là 35,01%. Như vậy, 
trong 63,93% hàm lượng IgY được vi bao trong hạt thì có 
khoảng một nửa lượng kháng thể IgY còn hoạt tính trong 
hạt vi bao.

3.6. Cấu trúc hạt vi bao

Cấu trúc hình thái hạt vi bao kháng thể IgY được phóng 
đại trên ảnh kính hiển vi điện tử quét (Scanning electron 
microscopy - SEM) FSEM 7401F tại Phòng Thí nghiệm 
Hóa sinh, Viện Công nghệ Hóa học, số 1 Mạc Đĩnh Chi, TP 
Hồ Chí Minh.

  
 

và chitosan có thể tạo thành một số kiểu vòng chuỗi [9]. Sự hình thành vòng chuỗi như 
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Hình 5. Độ bền của chế phẩm vi bao trong đi ều kiện mô phỏng môi trư ờng dạ 
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Hình 6. Hình ảnh chụp SEM chế phẩm vi bao sau sấy thăng hoa. (A) Độ 
phóng đại X50; (B) Độ phóng đại X100; (C) Độ phóng đại X250; (D) Độ phóng 
đại X500.

Qua kết quả chụp SEM như hình 6 cho thấy, kích thước 
hạt vi bao ≤10 µm. Có rất nhiều hạt vi bao trong một hạt chế 
phẩm vi bao sau sấy tạo thành khối hạt vi bao. Nhìn chung, 
cấu trúc hạt vi bao xốp, bề mặt khối hạt có các vết nứt gãy có 
thể do trong quá trình sấy thăng hoa, trải qua giai đoạn lạnh 
đông sâu ở nhiệt độ -300C làm hình thành các tinh thể đá gây 
ảnh hưởng đến cấu trúc màng bao sau khi sấy thăng hoa.

Theo nghiên cứu của K. Punyokun và cs (2015) [3], đường 
kính trung bình của các hạt vi bao chitosan - alginate được đo 
bằng kính hiển vi soi ngược là từ 1.000-1.500 μm. Tuy nhiên, 
kích thước hạt vi bao giảm xuống còn 100-200 μm khi được 
nạp khí 0,3 m3/giờ trong suốt quá trình tạo hạt vi bao.

W. Chen và cs (2013) [11] đã nghiên cứu vi bao kháng 
thể IgY bằng vật liệu vi bao sodium alginate và dầu đậu 
nành. Kết quả chụp SEM hạt vi bao alginate cho thấy, kích 
thước hạt vi bao khoảng 10 µm. Các vết nứt gãy xuất hiện 
trên bề mặt do trong qua trình chuẩn bị mẫu khi đông lạnh 
hạt vi bao alginate trong nitơ lỏng và sau đó sấy khô dưới 
điều kiện áp suất chân không. Dựa trên các kết quả chụp 
SEM, các hạt vi bao có cấu trúc mạng lưới xốp, kích thước 
lỗ từ 5 đến 100 nm, với kích thước lỗ rỗng chiếm ưu thế từ 
30 đến 50 nm.

4. Kết luận và kiến nghị 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã tiến hành khảo sát 
ảnh hưởng của các chất bao và điều kiện vi bao đến hiệu 
quả của quá trình vi bao kháng thể IgY kháng EV71 trong 
mạng gel chitosan - alginate. Kết quả nghiên cứu đã chọn 
được điều kiện vi bao kháng thể IgY kháng EV71, đạt hiệu 
quả cao nhất ở nồng độ sodium alginate 2,5% (w/v), pH 
môi trường vi bao 3,5, nồng độ chitosan 0,2%. Khi đó hàm 
lượng kháng thể IgY kháng EV71 được giữ lại trong chế 
phẩm vi bao đạt 63,93% và hoạt tính kháng thể IgY kháng 

EV71 còn lại trong chế phẩm vi bao: 35,01%. Kết quả khảo 
sát độ bền của chế phẩm vi bao ở điều kiện mô phỏng môi 
trường trong dạ dày (SGF) cho thấy, độ ổn định của IgY 
trong SGF đã được cải thiện đáng kể khi được vi bao bằng 
chitosan - alginate, hoạt tính kháng thể của IgY vẫn còn 
tới 76,19% sau 3 giờ trong SGF. Cần có những nghiên cứu 
tiếp tục để tối ưu hóa quá trình vi bao kháng thể IgY kháng 
EV71 nhằm tăng hàm lượng kháng thể IgY và hoạt tính 
kháng thể IgY còn lại trong hạt vi bao. 
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