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TÓM TẮT

Chitosan đang được nghiên cứu làm vỏ bao nang thuốc thay thế cho gelatin vì chitosan có tính tương thích sinh học và phân hủy sinh học và có thể thay đổi cấu trúc như một polyme thông minh để đáp ứng sự thay đổi pH ở môi trường axit. Trong công trình này, chitosan được chế tạo dưới dạng cấu trúc nang hydrogel để bảo vệ niosome-curcumin (curcumin trong chất mang kích thước nano) khỏi môi trường axit thấp của dạ dày, giúp cho niosome-curcumin đến được ruột non. Nang chitosan hydrogel được tạo ra bằng phương pháp gel hóa dung dịch chitosan nhờ chất hoạt động bề mặt sodium dodecyl sulfate (SDS), sau đó loại bỏ SDS để tạo nang chitosan hydrogel tương thích sinh học. Kết quả này được khẳng định bằng phương pháp phân tích phổ hồng ngoại chuyển đổi chuỗi Fourier (FTIR). Nang chitosan hydrogel tương đối đồng đều với đường kính ngoài khoảng 3 mm, khối lượng trung bình khoảng 10 mg/hạt. Quá trình hấp thụ và giải phóng dược chất được nghiên cứu bằng phương pháp phổ huỳnh quang vì curcumin là chất huỳnh quang. Mười nang chitosan hydrogel hấp thụ được 4,67 mg niosome-curcumin (tương đương với 30 microgram curcumin). Nang chitosan hydrogel bảo vệ niosome-curcumin tại pH 1,5 và giải phóng được khoảng 5% curcumin ở giá trị pH 1,5 sau hai giờ.
Từ khóa: Chất mang nano, curcumin, chitosan, hydrogel, niosome, phân phối dược chất. 
MỞ ĐẦU
Curcumin là một hoạt chất có tác dụng sinh học chính của củ nghệ như chống ung thư, chống oxy hóa, kháng viêm, kháng khuẩn,... Tuy nhiên, curcumin không tan trong nước, dễ bị phân hủy bởi các enzyme, dung dịch kiềm, ánh sáng làm cho hoạt tính của nó thấp (Smith et al, 2015). Một số nhóm nghiên cứu đã chế tạo được niosome - một loại chất mang nano (nanocarrier) để mang dược chất curcumin. Niosome là một dạng tiểu phân nano có cấu trúc dạng túi với lớp vỏ là màng kép chất hoạt động bề mặt không mang điện và nhân bên trong là một khoang chứa nước. Đây là dạng cấu trúc có tiềm năng trong các ứng dụng về phân phối thuốc (Xu et al., 2016). Đóng gói cucurmin bằng niosome giúp cải thiện khả năng phân tán lên 1300 lần (Hien et al, 2017), có thể hạn chế tác động của môi trường bên ngoài lên cucurmin và giúp curcumin hấp thụ tốt hơn qua da hoặc qua ruột non, do đó tăng tính sinh khả dụng của cucurmin. Tuy nhiên, niosome khá nhạy với các dung dịch đệm có pH khác nhau đặc biệt là với pH thấp, cho nên nếu sử dụng niosome-curcumin (NC) theo đường uống thì cần bảo vệ các tiểu phân này khỏi tác dụng của axit tại dạ dày (pH 1,5 đến pH 4) trong khoảng thời gian 2-3 giờ để niosome-curcumin có thể đến được ruột non và hấp thụ tại ruột non trong khoảng thời gian 3-4 giờ (Capuano et al, 2017). 
Trong những năm gần đây, hydrogel đang là loại vật liệu được ứng dụng trong rất nhiều lĩnh vực như y dược, nông nghiệp, môi trường do những tính chất ưu việt của nó như tính trương nở, tương thích sinh học và phân hủy sinh học (Qinyuan et al., 2017). Chitosan là một dẫn xuất quan trọng của chitin, một polymer thiên nhiên có nhiều trong khung xương của các loài động vật giác xáp. Chitosan đang được nghiên cứu làm vỏ bao nang thuốc để thay thế cho gelatin do nó có tính tương thích sinh học và phân hủy sinh học tốt (Alami et al, 2016), đồng thời là một polyme thông minh vì nó có thể thay đổi cấu trúc đáp ứng sự thay đổi pH ở môi trường axit (Yang et al, 2016). Tạo chitosan dưới dạng cấu trúc mạng không gian là chitosan hydrogel sẽ tạo ra một dạng vật liệu mang tất cả những tính chất đặc biệt của cả hydrogel và chitosan để ứng dụng trong nhiều lĩnh vực. Mục đích công trình này là nghiên cứu chế tạo nang chitosan hydrogel tương thích sinh học và có khả năng hấp thụ tốt NC, bảo vệ được NC khỏi pH thấp ở dạ dạy trong thời gian khoảng 3-4 giờ và giải phóng được NC với hiệu suất cao. 
NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

Nguyên liệu 

Chitosan, monosodium phosphate and disodium phosphate được mua từ Biobasic (Canađa), SDS được mua từ Sigma (Mỹ), NaOH và HCl được mua từ AR (Trung Quốc), Niosome-curcumin được chế tạo tại phòng thí nghiệm trọng điểm Công nghệ Micro và Nano, Trường đại học Công nghệ, Đại học Quốc gia Hà Nội.  

Phương pháp 

Tổng hợp nang chitosan hydrogel

Chuẩn bị dung dịch chitosan nồng độ 7 mg/ml trong dung dịch axit acetic 1,4%. Nhỏ từ từ 4 ml dung dịch chitosan vào 20 ml dung dịch SDS với các nồng độ khác nhau (5 mg/ml,  8 mg/ml, 10 mg/ml và 15 mg/ml) trong điều kiện lắc 320 rpm. Sau một giờ lọc và thu lại các hạt hydrogel bằng sàng lọc với kích thước lỗ 0,5 mm, rửa sạch bằng nước cất được các nang chitosan hydrogel chứa SDS ký hiệu là CS5, CS8, CS10, CS15 tương ứng với các nồng độ SDS nêu trên. SDS được loại ra khỏi cấu trúc nang chitosan hydrogel bằng dung dịch NaOH với các nồng độ khác nhau (từ 0.02M đến 1M) ở điều kiện lắc 320 rpm. Sau một giờ lọc và thu lại các hạt hydrogel bằng sàng lọc với kích thước lỗ 0,5 mm, rửa sạch bằng nước cất được các nang chitosan hydrogel không chứa SDS ký hiệu là CC5, CC8, CC10, CC15.  

Các phương pháp phân tích

Nang chitosan hydrogel trước và sau khi loại bỏ SDS được phân tích bằng phương pháp phổ hồng ngoại biến đổi chuỗi fourier (FTIR). Hình thái học của các nang chitosan hydrogel và niosome-curcumin được chụp bằng kính hiển vi điện tử quét (SEM). Nồng độ niosome-curcumin trong dung dịch được xác định dựa vào cường độ huỳnh quang tương đối tại bước sóng 491 nm bằng quang phổ kế huỳnh quang Thermo Scientific Nanodrop 3000 (Hien et al, 2017).
Khảo sát sự hấp thụ niosome-curcumin vào nang chitosan hydrogel
Cho 10 nang chitosan hydrogel CC5 (tương đương với 100 mg) vào 1 ml hỗn dịch niosome-curcumin với các nồng độ từ 1.54 mg/ml đến 15.4 mg/ml và để ở điệu kiện thiếu ánh sáng trong một khoảng thời gian xác định. Lượng curcumin hấp thụ vào nang chitosan hydrogel CC5 đươc tính theo công thức: [image: image2.png]


= [image: image4.png]


 (1), trong đó [image: image6.png]


 là huỳnh quang của hỗn dịch NC sau khi cho nang chitosan hydrogel CC5 tại thời điểm t,  [image: image8.png]


 là huỳnh quang của hỗn dịch NC đối chứng không có nang chitosan hydrogel CC5 tại thời điểm t và [image: image10.png]


 là huỳnh quang của hỗn dịch NC tại thời điểm ban đầu. 
Khảo sát sự giải phóng curcumin

Giải phóng curcumin từ niosome: Bổ sung dung dịch đệm photphate với các pH khác nhau (pH 1,5 và pH 7,4) vào hỗn dịch NC và để ở nhiệt độ 37[image: image12.png]


 và khảo sát huỳnh quang của hỗn dịch theo thời gian. 
Khối lượng curcumin giải phóng khỏi NC được tính theo công thức: [image: image14.png]
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 với [image: image18.png]


 là huỳnh quang của hỗn dịch NC tại thời điểm bắt đầu khảo sát, [image: image20.png]


 là huỳnh quang của hỗn dịch NC tại thời điểm t, [image: image22.png]m, = 0,1 mg



 là khối lượng curcumin trong hỗn dịch NC. 
Giải phóng curcumin từ nang chitosan hydrogel: Lần lượt cho nang chitosan đã hấp thụ NC (gọi tắt là CC-NC) vào 100 [image: image24.png]


 dung dịch đệm phosphate ở pH 1,5 và pH 7,4, đặt ở 37[image: image26.png]


 và khảo sát huỳnh quang của dung dịch đệm theo thời gian. Ly tâm mẫu CC-NC trong đệm pH 1.5 để tủa gel và thu lại phần dung dịch. Cô dung dịch bằng máy ly tâm chân không, sau đó thêm ethanol 96% và rung siêu âm trong 10 phút để phá vỡ toàn bộ niosome để đo huỳnh quang curcumin tự do trong ethanol. 
Khối lượng curcumin giải phóng khỏi nang chitosan hydrogel được tính bằng công thức: [image: image28.png]


 = C.V, với C nồng độ curcumin trong dung dịch sau khi rung siêu âm, C được tính dựa theo phương trình đường chuẩn của curcumin trong ethanol (Hien et al, 2017) và V = 0,1 ml là thể tích của dung dịch sau khi rung siêu âm. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

Tổng hợp nang chitosan hydrogel 

Nang chitosan hydrogel SDS (sodium dodecyl sulphate) được tạo ra bằng nhỏ dung dịch chitosan vào các dung dịch chất hoạt động bề mặt SDS với các nồng độ khác nhau. Kết quả cho thấy với các nồng độ SDS từ 5 mg/ml đến 15 mg/ml, các nang chitosan hydrogel được hình thành với với cấu trúc dạng cầu rỗng, bên trong là một khoang chứa nước, kích thước tương đối đồng đều khoảng 3 mm, có màu trắng đục (hình 1.a). Các nang chitosan hydrogel thu được tương ứng với các nồng độ SDS 5mg/ml, 8mg/ml, 10mg/ml, 15mg/ml được đặt tên là CS5, CS8, CS10 và CS15. Nang SC 5 có bề mặt tương đối phẳng, trong khi các nang CS8, CS10, CS15 hình thành trong dung dịch với nồng độ SDS cao hơn thì có bề mặt nhăn nheo. Điều này có thể giải thích do ở nồng độ SDS cao hơn, các liên kết khâu mạng được tạo nên bởi SDS sẽ có mật độ dầy hơn vì thế độ trương nở sẽ giảm đi.
Chất hoạt động bề mặt SDS được loại bỏ khỏi nang chitosan hydrogel CS bằng dung dịch NaOH theo phương trình phản ứng sau: Chitosan-NH3+SDS-   + NaOH ( Chitosan-NH2 + SDS-Na +H2O. 
Kết quả là các nang chitosan hydrogel CS chuyển từ trắng đục sang trong suốt, nhưng vẫn giữ nguyên hình thái học và kích thước (hình 1. b, c). Các nang chitosan hydrogel CS sau khi loại bỏ SDS được gọi là nang chitosan hydrogel (kí hiệu là CC tương ứng). Khối lượng trung bình của các nang chitosan hydrogel là khoảng 10 mg/nang. Vì để tạo ra nang chitosan CC5 cần sử dụng ít SDS nhất (và ít NaOH), đồng thời nang tạo ra có bề mặt tương đối phẳng nên sau đây sẽ lựa chọn CC5 để nghiên cứu.
Phổ FTIR cho thấy có sự thay đổi rõ rệt của các đỉnh hấp thụ giữa hai mẫu trước (CS5) và sau khi (CC5) được xử lý bằng dung dịch NaOH để loại bỏ SDS ra khỏi nang chitosan hydrogel SDS (hình 2). Theo đó, ở mẫu nang chitosan hydrogel CS5 ban đầu có các đỉnh đặc trưng cho dao động S-O (819 cm-1 và 1462 cm-1), đỉnh đặc trưng cho dao động S=O (1215 cm-1) của chất hoạt động bề mặt SDS (Rommel et al., 2012). Phổ hồng ngoại của mẫu nang chitosan hydrogel  sau khi xử lý bằng dung dịch NaOH (CC5) không xuất hiện cả ba đỉnh này, chứng tỏ SDS đã được loại bỏ hoàn toàn ra khỏi cấu trúc nang chitosan hydrogel.
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	Hình 1. Các hạt chitosan hydrogel trước (a) và sau (b) khi loại bỏ SDS. c. Nang chitosan hydrogel CC5 
	Hình 2. Phổ FTIR của nang chitosan hydrogel trước (CS5) và sau khi (CC5) loại SDS  


Nang chitosan hydrogel hấp thụ niosome curcumin

Niosome curcumin (NC) là curcumin được đóng gói bằng niosome (một loại chất mang nano) giúp cải thiện độ tan, hạn chế tác động của môi trường bên ngoài lên cucurmin, do đó tăng tính sinh khả dụng của cucurmin. NC đã được nhóm tác giả tổng hợp với kích thước tiểu phân trung bình khoảng 50 nm với nồng độ curcumin là 15,4±0.1 mg/ml (Hien et al., 2017).

Hỗn dịch NC chứa hỗn hợp curcumin tự do và curcumin đóng gói trong niosome được cho hấp thụ vào các nang chitosan hydrogel. Các nang này hấp thụ NC và curcumin từ hỗn dịch NC và chuyển từ trong suốt sang màu vàng cam (hình 3.a,b). Ảnh chụp SEM cho thấy các nang chitosan hydrogel sấy khô có kích thước giảm còn khoảng 1-2 mm với bề mặt nhăn nheo (Hình 4 a,c). Các hạt niosome-curcumin được hấp thụ vào trong và hấp phụ trên bề mặt của các nang này (b,d).
Do curcumin phát huỳnh quang dưới ánh sáng tử ngoại nên phổ huỳnh quang được sử dụng để khảo sát lượng curcumin trong các mẫu thí nghiệm. Sau khi cho các nang chitosan hydrogel vào hỗn dịch NC, huỳnh quang của hỗn dịch này giảm xuống so với huỳnh quang ban đầu do một phần curcumin và NC đã được hấp thụ vào các nang (Hình 3.c). Khảo sát khả năng các nang chitosan hydrogel CC5 hấp thụ NC theo thời gian và theo nồng độ NC cho thấy các nhận xét sau: Thứ nhất, nồng độ NC càng lớn thì thời gian để nang chitosan hấp thụ bão hòa NC càng lớn (Hình 5) . Cụ thể, thời gian đạt bão hòa là 2h,15h, 23h và 48h với các nồng độ NC tương ứng là 1,54 mg/ml, 3,08 mg/ml, 7,7 mg/ml và 15,4 mg/ml). Thứ hai, nồng độ NC càng lớn thì lượng curcumin hấp thụ tối đa vào nang chitosan hydrogel CC5 càng lớn. Cụ thể, khối lượng NC hấp thụ tối đa vào 10 nang chitosan hydrogel CC5 là 1,34±0,01 mg, 2,31±0,05 mg, 4,15±0,01 mg, 4,67±0,01 mg với các nồng độ NC tương ứng nêu ở trên. Như vậy, 10 nang chitosan hydrogel CC5 (tương đương với khoảng 100 mg) có thể hấp thụ tối đa khoảng 4,67 mg NC khi nồng độ hỗn dịch NC là 15.4 mg/ml sau 48 giờ, đạt hiệu suất khoảng 30±1%.
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	Hình 3. Nang chitosan hydrogel CC5 trước và sau khi hấp thụ niosome curcumin dưới ánh sáng trắng (a) và dưới ánh sáng tử ngoại 365nm (b). c. Phổ huỳnh quang của hỗn dịch niosome curcumin trước và sau khi cho các nang chitosan hydrogel vào hỗn dịch. 
	Hình 4. Hình ảnh SEM nang chitosan hydrogel CC5 trước (a,c) và sau (b,d) khi hấp thụ niosome curcumin. 
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	Hình 5. a. Đồ thị khảo sát khả năng hấp thụ NC của nang chitosan hydrogel CC5 theo thời gian và nồng độ hỗn dịch NC. b. Thời gian nang chitosan hydrogel CC5 hấp thụ bão hòa NC và khối lượng curcumin hấp thụ tối đa vào NC. 


Nang chitosan hydrogel mang niosome-curcumin giải phóng curcumin 

Curcumin là chất huỳnh quang, nên cũng như các chất huỳnh quang khác, phổ huỳnh quang của nó bị ảnh hưởng khá nhiều bởi môi trường xung quanh. Cụ thể là khi giảm độ phân cực của các chất bao quanh, cường độ huỳnh quang sẽ tăng lên rõ rệt (Dai et al. 2017). Trong công trình này, sau khi được đóng gói trong niosome (được tạo bởi tá dược là chất hoạt động bề mặt không mang điện span 80 và cholesterol) huỳnh quang của curcumin tăng lên khoảng 2-3 lần so với huỳnh quang của curcumin ở trạng thái tự do (Hien et al, 2017). Do đó, khi curcumin được giải phóng ra khỏi niosome dưới dạng curcumin tự do thì huỳnh quang của hỗn dịch sẽ giảm đi. Vì vậy, dựa vào độ giảm huỳnh quang của hỗn dịch có thể đánh giá được tỉ lệ curcumin được giải phóng ra khỏi niosome. 
Vì định hướng ứng dụng curcumin theo đường uống nên quá trình giải phóng curcumin từ niosome và từ nang chitosan hydrogel được nghiên cứu ở điều kiện 37°C trong đệm phosphate với hai giá trị pH 7,4 (pH trong khoang miệng) và pH 1,5 (pH dạ dày). Kết quả đo huỳnh quang hỗn dịch NC cho thấy, tại pH 1,5 niosome bị phá vỡ nhanh chóng giải phóng 95% curcumin. Tại pH 7,4 khoảng 50% curcumin được giải phóng trong 2 giờ ra khỏi niosome  (Hình 6). Kết quả này cho thấy nếu curcumin chỉ được đóng gói bằng niosome để tạo nanocurcumin tăng độ tan và độ thấm thì curcumin sẽ nhanh chóng bị giải phóng ra khỏi niosome ngay cả tại pH 7,4 (tại miệng) và nhanh hơn tại pH 1,5 (tại dạ dày). 
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	Hình 6. Huỳnh quang của hỗn dịch NC theo thời gian trong đệm phosphate pH 7,4 và pH 1,5 
	Hình 7. Huỳnh quang NC và curcumin giải phóng ra từ nang chitosan hydrogel CC5 trong đệm phosphate pH 1,5 và pH 7,4 


Trong khi đó, niosome-curcumin trong nang chitosan hydrogel, tại pH 7,4 curcumin gần như không giải phóng ra từ các nang này (huỳnh quang của dung dịch không thay đổi và giá trị này xấp xỉ bằng không) (hình 7). Kết quả này cho thấy khả năng bảo vệ curcumin của chitosan khá tốt tại pH 7,4. Tại pH 1,5, các nang chitosan bị phá vỡ ngay sau khi tiếp xúc với dung dịch đệm phosphate. Tuy nhiên, curcumin được giải phóng ra theo ba giai đoạn: từ 0 đến  phút thứ 70 curcumin được giải phóng ra không đáng kể. Từ  phút 70 đến  phút thứ 120, 5% curcumin được giải phóng ra và sau đó giữ gần như không đổi. Kết quả này cho thấy, niosome-curcumin phân bố chủ yếu trong lớp vỏ nang chitosan hydrogel, chứ không phải ở trong lõi của nang, cho nên khi nang bị phá vỡ bằng axit (sau 1 phút), curcumin không giải phóng ra đột biến, mà phải sau 70 phút curcumin mới giải phóng ra từ các mảnh chitosan hydrogel với vận tốc lớn hơn. Tính chất mong muốn đạt được của nang chitosan hydrogel là bảo vệ được NC trong thời gian khoảng 3-4 giờ (khi thuốc ở trong dạ dày) và sẽ giải phóng NC với hiệu suất lớn sau thời gian này để NC được chuyển tới ruột non. Hiện nay, nang chitosan hydrogel đã bảo vệ được thuốc trong khoảng thời gian mong muốn, nhưng hiệu suất curcumin được giải phóng ra thấp. Nguyên nhân có thể do cấu trúc vỏ nang chitosan hydrogel quá bền và khít, làm cho các tiểu phân niosome-curcumin khó thoát được ra ngoài. Do đó, để tăng hiệu suất giải phóng curcumin có thể cần tối ưu tỉ lệ chitosan với SDS và giảm nồng độ NaOH để số lượng các mối khâu nối bằng lực tĩnh điện giữa các ion để tăng độ lỏng lẻo và độ rỗng của vỏ nang chitosan hydrogel có thể sẽ giúp cho niosome curcumin được hấp thụ vào nang chitosan hydrogel tốt hơn và giải phóng ra khỏi các nang này với hiệu suất cao hơn.

KẾT LUẬN

Nang chitosan hydrogel được tạo ra đã bảo vệ được niosome-curcumin khỏi tác dụng của môi trường axit thấp pH 1,5 tại dạ dày trong thời gian 70 phút để niosome-curcumin có thể đến được ruột non nhằm tăng hiệu suất hấp thụ của curcumin. Tuy nhiên, curcumin giải phóng ra khỏi chitosan với hiệu suất thấp (chỉ khoảng 5 %) sau thời gian 2 giờ, nên tiếp theo cần tối ưu cấu trúc chitosan hydrogel để tăng hiệu suất giải phóng thuốc sau 3h tại pH dạ dày. 
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STUDY ON SYNTHESIS OF CHITOSAN HYDROGEL CAPSULES FOR NANOCURCUMIN ENCAPSULATION

Le Thi Hien, Nguyen Thi Yen 
Department of Nanobiotechnology, Faculty of Engineering Physics and Nanotechnology, University of Engineering and Technology, Vietnam National  University, Hanoi. 144 Xuan Thuy Str. - Cau Giay - Ha Noi

SUMMARY
Chitosan is investigated for drug capsule shell application as an alternative replacement gelatin because it is biocompatible, biodegradable and it can change the structure responding to the change of acidic pH like a smart polymer. In this work, chitosan hydrogel capsules were synthesized in order to protect niosome-curcumin (curcumin in a nanocarier) from low acid environment of the stomach, that would help niosome-curcumin to reach the small intestine. Chitosan hydrogel capsules were prapared by gelation of chitosan solutions by sodium dodecyl sulfate (SDS) surfactant, followed by removal of SDS to form biocompatible chitosan hydrogel capsules. This result was confirmed by the Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). Chitosan hydrogel capsules are relatively uniform with an outer diameter of about 3 mm and an average weight of 10 miligrams per capsule. Drug absorption and release were investigated by fluorescence spectroscopy since curcumin is a fluorophore. Ten chitosan hydrogel capsules have absorbed 4.67 mg of niosome-curcumin (equivalent to 30 micrograms of curcumin). Chitosan hydrogel capsules have protected niosome-curcumin at pH 1.5 and released about 5% of curcumin.

Keywords: Chitosan, hydrogel, curcumin, drug delivery, nanocarrier, niosome.
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