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Panh gia vi cau trac mang vo trimg bang kinh hién vi dién tir quét
két hop phan tich hinh anh $6 ung dung trong y sinh hoc va dugc hoc
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Tom tat

Nganh Dugc dang theo hudng s hoa va phat trién bén viing, viéc tin dung phu pham
néng nghiép nham phat trién vat liéu y sinh ngy cang dugc quan tim. Mang vo tring
la nguyén li€u giau collagen va carbohydrate ty nhién, phu hop cho cac tng dung che
phu vét thwong va tai tao md mém. Nghién ctru nay danh gia anh huéng ciia hon hop
acid acetic-citric dbi voi vi cdu trac ESM duoc quan sat bang kinh hién vi dién tir quét
va phan tich hinh anh sé hoa; cdc mau duge xir Iy bang hdn hop acid véi nhiéu ty 18
khac nhau va phan tich bang Fiji/ImageJ. Két qua cho thiy, do rong ting tir (36,09 +
3,02) % lén dén (42,76 = 3,91) %, dudong kinh 15 tuong duong tang tur (22,00 + 14,41)
px 1én (27,12 + 18,09) px, trong khi mat d¢ 16 giam tir (280 = 17) 18/trudng nhin xudng
con (216 + 12) 16/truong nhin. Nhitng thay d6i nay phan anh sy ti té chirc mang soi
ctia ESM duéi tic dong cia hdn hop acid acetic-citric, anh huong dén kha nang trao doi
khi va gitr 4m cua vat liéu. Cach tiép can dua trén hinh anh s6 hoa da xay dung dugc bd
dir lidu dinh luong c6 gié tri, gop phan hd tro toi uu hoa vat lidu y sinh theo dinh hudng
d6i méi va phat trién bén virng cua nganh dugc.
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1 Pit van dé

Trong bdi canh phat trién bén viing va kinh té tuin
hoan, cac nghién ciru khai thac tan dung ngudn phu
pham, phé pham huéng dén tng dung trong y sinh hoc
va dugc hoc ngay cang dugc chu trong. Mot $6 nghién
ctru da khang dinh, phu pham nong nghiép va phu pham
thyc pham déu 1a ngudn nguyén liéu tiém ning co thé
dugc bién ddi cu trac phu hop cho nhidu ng dung
trong y sinh hoc va dugc hoc, trong d6 c6 mang voé
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trimg (eggshell membrane — ESM) [1, 2]. Véi loi thé
c6 thé dugc thu nhan véi s lugng khong gidi han, ESM
d3 tro thanh ngudn cung tmg vat liéu y sinh c6 ngudn
gdc tu nhién, huéng dén phat trién bén viing, dong thoi
it gap phai cac tré ngai vé dao dirc trong nghién ctru y
sinh hoc.

Vé ciu trac, ESM la 16p mang moéng, bam & mit trong
vo trung, dugc hinh thanh tir mang soi giau protein
dang collagen va cac thanh phan carbohydrate, tao nén
mot cau tric soi dan xen nhiéu 16p, ¢6 tinh x5p nhit
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dinh [3, 4]. V& chirc ning sinh hoc, ESM bao vé va én
dinh vi méi truong xung quanh phéi, gop phan diéu hoa
trao d6i khi va d6 am. V&i cac dac trung nhu tinh twong
thich sinh hoc, kha nang phan huy tg nhién va cAu tric
soi giau collagen, ESM hoan toan phu hop cho nhiéu
ung dung trong y sinh hoc va dugc hoc, don cir nhu gia
thé mang hoat chat, khung nang d&, hay mang phu vét
thwong [5-7]. Tuy nhién, phan 16n cac ung dung nay
moi chi dimg lai & mirc d6 tiém nang, trong khi moi
lién hé chi tiét giita vi cu tric ESM va cac chirc ning
quan trong van chua dugc mo ta c6 hé théng.

Huodng tiép can quan trong nham khai thac cac dic tinh
san c6 ciia ESM 1a bién tinh c6 kiém soat bang cac tac
nhan hoéa hoc, qua do6 cAu trac vi mo cua mang sgi ESM
c6 thé dugc diu bién. Céc acid hitu co nhe nhu acid
acetic, acid citric va sy phbi hop hai acid nay duoc chu
trong nho ¢6 kha nang tac dong 1én céc lién két hydro
va tuong tac ndi phan tir trong mang collagen — protein
ma khong gy bién tinh qua mirc nhu acid manh [4, 8].
Céc nghién ctru hién nay chi yéu tap trung vao phuong
phap tach mang, lam sach hoac hoa tan ESM, chua chu
trong vé phan tich dic tinh hinh thdi vi ciu tric cua
ESM ¢ trang thai tuoi, cling nhu & trang thai sau khi
dugce xtr Iy bang acid nhe.

S6 hoa hinh anh hién vi dang dan tré thanh cong cu
quan trong trong nghién ctru va thiét ké vat lidu y sinh
dang x6p. Bén canh vai trd cung cip hinh anh bé mat
vat liéu ¢ d0 phong dai cao, kinh hién vi dién tir quét
(SEM) khi két hop véi cac by cong cu phan tich anh
nhu Fiji/ImageJ cho phép mo phong dinh lugng mot s6
dic tinh hinh hoc cta ciu trac vat liéu, don cir nhu do
rf)ng, duong kinh 16 twong duong, d tron 16, mat do 16
[9-11]. Nhidu nghién ctru vé vt liéu y sinh dang xdp
da cho thiy, phan tich hinh anh 1a giai doan then chdt
nham chuyén ddi théng tin tryc quan tir hinh anh SEM
sang dur liéu s6 co thé lap lai, qua d6 cho phép so sanh
hiéu qua gitta cac nghiém thirc xir 1y va suy luan mdi
lién két gitra hinh thai vi cau trac va céc tinh chat co —
sinh hoc cua vt liéu [12]. Tuy nhién, da phan cac ung
dung nay tap trung vao ddi tugng khung nang d té bao
dugc thiét ké va ché tao co chu dich, trong khi ESM,
v6i ban chét 1a mot khung soi tu nhién, lai chua dugc
tiép can vé mo phong hinh anh dinh luong.

Tir cac nhdn dinh ké trén, khoang tréng nghién ctru
dugc xac dinh 1a sy thiéu hut vé khao sat két ndi gitra

diéu kién xir Iy hoa hoc, bién ddi hinh thai vi ciu trac
va di li€u dinh lugng dya trén phan tich hinh anh dbi
v6i ESM. Nghién ctru nay dugc thuc hién nhim danh
gia anh hudng ctia hdn hop acid acetic-citric dén hinh
thai vi cdu triic cia mang vo trimg, théng qua két hop
quan sat bang kinh hién vi dién tir quét voi phan tich
hinh anh sb héa. Cac mau ESM dugc xir Iy véi hdn hop
acid acetic-citric ty 1€ khac nhau, dugc mo6 phong dinh
lugng theo bon chi tiéu hinh thai, bao gém do réng,
duong kinh 16 tuong duong, do tron 16 va mat d6 16. Bo
dir lidu thu thap dugc c6 thé lam sang to qua trinh ti to
chic mang s¢i cia ESM duéi tic dong cua hén hop
acid hitu co nhe, dong thoi cung cip co sé khoa hoc
cho cac nghién ciru khai thac phu phdm nay nhu mot
vat liéu y sinh tiém ning, phu hop dinh hudng sé hoa
va phat trién bén viing.

2 Phuong phap nghién cuu

2.1 Chuan bj va xtr Iy mau

ESM dugc thu gom tir vo trimg thuong phim trong
ngay, tach khoi vo va rira nhiéu 1an bang nudc khtr ion.
Hdn hop acid acetic-citric (Thermo Fisher Scientific)
duoc pha theo ba ty 1€ 1:6, 1:8 va 1:10 (ky hiéu 106,
108 va 110). ESM duoc ngam trong hdén hop acid
acetic-citric tuong ung, sau d6 duoc rira sach va dong
kho trude khi chup SEM (Hinh 1).

Céc ty I¢ acid acetic-citric (1:6, 1:8 va 1:10) duoc lua
chon duya trén téng hop tai li€u cho théy cac acid hitu
co nhe, déc biét 1a acetic acid va citric acid, c6 kha nang
1am suy yéu cac lién két hydro va tuong tac ndi phan tir
trong mang collagen — protein ma khong gy bién tinh
manh nhu cac acid v6 co. Bén canh do, céc ty 1€ nay
dugc xac dinh thong qua khao sat tién nghién ctru nhdm
dam bao mang vo trimg van duy tri duge hinh thai tong
thé sau xur Iy, dong thoi thé hién mirc d6 bién ddi vi cau
trac du rd dé phan tich dinh luong.

2.2 Ghi nhén va phan tich hinh anh hién vi dién tir quét
Mau sau dong kho dugc ghi nhan bang hinh anh hién
vi dién tir quét véi n > 100 truong nhin ngiu nhién cho
mdi nghiém thirc. Cac anh khong dat yéu cau k¥ thuat
duoc loai khoi tap dir liéu. Hinh anh SEM dugc phan
tich bang Fiji/ImageJ théng qua cic budc chuan hoa,
ngudng hoa, phan doan va phan tich hinh thai hoc. Bén
chi tiéu dugc trich xut bao gdm do rong, dudng kinh
16 twong duong, d6 tron 16 va mét d6 15. T4t ca thao tac
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phan tich anh duoc thuc hién 1ap lai it nhét ba 1an doc
1ap (Hinh 1).
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Hinh 1 So dd mé ta quy trinh thu nhan, xir 1y acid,
chudn bi mau va phan tich hinh thai cdu tric vi mo
ciia ESM bang SEM va Fiji/Imagel

2.3 Phan tich dir liu

Dir lidu duoc ap dung phép kiém dinh nhim so sanh sy
khac biét gitra cac nhom, v6i muc y nghia thiét 1ap ¢ p
<0,05. Két qua duoc trinh bay dudi dang trung binh +
d6 léch chuin, véi kich thude mau téng hop n > 100
cho mdi nghiém thirc.

3 Két qua va thao luan

Két qua thyc nghiém dugc trinh bay theo thir ty tir mo
ta hinh thai vi cau trac dén phan tich dinh luong bang
mo phong s6, qua d6 su bién ddi hinh thai vi ciu trac
clia mang vo trimg dudi cac didu kién tac dong khac
nhau dugc lam sang t6. Phan 3.1 duéi ddy tap trung mo
ta hinh thai vi mo6 da dugc ghi nhan thuc nghi¢ém bz"mg
kinh hién vi dién tir quét. Két qua nay 1a ngudn co so
di liéu tryc quan nham thiét lap nén tang cho cac phan
tich s6 hoa. Tir cac hinh anh tryc quan nay, cac phin
tiép theo mo phong bdn dic tinh hinh hoc quan trong
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cua vat liéu y sinh, bao gém do réng, duong kinh 16
tuong dwong, do tron cta 16 va mat do 16. Cac két qua
dinh lugng duoc dbi chiéu truc tiép véi dic diém hinh
thai vi cdu triic nham kiém chimg su phti hop cua hinh
anh dinh tinh. Sy két hop mo td dic diém hinh thai vi
cAu trac va dit liéu dinh lugng s6 hoa cho théy béan chit
su bién d6i cua vat lidu y sinh duéi cac didu kién tac
dong khac nhau.

3.1 Dic tinh hinh thi vi cu triic

Hinh théi vi cdu tric ciia mang vo trimg dugc phan tich
bang kinh hién vi dién tir quét nham danh gia sy thay
d6i cua mang soi collagen-keratin dudi tac dong cua
hdn hop acid acetic-citric. Chudi hinh anh thu dugc cho
phép mo ta qua trinh tai t6 chirc ciu triic & cap do vi
mo, tir trang thai twoi chua xur Iy dén cac nghiém thirc
chiu tac dong ctia hon hop acid acetic-citric véi xu
huéng tang dan ty 1¢ acid citric. DAy 1a ngudn dit lidu
tryc quan cho phép dién giai két qua mé phong dinh
luong & cac phan sau.

Déi véi mau tuoi (Hinh 2A), ESM thé hién ciu trac dic
trung cia mang sinh hoc ty nhién giau protein soi. Cac
b6 collagen va keratin phan bd thanh nhiéu 16p xép
chdng, lién két chit ché thong qua mang ludi cac lién
két hydro va tuong tac tinh dién ndi sinh. Mang luéi soi
day dic va lién tuc tao nén bé mat kin, véi cac 16 x6p
nho, roi rac va phan bd khong dong déu. Bién dang cac
16 mo, khé xac dinh & mic do phéng dai trung binh do
bi che phu boi nhidu 16p soi phia trén. Cau trac nay
phan anh chirc nang sinh hoc cuia ESM — mgt mang bao
v€ ¢6 kha nang giam that thoat hoi nudc, han ché su
xa4m nhdp cua vi sinh vat va duy tri d6 4m phoi thai.
Mirc d6 thong thoang thap va bé mit tho rap nhe 1a cac
dac diém phu hop véi ban chat cua vat 1iéu ESM ¢ trang

thai tuoi.

x [ ¥Ou it | 2m Baesmiv Prites 9034 Dvacr 561 "o s
X suseem Oumw IENGHPY  Oon 21 a8 | H Vage I0KX SSHed  CamberslZedPa  Owe 21
L

Hinh 2 Anh hién vi dién tir quét mé ta tién trinh tai to chtrc hinh théi vi cdu tric cia ESM khi xir 1y bang hon
hop acid acetic-citric
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Hinh 2 cho thdy, (A) miu tuoi: mang collagen — keratin
day dic, 16 nho, phan b6 roi rac va khoé nhan dién do bi
che phu bdi cac 16p soi (B) mau 106, ESM duoc xir ly
bang hdn hop acid acetic-citric ty 18 1:6: cac bo soi bat
dau tach, xuét hién cac khe hé méi va cac hée nho —
trung binh do vach ngin moéng suy yéu (C) mau 108,
ESM dugc xir Iy bang hdn hop acid acetic-citric ty 1&
1:8: cau trac xdp md hon, nhiéu 16 nhé hop nhat thanh
hdc 16n hon, bién dang 16 tron va 1o hon (D) mau 110,
ESM duoc xir Iy bang hdn hop acid acetic-citric ty 1¢
1:10: muc xép héa cyc dai, mang soi phan tdn manh,
nhiéu soi nho bi kéo gian hodc dut doan, cac 16 16m lién
thong chiém wu thé.

Khi ESM duogc xir 1y bang hdn hop acid acetic-citric,
su thay dbi vi cdu trac bat diu xuat hién. Pdi voi
nghiém thire 106 (Hinh 2B), tvong tng v6i hdn hop
acid acetic-citric ty 1€ 1:6, cac bd sgi trong cAu trac tuoi
bét dau tach nhe, thé hién qua viéc hinh thanh cac khe
hé méi va mo rong cac khoang trong nho vén ton tai
giita cac 16p soi. Ranh gidi 16 xdp tré nén 16 hon, cho
thiy bé mit sgi di bi bao mon 16p protein — khoang
ngoai cung. Mot sd vach phéan chia rat mong giita cac
khe nho bi suy yéu, dan dén sy hinh thanh cac hoc co
kich thudc nho tir nhd dén trung binh. Méc du vy,
mang soi van duy tri sy lién tyuc va muc d6 nang do co
hoc, cho thiy déy 1a giai doan khoi dau cua qua trinh
tai to chuc, khi cac lién két yéu bi pha v& nhung cau
trac tong thé chua bi anh hudng manh.

Sy bién d6i rd rét hon ¢ nghiém thirc 108 (Hinh 2C),
tuong tng véi hon hop acid acetic-citric ty 1¢ 1:8. Cac
b6 sgi phan tan xa hon, tao nén hé 16 xép co kich thudce
tir trung binh dén 16n phan b rong khap trudng nhin.
Nhiéu 16 nhé hop lai thanh cac hdc 16n do vach ngin
mong bi phan giai hoic mat hoan toan. Cac bién dang
16 tré nén mém, tron va dong nhat hon, phan anh sy
bao mon déu va sau hon trén bé mit sgi. Mang soi giai
doan nay van giit duoc vai trd nang dd nho cac bo
collagen 16n chua bi pha vo nhung mat do da giam so
v6i mau tuoi. Pay 1a trang thai vi mo 6n dinh, noi ciu
tric x6p hoa dugc biéu hién rd nhung chwa bi phan
hay nhiéu.

Déi voi nghiém thirc 110 (Hinh 2D), tvong tmg véi hon
hop acid acetic-citric ty 1¢ 1:10, sy thay ddi cAu trac vi
mo da thé hién 1. Mang soi phan bd 101 rac, nhiéu soi
nho bi kéo gian hodc dit doan. Cac 16 Xép 16n chiém

wu thé, xuét hién lién tuc trén bé mit va nhiéu khu vuc
thé hién sy lién thong gitra cac 18, cho thiy hé vach
ngan ty nhién di bi pha v& nhiéu. Cau trac tong thé tre
nén thua va mo, véi mic do thong thoang cao nhat
trong tat ca cac nghiém thirc. Pay 14 hinh thai dai dién
cho su tai to chirc vi mé cuc dai dudi tac dong cta hon
hop acid acetic-citric.

Khi xem xét sy thay doi vi cdu trac qua cic trang thai
bao gém mau tuoi, miu dugc xir Iy véi hdn hop acid
acetic-citric ty 1¢ 1:6, 1:8 va 1:10, mot chudi bién d6i
hinh thai mang tinh lién tuc da dugc thé hién. Mat do
soi giam dan theo xu hudng tang dan ty 18 acid citric,
cac khoang trong dugc mé rong, nhiéu 16 nho hop nhét
thanh cac 16 16n hon, bién dang 15 trd nén tron va rd
rang hon, dong thoi muc d6 lién thong gitra cac 16 cling
tang dan. Nhitng thay d6i nay phan anh co ché suy yéu
dac trung cia mang collagen dudi tic dong cuia hon hop
acid: Khoi su 1a cac lién két bé mat bi pha v, ké dén
céc bo soi bi phan tach, va cudi ciing 1a cac vach ngan
tu nhién bi dit giy hodc mét di hoan toan. Chudi bién
d6i nay twong dong véi xu hudng dinh lugng bao gom
do réng tang, duong kinh 15 16n hon, mat do 16 giam va
do tron 16 duoc cai thién.

Vé phuong phap, hinh anh vi ciu triic dong vai trd trung
tam trong danh gid muc do phu hop cua toan bd quy
trinh phéan tich hinh anh, ddng thoi cung cip khung
tham chiéu cin thiét dé dién giai cac bién d6i dinh
lugng cua vt liéu. Cac mau twoi, véi hé 16 nho ¢ ranh
gidi mo va mirc d6 tuong phan thip gitra soi va nén,
tao ra thach thuc budc phan doan, doi hoi thuét toan
nhén dién bién phai c6 d6 nhay cao va kha nang phan
biét cac dac tinh yéu cua céu trac. O chiéu nguoc lai,
cac mau chiu tic dong acid xut hién cac 16 16n da hinh
hoc va cac ving chuyén tiép phirc tap, dan dén thach
thirc trong xac dinh ranh giéi do su thay di lién tuc cua
duong bién va su lién thong giita cac 15.

3.2 M6 phéng dinh lugng d6 rong

Do rdng cia ESM duoc dinh lugng tir hinh anh hién
vi dién tir quét phan doan, cho thiy su thay déi giira
mAu twoi va ba nghiém thirc xir Iy bang hdn hop acid
acetic-citric (Hinh 3). Mtc d6 khac biét thdng ké
gitra tng mau tuoi va ting nghiém thtc cling da
dugc ghi nhan.
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Hinh 3 Biéu d6 cot thé hién do rong ctia mang vo
trimg (ESM) ¢ mau tuoi va cac mau duge xir ly bang
hdn hop acid acetic-citric.

Céc cot biéu dién gi4 tri trung binh + sai sb. Mirc ¥
nghia thdng ké duoc ky hiéu trén biéu do: ns (khong
khac biét c6 y nghia thong ké, p > 0,05) giita mau tuoi
va nghiém thirc 1:6; *** (p < 0,001) giita mau tuoi va
nghiém thirc 1:8 va gitra mau tuoi va nghiém thirc 1:10.
Két qua mo phong cho thdy do rdng chi khac biét co y
nghia thdng ké khi hdn hop acid acetic-citric ¢ ty 16 tir
1:8 tro 1én.

Mau tuoi c¢6 do rong (36,09 + 3,02) %, dai dién cho
trang thai ciu trac kin, it khoang trong. Khi xtr 1y véi
hon hop acid acetic-citric ty 1& 1:6, do rong ting 1én
(38,70 + 2,70)%. Tuy nhién, su khac bi¢t nay khong co
¥ nghia thdng ké, cho thdy tac dong ciia hdn hop acid
acetic-citric ty 1& 1:6 chua du tao ra thay doi trong dién
tich ving rong.

Dbi voi hdn hop acid acetic-citric ty 16 1:8, d6 rdng ting
1én (42,75 + 3,91) %. Su khac biét nay c6 ¥ nghia thong
ké so v&i mau tuoi, cho thdy hdn hop acid acetic-citric
ty 1¢ 1:8 da bién doi do rong cla bé mat ESM vuot
ngudng thay d6i hinh thai, sy bién dbi nay du 16n dé
tach biét rd rang voi trang thai ban dau. D6i véi hdn
hop acid acetic-citric ty 1& 1:10, do rong dat (42,76 =
3,91) %, tiép tuc khac biét c6 y nghia théng ké so véi
mAu tuoi, cho thdy hdn hop acid acetic-citric ty 18 tir
1:8 tro 1én dat ngudng ma rong cau tric ESM.

Déi chiéu s lidu d6 rong (Hinh 3) va hinh théi cau tric
vi md cua ESM (Hinh 2), su twong quan gitra mirc do
mé cia ciu tric va gia tri dinh lugng da duoc thé hién
13 rang. Di v6i miu tuoi (Hinh 2A), mang collagen —
keratin day dic va 16 nhé roi rac, twong duong do rong
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thip. P4i v6i nghiém thirc 1:6 (Hinh 2B), mic du cac
b6 soi bit dau tach nhe va xuét hién thém khe ha, nhung
nhiéu vach ngin nho van con ton tai, ddn dén muc ting
d6 rdng khong du 16n dé dat y nghia thong ké.
D6i voi nghiém thie 1:8 (Hinh 2C), sy hop nhét 16 nho
thanh 16 16n, sy phan giai vach ngin va bién dang 16 16
rang hon, dan dén dién tich vung tréng dugc md rong,
tuong duong s6 liéu dd mo phong dugc. Dbi vai
nghiém thire 1:10 (Hinh 2D), nhiéu 16 16n lién thong
xuat hién va mang soi phan tan manh.
Su twong thich gitra xu huéng (Hinh 3) va hinh thai cdu
trac vi mo (Hinh 2) cho thdy pipeline xir Iy hinh anh
hién vi dién tir quét co kha nang tai hién mirc d6 md
rong cau trac ctia ESM va nhan dién ding ranh gidi 16
ngay ca khi kich thuéc va hinh dang 15 thay d6i. Diéu
nay chiing minh d¢ nhay cua phuong phap phan doan,
trong cé hai truong hop: 16 nho mo ddi voi mau tuoi va
16 16n da hinh hoc ddi véi mau duge xir Iy bang hdn
hop acid acetic-citric.
Su gia tang d6 rong tir khoang 36 % lén hon 42 % co
thé tao diu kién thuan loi v& mat hinh thai cho qua
trinh trao d6i khi va duy tri d6 4m, nhiing yéu té thuong
duogc xem xét trong thiét ké vat liéu che phu vét thuong,
thay vi phan anh tryc tiép chirc nang sinh hoc.
3.3 M6 phéng dinh lugng duong kinh 18 twong duong
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Hinh 4 Biéu d6 cot thé hién duong kinh 13 tuong
duong ctia mang v trimg (ESM) ¢ mau twoi va cac
mau duoc xir Iy bang hdn hop acid acetic-citric.
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Puong kinh 16 twong duwong duoc trich xudt tir hinh anh
hién vi dién tr quét phan doan, cho phép danh gia mirc
do6 bién doi kich thude hi¢u dung cua cac 16 xbp trong
mang sgi ESM khi xir Iy bang hdn hop acid acetic-citric
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(Hinh 4). Déi v6i mau tuoi, dudng kinh 18 trung binh
dat (22,00 + 14,41) px, phan 4nh dic trung 16 nho —
phan bd rong cua cau tric nguyén trang. Khi xtr 1y bang
hdn hop acid acetic-citric ty 1& 1:6, dudng kinh 16 twong
duong tang nhe 1én (23,33 + 18,03) px, tiép tuc ting khi
thay doi ty 1¢ thanh 1:8 véi (24,60 + 18,20) px, va dat
mirc cao nhat ¢ ty 18 1:10 v6i (27,12 = 18,09) px. Tuy
nhién, sy gia ting nay khong co y nghia thong ké (ns)
gilfta mau tuoi va timg nghiém thirc, cho thiy kich
thudce hidu dung cta 15 1a chi tiéu khong thay ddi co hé
thdng theo néng do acid acetic-citric.

Céc cot biéu dién gi4 tri trung binh + sai sb. Muc ¥
nghia thdng ké duoc ky hiéu trén biéu dd: ns (khong
khac biét c6 y nghia thong ké, p > 0,05) giita mau tuoi
va timg nghiém thie (1:6, 1:8 va 1:10). Két qua mé
phong cho thiy duong kinh 16 twong duong thay doi
khong c6 ¥ nghia thong ké gitta mau twoi va ting
nghiém thirc xtr Iy bang hdn hop acid acetic-citric.

Khi d6i chiéu voi hinh thai cau trac vi mé dugc ghi
nhan (Hinh 2), di v6i nghiém thirc 1:6, cic bo soi tach
nhe va tao thém khe ho, nhung nhiéu ving van giit
nguyén cau tric ban dau, dan dén sy tang kich thudc 16
chi xuét hién rai rac. P6i voi nghiém thirc 1:8, cac 16
nho bit dau hop nhét, nhung qua trinh nay dién ra
khong dong déu, mot sé ving hinh thanh hdc 16n, trong
khi nhiéu ving khac van giit 156 nho, 1am phan bd kich
thudc 18 tré nén rong ma khong 1am dich chuyén manh
gia tri trung binh. béi voi nghiém thirc 1:10, du sy phan
giai vach ngin tao ra nhiéu 15 16n lién thong, su ton tai
clia cac ving ¢6 16 nho va vach soi chura bi pha v& khién
bién thién noi tai van rat 16n.

Chinh sy khéng dong nhat theo ving (dic trung ctia
mang collagen — keratin), khién duong kinh 15 ting
nhung khong dat duoc sy thay d6i mang tinh hé thong.
Diéu nay giai thich tai sao tham sd nay it nhay hon d6
rong trong nhén dién tac dong cia acid, vén phan anh
dién tich ving trong tong thé thay vi su thay doi kich
thudc cia timg 16 don 1¢.

Xt ly bang hdn hop acid acetic-citric ddn dén mé rong
céu trac ESM chi yéu thong qua hop nhit 16 va pha
véch, hon 1a tiang kich thudc ting 16 mét cach dong déu.
Vi vay, duong kinh 156 twong duong dong vai trd bd
sung cho phéan tich hinh thai, nhung khong phai chi tiéu
quyét dinh trong mé ta mirc d6 x6p hoa ciia ESM.

3.4 M6 phong dinh lugng d6 tron cua 16

Do tron cta 13 1 tham s6 hinh hoc phan anh murc do
dong nhét ctia bién dang 16 va kha niang sip xép clia cac
bo sgi trong mang collagen — keratin (Hinh 5). Gia tri o
tron ciia mau tuoi dat 0,32 + 0,18, trong khi cac nghiém
thie xur 1y acid cé gia tri lan luot 12 0,33 + 0,19 (1:6),
0,37 £ 0,20 (1:8) va 0,32 £ 0,19 (1:10). Mac du nghiém
thae 1:8 thé hién xu hudng tang nhe, su khac biét gitra
mau tuoi va tat ca cac nghiém thirc déu khong cé y nghia
thong ké (ns), cho thay xur Iy acid acetic-citric khong dan
dén thay doi co hé thong vé hinh dang 15 ciia ESM.
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Hinh 5 Biéu d6 cot thé hién do tron cua 13 trén mang
vo trimg (ESM) & mau tuoi va cac mau duge xir Iy
bang hdn hop acid acetic-citric.

Céc cot biéu dién gia tri trung binh + sai s6. Mirc
nghia thdng ké duoc ky hiéu trén biéu do: ns (khong
khac biét c6 y nghia thong ké, p > 0,05) giita mau tuoi
va timg nghiém thic (1:6, 1:8 va 1:10). Két qua mo
phong cho thiy dé tron cua 15 thay dbi khong c6 y nghia
thdng ké gitta mau tuoi va timg nghiém thirc xtr 1y bang
hdn hop acid acetic-citric.

O mau tuoi, cac 16 nho bi che boi nhiéu 16p soi, lam
ranh gidi mo va kho nhan dién (Hinh 2A). Khi xir 1y ¢
ty 1& 1:6 (Hinh 2B), céc 15 trd nén rd bién hon nhung
van mang hinh dang kéo giin khong déu, do mang soi
chi méi bat dau tach 16p. Poi v6i nghiém thic 1:8
(Hinh 2C), su phan giai vach ngan lam nhiéu 16 nho
hop nhét, ddn dén mot s6 15 ¢6 bién dang tron hon; tuy
nhién, sy khong dong nhat trén toan bé mat, ving c6 16
tron xen ké& ving c6 16 méo, khién trung binh dd tron
tang nhung khong du manh dé dat y nghia théng ké. O
mau 1:10 (Hinh 2D), mic du cdu trac x6p hoéa manh,
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cac héc 16n hinh thanh lai c6 bién dang bit quy tic do
su kéo gian hoac dut doan khong déng déu cua cac soi,
lam gia tri d6 tron quay vé murc tuong duong mau tuoi.
Nhiing quan sat trén cho thay do tron 1a chi tiéu it nhay
v6i tac dong cuia acid. Sy thay ddi hinh dang 16 chi yéu
mang tinh cuc bd, phu thudc vi tri va hudng soi, trong
khi dic tinh tong thé cia ESM van duy tri ban chat hinh
hoc khong ddng nhat. Pidu ndy phan anh dung dic
diém tu nhién ciia mang collagen — keratin: sy ti t6
chtrc xay ra manh & cip do dién tich ving tréng (46
réng) va sb luong 16 (mat do 15), nhung chi tao bién
thién gidi han & cép d6 hinh dang 15.

Thuat toan phan doan anh cé do 6n dinh tot: du hinh
dang 16 khéac nhau gitra cac nghiém thtrc, viéc nhan dién
va do luong 16 van chinh xac, tao dit liéu nhét quan. Vé
ung dung vat liéu, sy 6n dinh vé d6 tron cho théy hinh
dang 15 khong phai chi tiéu chi phdi cac dic tinh chirc
ning ciia ESM, ma dong vai trd bo trg trong mo ta tong
thé cdu trac x6p.

3.5 M6 phong dinh lwong mat do 16

Mat d6 15 1a chi tiéu phan anh truc tiép s6 luong 16 xut
hién trén mdi trudng nhin, tir d6 cho thay mirc d6 phan
chia khong gian ctia mang soi trong cdu traic ESM
(Hinh 6). Mau tuoi c6 mat d6 16 (280 = 17) 16, phu hop
v6i cdu tric nguyén trang gdm nhiéu 16 nho, phan b
roi rac. Khi xtr Iy bang hdn hop acid acetic—citric, mat
d6 15 giam xudng 239 + 25 & nghiém thic 1:6, 245 +
27 & nghiém thuc 1:8 va 216 = 12 ¢ nghiém thuc 1:10.
Céc sy giam nay l1an lugt dat mirc ¥ nghia thong ké, cho
thiy tac dong acid 1am giam s lugng 16 mot cach rd rét
va c6 hé thong.
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Hinh 6 Biéu d6 cot thé hién mat do 16 cua mang vo

tring (ESM) ¢ mau tuoi va cac mau duoc xir Iy bang
hdn hop acid acetic-citric.
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Céc cot biéu dién gi4 tri trung binh + sai sb. Muc ¥
nghia thong ké duoc ky higu trén biéu do: *** (p <
0,001) gitra mau tuoi va nghiém thirc 1:6, ** (p <0,01)
giita mau twoi va nghiém thic 1:8, **** (p < 0,0001)
giita mau twoi va nghiém thirc 1:10. Két qua mé phong
cho thdy mat d¢ 15 thay doi khong c6 ¥ nghia thong ké
gilta mau tuoi va timg nghiém thirc xir Iy bang hon hop
acid acetic-citric.

O nghiém thirc 1:6 (Hinh 2B), cac vach ngin mong
giita nhitng 16 nho bit dau suy yéu, khién mét s6 15 sap
nhap tao thanh cac hdc 16n hon, 1am giam téng s 15
nhan dién dugc. Dén nghiém thac 1:8 (Hinh 2C), su
phan giai vach ngan xay ra su va rong hon, tao ra nhiéu
ving 16 16n ¢6 ranh gidi r& nhung it 16 nho xung quanh,
khién mat do 15 giam manbh. o] nghiém thire 1:10 (Hinh
2D), qué trinh xdp hoa dat mirc cao nhét: nhiéu 16 nho
bién mét hoan toan do hop nhét, trong khi mét s6 viing
xuét hién cac héc lién théng chiém phan 16n dién tich
truong nhin. Hién tugng nay dan dén mat do 16 giam
sau nhat, tuong tmg dung véi dit liéu dinh luong.

Sy giam mat do 16 khi tang ty 1¢ acid phan anh mot qua
trinh tai t6 chtc vi cdu tric theo hudng giam sb lugng
16 nho — tang sy hién dién cua 18 16n hodc hdc lién
thong, pht hop vai co ché pha v lién két giita cac bo
soi collagen — keratin. Pay la chi tiéu cé do nhay cao
trong nhan dién murc d6 xdp hoa va thay ddi cu tric vi
md, dac biét khi so sanh voi d6 tron va duong kinh 15,
v6n chiu anh hudng 16n boi tinh khéng ddng nhat noi
tai cua ESM.

Su phu hop giita bién thién mat d6 16 va dic diém hinh
thai cho thiy phuong phap phan doan du do chinh xéac
dé nhan dién céc 16 trong nhiéu trang thai hinh hoc khéc
nhau, ké ca khi céu trac chuyén tir dang nhiéu 156 nho
sang dang hdc lién thong 16n. V& mit cau tric, su giam
mat d6 15 phan anh xu hudng hop nhét cac 15 nho thanh
cac hoc 16n hon, tir d6 tao ra hinh thai thong thoang
hon, mot ddc diém lién quan dén cac yéu cau vé khuéch
tan khi trong vat liéu y sinh dang xdp.

Quan sat tir cac anh hién vi dién tir quét cho thiy mang
vo trimg nguyén trang mang hinh thai dac trung cua
mot mang soi protein dan xen day dac. Cac bd sgi
collagen va keratin sap xép thanh nhiéu 16p, chong 1én
nhau tao nén bé mat tuong dbi kin, chi thinh thoang
xuét hién nhitng khe ho nho giira cac soi. O muc phong
dai cao, bé mit cic sgi cho thay cau tric tho rap nhe,
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phan anh sy pha tron giita cac thanh phéan protein va
phan khoang con sot lai trong qué trinh tach mang.
Nhing 16 x6p ban dau thuong nhé, hinh dang khong rd
rang va bi che khuat mot phan boi cac soi 16p trén.
Khi mang dugc xir 1y theo cac diéu kién khac nhau,
hinh thai bé mat bat dau thay d6i rd nét hon. Cac bo soi
vOn nam sat nhau co xu huéng tach nhe, tao thanh
nhiing khoang trong m¢ rong hon; bé mit tré nén toi
va it ddc hon. O cac diéu kién xur 1y rd rét hon, sy thay
d6i cang d& thay: cac 16p soi co xu hudng tach xa nhau,
mot s6 vach mong gitta cac khe nho ban dau bién mat,
tao thanh nhiing hdc 16n hon; mdt sb sgi nho & vung ria
xuét hién ddu hiéu mém, tua hodc dut doan. Nhiing bién
d6i nay khong chi thé hién sy khac biét vé hinh thai vat
liéu ma con tao ra phd cu trac di da dang dé danh gia
d6 nhay va tinh 6n dinh ciia toan bd quy trinh phan tich
hinh anh phia sau.

Tu goc d¢ phuong phéap, anh SEM trong nghién ctru
nay giit vai trd nhu dau vao quyét dinh cua pipeline
phan tich. P9 tuong phan giita nén va soi, muic nhidu,
dudng bién cua 15, va do dong nhét cua ving quan sat
déu anh hudng tryc tiép t6i giai doan tién xir 1y va phan
doan anh. Do vy, viéc Iya chon d6 phong dai, diéu kién
chup va vi tri truong nhin dugc thuc hién theo hudng
t6i uu hoa cho xur 1y anh sd, chir khong chi nhim muc
dich minh hoa cdu trac. Noi cach khac, phan quan sat
SEM khong chi cho biét mang thay doi ra sao, ma con
xé4c nhan rang anh thu dugc c6 chét lugng phu hop dé
chuyén hoa thanh dir liéu s hoa dang tin cay.

4. Két luan va kién nghi

Nghién ciru nay di 1am rd sy bién doi vi cau trac cia
mang vo tring (eggshell membrane — ESM) duéi tac
dong ciia hdn hop acid acetic—citric théng qua viéc két
hop quan sat bang kinh hién vi dién tir quét va phan tich
hinh anh s6 hoa. Cac két qua dinh lugng cho thdy mang
collagen — keratin cia ESM trai qua mot tién trinh tai
t6 chirc mang tinh lién tuc khi ty 1¢ acid citric trong hdn

Tai liéu tham khao

hop ting dan, trong d6 do rong va mat d6 13 1a hai chi
tiéu hinh thai nhay, phan anh rd mirc 46 moé rong cAu
tric cua vat li€u. Sy tuong thich chat ché gitra dir licu
dinh luong va dac diém hinh thai quan sat dugc trén
anh SEM khang dinh tinh tin cdy cua quy trinh phan
tich hinh anh cling nhu kha nang nhan dién chinh xéc
ranh gidi 16 cia thuét toan trong bdi canh ciu trac vi
mo6 bién thién manh.

Nghién ctru nay van tOn tai mot s6 han ché. Cac phan
tich chu yéu tap trung vao dic tinh hinh thai vi cau tric
dua trén anh SEM va mo phong hinh anh sé, trong khi
chua bao gém cac danh gia co hoc hodc sinh hoc truc
tiép. Ngoai ra, cac két qua thu duogc phan anh xu huéng
bién d6i vi mo trong diéu kién in vitro. Do dé, cac
nghién ciru tiép theo 1a can thiét dé hoan thién méi lién
hé giira cAu trac, tinh chét co hoc va dap ung sinh hoc
cua vat liéu sau xu ly.

Tir goc d6 tmg dung, cac két qua cua nghién ctru nay
cho théy hon hop acid acetic-citric, dac biét o ty 1€ 1:8,
c¢6 tiém ning duoc sir dung nhu mot didu kién xur 1y
nham diéu chinh vi cu trac cia ESM theo huéng ting
do thong thoang nhung van duy tri tinh lién tyc cta
mang soi. Nhitng dic diém hinh thai nay co thé tao nén
tang thuan lgi cho cac nghién ciru phat trién vat lidu y
sinh dang x6p dua trén ESM trong giai doan tién tmg
dung. Trong cac nghién ctru tiép theo, viéc mé rong
khao st sang cac diéu kién xir Iy khac (thoi gian ngam,
nhiét d6, pH hoic cac tic nhan sinh hoc nhe), dong thoi
bd sung cac phép thir co hoc, danh gia twrong thich sinh
hoc va kha ning hd tro ting sinh t& bao s& giup hoan
thién birc tranh chirc nang cua vat li€u va nang cao gia
tri ng dung thyc tién.
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Abstract In the context of pharmaceutical innovation driven by digitalization and sustainable development, the
valorization of agricultural by-products for biomedical material development has attracted increasing attention.
Eggshell membrane (ESM) is a collagen — and carbohydrate-rich natural material, making it suitable for wound
dressing and soft tissue regeneration applications. This study evaluates the effects of an acetic-citric acid mixture
on the microstructure of ESM through scanning electron microscopy (SEM) observation and digital image analysis.
ESM samples were treated with acid mixtures at different ratios and analyzed using Fiji/Image] software. The
results showed that porosity increased from (36.09 + 3.02) % to (42.76 + 3.91) %, while the equivalent pore
diameter increased from (22.00 + 14.41) px to (27.12 £+ 18.09) px. Whereas pore density decreased from (280 + 17
to 216 + 12) pores per field of view. These structural changes reflect the reorganization of the ESM fibrous network
under the influence of the acetic-citric acid treatment, thereby affecting the material’s gas exchange and moisture
retention properties. The digital image-based approach established a valuable quantitative dataset, contributing to
the optimization of biomedical materials in line with innovation and sustainable development trends in the
pharmaceutical industry in the digital era.

Keywords Microstructure, scanning electron microscopy, eggshell membrane, digital image analysis, biomedical
materials.
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