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TOM TAT

Nghién ciru ndy duoc tién hanh dé t6i wu cac diéu kién anh huong dén quy trinh tao hat nano chitosan (nanoCs)
tir chitosan cua nhong rudi linh den bang phuong phéap bé mat dap tmg (RSM). Dong thoi, danh gia cac dac tinh
ly héa va khang khuan cua hat nanoCS ddi véi vi khuan Streptococcus agalactiae gay bénh trén ca ro phi. Két
quéa cta nghién ciru da dua ra duoc céc diéu kién t6i wu tao hat nanoCS theo phuong phép tao gel ion giita CS va
TPP bao gom ndng d6 CS 0,625 mg/mL; ndng d6 TPP 1a 0,3 mg/mL; pH 4 va toc d6 khuay 500 rpm. Céc hat
nanoCS c¢6 kich thudc trung binh 1a 179,11 nm. Hinh dang hat nanoCS c6 dang hinh cau, kich thudc tuong ddi
ddng déu. Hat nanoCS khdng thé hién tinh khang ddi véi vi khuan S. agalactiae, diéu nay c6 18 lién quan dén
tinh 6n dinh cua hat trong dung dich.

Tir khoa: Chitosan, hat nano chitosan, phuong phap bé mat dap tng, phuong phép tao gel, rudi linh den.

MO DAU

Hién nay, cac nha khoa hoc trén thé gi¢i dang cé xu hwéng nghién ctru cac chét c6 hoat tinh sinh hoc c6 nguén
gbc tw nhién va tlr d6 cai bién dé tao ra cac chat mai c6 hoat tinh dwoc nang cao, trong dé c6 chitosan (CS). CS
la moét hop chat deacetyl hoa tiv chitin, mot polymer tw nhién dwoc tao thanh tlr cac don phan N-acetyl
glucosamine, hién dién trong vé cla cac loai giap xac, con tring va trong vach cla té bao ndm. CS cé nhiéu &ng
dung do dac tinh khang khuén, khang viém, khang oxi hoa, giam cholesterol, giam huyét ap. CS c6 ngudn gbc tw
nhién va khéng gay ddc hai, ngay cang dwoc wa chudng va (rng dung rong rai trong cac linh vwec nhw cdng nghé
thwe pham, .cong nghiép gidy, my pham, linh vwc ndng nghiép, linh vc xa Iy nwaoc thai,...(Triunfo et al., 2022).
Au trung rudi linh den (RLD), Hermetia illucens, dwoc (ng dung trong viéc xt ly chat thal hiru co, san xuét cac
san pham cé gia tri cao nhw proteln dau, phan bén hiru co. Trong nhitng ndm gan viéc nubi rudi linh den nhan
dwoc sy quan tam va mé rong clia cac doanh nghiép va ho gia dinh. V6 la vat liéu dwoc thai ra trong qua trinh
san xuét Au trung RLD va dwoc xem 1a ngudn vat liéu rat phi hop dé san xuét ra CS.

DPé tang cwdng va mé rong hon nira tiém nang ng dung cta CS trong cdng nghé sinh hoc va héa hoc, céng
nghé ché tao hat nanochitosan (nanoCS) dang & hwéng nghién ctvu dwec nhiéu nhém nghién ctvu quan tam. Do
c6 kich thwéc siéu nhd nén hat nanochitosan dé& dang di qua mang té bao, anh hudng dén cac qua trinh sinh héa
cla vi sinh vat va &c ché kha ndng phat trién cla vi sinh vat. Trong nhitng ndm gan day, nhidu cong trinh nghién
clru da cho théy vai trd dac biét quan trong cla vat liéu hat nanoCS trong linh virc y dwgc va ndng nghiép nhw s
dung lam chét mang, giai phéng thuéc cé kiém soéat va nang cao tinh 6n dinh cla thudc (Chauhan et al., 2017),
(Gonzélez-Reza et al., 2021). Ngoai ra, cac hat nanoCS co6 kich thwéc nano con duoc (rng dung trong liéu phap
gen (Gaspar et al., 2011). Trong linh vic ndng nghiép, nanoCS da dwoc st dung lam chat bao géi cho cac hop
chét thuc vat c6 hoat tinh sinh hoc va héa chat néng nghiép bang cac céng nghé khac nhau, chang han nhw say
phun va nhil twong nano, dé ting cudng hoat d6 khang khuan (Muijtaba et al., 2020). Hat nanoCS trén vat liéu co
ban 1a CS cé th& ché tao bang phuong phap tao gel ion v&i tAc nhan tao lién két ngang & sodium
tripolyphosphate (TPP). So véi nhitng chét tao lien két ngang héa hoc khac nhw glutaraldehyde, glyoxal, 2,2-
dimethoxy phenylacetophenone,... TPP & chét khdng cé ddc tinh; ngoai ra né con 1a mét mudi dé tan, kich thwéc nhd.

Muc tiéu cGia nghién ciru nay la xac dinh cac diéu kién ti wu dé ché tao hat nanoCS tir CS clia vé nhong RLD va
danh gia céc tinh chat ly héa va hoat tinh khang khuan cta hat nanoCS.

NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP

Vat liéu

Nghién ctru dwoc thwe hién tir thang 3 dén thang 11 nam 2023 tai Vién Nghién ctru Cong Nghé Sinh hoc va Mbi
trwdng (RIBE), Trwdng Pai hoc Nong Lam Thanh phd H6 Chi Minh (NLU). Vé nhéng RLD dwgc thu nhan tr khu
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thie nghiém Black Soldier Fly Project RIBE - CJ KOREA, RIBE. CS dwoc tdng hop theo phwong phap héa hoc
theo quy trinh cla RIBE. Vi khuan Streptococcus agalactiae dwoc cung cap b&i phong thi nghiém Bénh hoc Thay
San, Khoa Thay San, NLU.

Phwong phap nghién ciru
Khao sdt cdc diéu kién téi wu tao hat kich thwét nano

Phuong phap ph0| hop c6 tam (central composite design - CCD) dwoc lwa chon dé& wéc tinh tac déng cla céac
yéu t6 dau vao dbi voi ham muc tiéu va danh gia két qua thwe nghiém. Bén yeu t6 dwoc lwa chon la néng d6 CS
(X1, 0,35-0,9 mg/mL), néng d6 TPP (X», 0,3-0,8 mg/mL), pH (Xs, 4—6) va téc dd khudy (X4, 500-1500 rpm) voi
ham muc tiéu 1a kich thwéc hat nanoCS (nm) nhé nhat bing cach st dung quy hoach tryc giao dbi xtng, moi yéu
td tién hanh tai 3 miec (-1, 0, +1). Sb thi nghiém dwoc thwe hién [a N = 2k(k — 1) + Co (N = 29, k = 4) gbm 24 thi
nghiém thira s va 5 thi nghiém & tam dwoc trinh bay cu thé tai Bang 1. Ham muc tiéu 1a kich thwéc hat nanoCS
(nm), kich thwéc cang nhé cang tbt.

Téng hop hat nano chitosan bdng phwong phép tao gel ion

Céc hat nanoCS duoc diéu ché theo phwong phap tao gel ion (Tang et al., 2006). CS dwoc hda hoa tan trong
dung dich acid acetic 2,0% (v/v). Sau d6, 20 mL dung dich TPP dwgc nho giot ttr ttr vao 40 mL dung dich CS da
diéu chinh pH trong khoang thwe nghiém va tién hanh khudy theo cac tbc d6 trong Bang 1. Dung dich xuét hién
huy&n phu mau trng duc.

Bang 1. Bang ma tran thwc nghiém va két qua kich thwéc hat nanoCS

Nghiém thirc "(';;‘?ngfmi? N(‘;’('Z‘f’n?g%f)" 8(':) Téfxf?r'gr:‘)'éy Kich thwée hat (nm)
1 0,625 0,55 6 1500 354,8
2 0,900 0,55 4 1000 190,6
3 0,625 0,55 6 500 556,6
4 0,900 0,30 5 1000 243,9
5 0,900 0,55 6 1000 472,2
6 0,625 0,55 5 1000 448
7 0,625 0,80 5 500 -

8 0,625 0,30 5 500 2423
9 0,625 0,80 6 1000 -
10 0,900 0,55 5 500 207,6
11 0,625 0,30 5 1500 1747
12 0,350 0,55 5 500 -
13 0,350 0,55 4 1000 -
14 0,350 0,55 6 1000 -
15 0,625 0,55 5 1000 3437
16 0,350 0,55 5 1500 -
17 0,625 0,55 4 500 1728
18 0,625 0,55 5 1000 4137
19 0,625 0,80 4 1000 -
20 0,625 0,80 5 1500 -
21 0,350 0,30 5 1000 208
22 0,900 0,80 5 1000 10137
23 0,625 0,30 4 1000 -
24 0,625 0,55 4 1500 702,5
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25 0,625 0,55 5 1000 325,9
26 0,350 0,80 5 1000 -

27 0,900 0,55 5 1500 229,3
28 0,625 0,55 5 1000 474,3
29 0,625 0,30 6 1000 483,4

- kich thuére vurpt qué dai do kich cé hat cta may (> 10 um).
Dac tinh ly héa caa hat nano chitosan

Xac dinh hinh dang hat nanoCS béng cach st dung kinh hién vi dién t&r quét FESEM Hitachi SU — 8010 tai Vién
Cong nghé Nano, Pai hoc Qudc gia TP. H6 Chi Minh. Bwong kinh hat va d6 phan tan clia hat dwgc do bang may
phan tich kich thwéc hat DLS Horiba SZ — 100V2 tai Trung tdm Phan tich Quéc té, Trudng Dai hoc Céng
Thwong TP. H6 Chi Minh.

Hoat tinh khdng khuéan cuda hat nano chitosan

Hoat tinh khang khuan cta hat nanoCS dwoc danh gia bang phwong phap khuéch tan trong moi trudong thach
Cay trang VI khuan S. agalactiae trén b& mat méi trweng thach TSA (350 uL dich vi khuan & ndng do 10° (gan
bang 5 x 10° CFU/mL), sau do dia thach dwgc dé kho 15 phat. Tién hanh duc cac 16 dwong kinh 6 mm, st dung
40 pL dich th» cho moi 16. D6 ching duo’ng duwoc sv dung la Penicillin, dbi chirng am 1a acid acetic 2%. U dia
thach trong tu dm & 35-37°C. Boc két qua sau 24 gio. MA&u thir c6 tac déng khang khuén cho vong tre ché xung
quanh giéng chira mau thir. Kich thuwéc - vong khang khudn=D -6 (D Ia du’crng kinh vong khang khuan, don vi mm).
Dwa vao dwédng kinh vong vo khudn dé xac dinh kha nang khang khuan clia cac dung dich (Faikoh et al., 2014).

X ly s liéu

Phan mém Design Expert (Version 11.0.4.0, Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA) dwoc ding dé xtr ly cac sb liéu
thwe nghiém va phéan tich cac hé s6 hoi quy, bé& mat dap trng va tdi wu héa voi _thuét toan ham mong doi. Phan
tich phwong sai ANOVA mot yéu té dugc sty dung dé& so sanh sy khac nhau vé& dwéng kinh vong khang khuan
v6i phép thtr LSD la kiém dinh so sanh dbi chiéu. Mic y nghia o < 0,05. Sé liéu duwoc xir ly badng phdn mém
SPSS 16.0.

KET QUA VA THAO LUAN

T6i wu héa cac diéu kién ché tao nano chitosan

Sau khi tién hanh cac thi nghiém, kich thwéc hat ciia hat nanoCS dugc thé hién trong Bang 1. Két qua cho thay
kich thwéc hat dao dong trong khodng 172,8 nm dén 1013,7 nm.

Anh huéng cta bén yéu t6 1a ndng do CS (X1), ndng d6 TPP (Xz), pH (Xs) va téc d6 khudy (Xs) cling nhu sy
twong tac gitra cac yéu t6 dén ham muc tiéu (kich thwéc hat nanoCS) dworc tien hanh xay dwng bédi ham hoi qui
bac 2 cho ham muc tiéu (Y) nhw sau:

Y = 401,12 — 132,73X; + 535,58X, + 9,03X3 + 81,98X4 — 150,67X1X» + 131,78X1X3 — 71,13X1X4 — 152,92X,X5 +
115,78XoX4 — 182,88X3X4 — 16,25X,2 + 376,65X,° +79,25X5 - 33,70X4°

Bang 2. Két qua phan tich ANOVA anh hwéng cua cac yéu té dén kich thwéc hat

Yéu té Téng binh phwong Do tw do Trung binh F-value  p-value Ghi cha
binh phwong
M6 hinh 7.99E+08 14 57086,02 13,70 0,0108 Coy nghia
X1-Ndéng dd6 CS 10066,24 1 10066,24 2,42 0,1951
X2-Néng dé TPP 1.64E+08 1 1.64E+08 39,34 0,0033
Xs-pH 325,80 1 325,80 0,0782 0,7936
X4-Téc d6 khuéy 26879,60 1 26879,60 6,45 0,0640
X1 X2 10090,20 1 10090,20 2,42 0,1947
X1 X3 23152,87 1 23152,87 5,56 0,0779
X1X4 6745,02 1 6745,02 1,62 0,2722
XoX3 8504,02 1 8504,02 2,04 0,2263
XoXa 17871,80 1 17871,80 4,29 0,1071
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X3Xa 1.34E+08 1 1.34E+08 32,11 0,0048
X12 193,75 1 193,75 0,0465 0,8398
X22 1.65E+08 1 1.65E+08 39,48 0,0033
X32 17326,78 1 17326,78 4,16 0,1110
X42 3132,47 1 3132,47 0,7518 0,4348
Sai sé thuan 16666,41 4 4166,60

Téng twong quan 8.16E+08 18

R? 0,9796

R? hiéu chinh 0,9081

Do chinh xac phu hop (Adeq Precision) 14,6617

Gia tri F cia mo hinh 1a 13,7 v&i p = 0,0108 (p < 0,05) (Bang 2) cho
thdy cac hé sb hdi quy cé nghia. M6 hinh c6 y nghia théng ké véi a6
tin cay la 95% va Adeq Precision la 14,662 |&n hon so véi 4, cho
thdy mé hinh da d6 chinh xac. Céc gia tri p < 0,05 cho thay cac bién
riéng 1& hoac twong tac cta mo hinh cé y nghia. Do d6, Xz, X3Xa4 va
X22 la céc bién c6 y nghia va cé anh hwéng nhiéu hon nhitng bién
con lai.

Hé s6 cla X1, X1Xo, X1X4, X2X3 va XsX4 clia phwong trinh hoi quy
mang dau (-) néi lén méi quan hé nghlch bién gitra cac bién va ham
muc tiéu Y. Ddng thdi cac hé sb clia Xo, X3 va X4 mang dau (+) cho
thay trong vung quy hoach, ham muc tiéu Y ty 1é thuan v&i cac yéu
t& ndng d& TPP, pH dung dich va tbéc d6 khudy. Mot sé nghién clru
ciing ghi nhan Két qua kich thwéc hat nanoCS nhé hon & pH thap
(Mattu et al., 2013; Gokce et al., 2014) vi chudi chitosan dwoc kéo
dai hon & d6 pH thap hon do sy proton héa ctia cac nhém amino.
Néu gir c6 dinh ty I1& khéi lvong CS/TPP = 4:1, Liu va Gao (2009)
nhan thay khi tang nong dé CS thi kich thwédc hat tang; trai lai tang L a g g a .
ndng dd TPP thi kich thudc hat lai gidm. Tuong tuw, theo Gokce va U2 PON Yeu to nong dé chitosan (Xa),
ddng tac gia (2014) ty 1& khéi lwong CS/TPP c6 anh huwdng quan ~ "ONg 9 TPP (X2), pH (Xs) va toc dd khuay
trong 1én kich thwdc hat nanoCS. Hat nanoCS c6 thé thu nhan (X4) dén kich thwéc hat nano chitosan
duwoc & tt ca ty 18 CS/TPP tir 3:1 dén 7:1, nhung cac hat min nhét

la & ty 1& 5:1. Didu nay 1a hop li vi trong phan trng tao gel ion TPP 1a thanh phan chinh tao lién két ngang. O néng
dd TPP cao hon thi mic dd lién két ngang ctia cac hat nanoCS ciing cao hon.

Hinh 1. D4 thi 3D biéu dién sw anh hwéng

Kiém dinh gia tri t6i wu va thwc nghiém

Dwa vao két qua phan tich thdng k&, mé hinh da dwa ra dwoc diéu kién t6i wu dé tao ra kich thuwéc hat nanoCS
nhé nhat (196,32 — 188,90 nm) la & néng d6 CS = 0,625 mg/mL, ndng d6 TPP = 0,55 mg/mL, pH = 4 va & toc do
khudy 500 rpm. D& kiém chirng lai tinh ding d&n cGa md hinh, tién hanh thi nghiém thwc nghiém véi 10 1an 1ap
lai. Kich thwée hat nanoCS trung binh thu dwoc la 180,17 + 5,52 nm, dao déng trong khoang 173,08 — 188,18 nm
(Bang 3). Kiém dinh bang t hai mau doc lap cho thdy khéng co sw khac biét y nghia théng ké gira cac gia tri téi
wu tlr moé hinh va thwe nghiém (p > 0,05). Do d6 didu kién toi wu cho qua trinh tao hat nanoCS |a & néng d6 CS =
0,625 mg/mL, néng d6 TPP = 0,55 mg/mL, pH = 4 va tbc dd khudy 500 rpm cho ra hat c6 kich thuéc trung binh
dat 180,17 = 5,52 nm.

Bang 3. Bang danh gia khac biét y nghia ctia thwc nghiém

Piéu kién NéngddoCS (mg/ml)  NéngddTPP (mg/ml)  pH  Técddkhudy rpm)  Kich thwée hat (nm)
Mb hinh 0,625 0,55 4 500 196,32 - 188,90
Thwe nghiém 0,625 0,55 4 500 173,08 — 188,18

Pic diém ly hoa cha hat nano chitosan

Hinh thai cGia hat nanoCS dworc kiém tra bang FE-SEM. Cac hat nanoCS c6 dang hinh cau, kich thwéc twong déi
ddng déu (Hinh 2). C4c hat tron kich thwéc nho tap hop lai thanh cac khéi kich thwéc 16n hon phi hop véi cac
nghién ctru trwée day (Calvo et al., 1997; Liu, Gao, 2009). Hinh dang hinh cAu 1& mong muén cla thi nghiém vi
hinh cau giGp d&m bao sy déng gdi kin clia hat nanoCS.
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[
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Hinh 2. Hinh chup FESEM cua hat nano chitosan & dé phong dai 50.0k
Bang 4. Két qua kich thwéc va phan bé hat

Kich thwée hat (nm) Phan bé (%)
93,02 0,51
105,1 3,35
118,74 9,70
134,16 15,58
151,57 18,74
171,25 18,72
193,48 15,90
218,6 11,10
246,98 5,56

Bang 4 cho théy kich thwoc hat nanoCS trung binh la 171,8 nm va hat chii yéu phan b6 & hai kich thuéc la
151,57 va 171,25 nm. Gia tri PI (Polydispersity Index) la 0,388 cho thay mau c6 sy dong nhat cao voi kich thuwdc
hat gan nhau.

Hoat tinh khang khuan cuda hat nano chitosan

Bang 5. Két qua thi nghiém do vong khang khuan

Téac nhan Pwong kinh vong khang khuan (mm) Mtrc d6 khéng
Déi chirng dwong (+) 16,67 + 1,53 Khang manh
Déi chirng am (-) 7,33° £153 Khéng khang
Chitosan tir RLD 11,00° * 1,00 Khang vira
Chitosan cua Sigma 11,00° * 1,00 Khang vira
Hat nanoCS 7,00° +1,73 Khong khang

Hinh 3. Kha nang khang khuan chia hat nano chitosan

Déi chirng duong (+), déi chimg am (-), Chitosan tir RLD (CS), Chitosan cia Sigma (CSC), hat nanoCS (NN).
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Vong khang khuan cta hat nanoCS c6 kich thwéc 7 mm cho thdy hat nanoCS khéng c6 kha nang khang khuén
ddi véi vi khuén S. agalactiae (Bang 5, Hinh 3). DPéi chung dwong cho vong khang khuén kich thwéc 16,7 mm thé
hién kha nang khang khudn manh. CS ti» RLD va CS cla Sigma déu cho ra vong khang khuén kich thwéc 11 mm
cho thay CS c6 kha nang khang khuén kha tét (Bang 5, Hinh 3). Két qua cho thay hat nanoCS khéng thé hién
tinh khang khuén déi v&i vi khuan S. agalactiae.

Hoat tinh khang khuan ctia nanoCS phu thudc vao rét nhidu yéu t6, bao gdm loai vi khuén, giai doan tang truéng,
thé zeta (&nh hwéng dd bén cla hat nanoCS trong dung dich), néng dé, pH, trong lwong phan ti (MW) va dé khiv
nhém acetyl (DA)(Chandrasekaran et al., 2020). Hat nanoCS c6 phd khang khuan réng, nhung ching biéu hién
hiéu qua &rc ché khac nhau déi véi céc loai vi khudn gram am va gram dwong va hiéu qua diét khuan déi v&i hai
loai vi khuén nay con gay tranh cai. L& H6 Khanh Hy va dong tac gia (2015) ghi nhéan nanoCS & cac nong do tw
0,125 - 0,5 mg/mL déu khong thé hién tinh khang khuén déi vai vi khuan Salmonella typhi. Cac tac gia nay cho
rdng kich thuwéc hat nanoCS nhé cé thé anh hwéng dén do bén dung dich nanoCS do,_ bj blen tinh.
Chattopadhyay va Inamdar, 2012 bao cao nanoCS mét hoat tinh khang khuén cé thé lién quan dén tinh én dinh
cta hat nanoCS trong dung dich. Ngoai ra, Sarwar va ddng tac gia( 2014) bao cao cac hat nanoCs tao tr CS cd
MW thép thé hién tinh khang khuén tét hon tir CS c6 MW cao. Bén canh do, cau tric va thanh phan hoéa hoc cia
mang té bao ciing cé anh hwéng dén hoat tinh khang khuén cla hat nanoCS (Sarwar et al., 2014).

KET LUAN

Nghién ctru da dwa ra quy trinh tao hat nanoCS t» CS rudi linh den theo phwong phap tao gel ion gitka CS va
TPP voi cac dieu kién toi wu la nong dé CS = 0,625 mg/mL; nong d¢ TPP = 0,3 mg/mL; pH = 4; toc d§ khuay 500
rpm. Cac hat nanoCS co6 kich thwdc trung binh la 179,11 nm. Hinh dang hat vién bao dwoc xac dinh bang
phuwong phap chup FESEM cho thay hat c6 dang hinh cau, kich thuéc tucyng déi dong deu Hat nanoCS khéng
thé hién kha nang khang khuan déi VO vi khuan S. agalactiae. Can c6 cac nghién ctru tiép theo dé& danh g|a anh
hwéng cla cac yéu td nhu thé zeta, ndng d6 nanoCS, pH, MW va DA |én hoat tinh khang v&i cac nhém vi khudn
khéc nhau.

Loi cam on: Tdp thé tac gid xin chan thanh cdm on Trirong Pai hoc Nong Lam Thanh phd Hé Chi Minh da tai tro kinh phi
thuc hi¢n (Ma so dé tai: CS-CB22-VienCNSH-02).
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SUMMARY

Using the response surface methodology, this study optimized the conditions of chitosan nanoparticle (CSNP)
production from chitosan (CS) of black soldier fly larvae. The obtained CSNPs were characterized by the
physicochemical and antibacterial properties against Streptococcus agalactiae bacteria causing disease in tilapia.
Optima conditions for CSNP production using an ionic gelation process with TPP were established at a CS
concentration of 0.625 mg/mL, TPP concentration of 0.3 mg/mL, pH 4, and stirring speed of 500 rpm. The
average size of the CSNP was 179.11 nm. The shape of the CSNP showed a spherical shape with a relatively
uniform size. The CSNPs did not show resistance to S. agalactiae, which is probably related to the stability of
the nanoparticles in the solution.
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