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ABSTRACT 

The study was conducted to graft collagen extracted from catfish skin 

(Pangasiidae) onto surface of hydroxyapatite (HA) synthesized from 

catfish bone in order to increase its applications in biomedical field. After 

extracting from catfish skin, collagen was grafted onto the HA surface by 

using glutaraldehyde as a bridge. HA particles were firstly grafted to 3 - 

amino propyl triethoxysilane (APTES) to form amine functional groups 

on the surface. Glutaraldehyde was then used as bonding bridge to graft 

HA and collagen through the reaction between amine and aldehyde. 

Factors affecting the grafting efficiency such as collagen concentration, 

time and temperature of the reaction were investigated. Experimental 

results showed that solution of 1 mg/mL collagen,  reaction time of 3 hours 

and reaction temperature of 37°C are suitable conditions for grafting 

collagen onto surface of HA. In addition, the SEM images showed that 

size of HA particles was approximately 1,000 nm and covered by a layer 

of collagen after grafting. 

TÓM TẮT 

Nghiên cứu được tiến hành nhằm gắn kết collagen trích ly từ da cá tra 

(Pangasiidae) lên bề mặt hydroxyapatite (HA) tổng hợp từ xương cá tra 

làm tăng khả năng ứng dụng trong lĩnh vực y sinh. Sau khi trích ly, 

collagen được gắn kết lên bề mặt HA thông qua cầu nối glutaraldehyde. 

Các hạt HA trước tiên gắn kết với 3 – amino propyl triethoxysilane 

(APTES) tạo nhóm chức amine trên bề mặt. Glutaraldehyde là cầu nối 

gắn kết HA và collagen thông qua phản ứng giữa nhóm chức amine và 

aldehyde. Các yếu tố ảnh đến sự gắn kết như nồng độ collagen, pH dung 

dịch phản ứng, thời gian và nhiệt độ của phản ứng được tiến hành khảo 

sát. Kết quả thí nghiệm cho thấy nồng độ collagen 1 mg/mL, dung dịch 

acetic acid hòa tan collagen có pH 3, thời gian phản ứng 3 giờ và nhiệt 

độ phản ứng 37C là điều kiện thích hợp để tiến hành gắn kết. Ngoài ra, 

kết quả chụp SEM cho thấy rằng các hạt HA được chế tạo có kích thước 

khoảng 1.000 nm và bị phủ một lớp collagen sau khi gắn kết. 
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1. GIỚI THIỆU 

Hydroxyapatite (HA) có công thức hóa học 

[Ca10(PO4)6(OH)2], là thành phần khoáng vô cơ 

quan trọng, chiếm 60-70% trọng lượng xương người 

và động vật (Mostafa, 2005; Sobczak, Kowalski, & 

Wzorek, 2009). Đây là vật liệu tiềm năng có thể 

được sử dụng trong lĩnh vực y học do tính tương 

thích sinh học tốt của chúng đối với tế bào khi cấy 

ghép. HA có thể được tổng hợp bằng nhiều phương 

pháp khác nhau như sol–gel, ngưng tụ hóa học, thủy 

nhiệt và vi nhũ tương (Barakat et al., 2008), từ các 

tiền chất khác nhau như CaO, Ca(NO3)2, CaHPO4, 

CaCO3, Ca(OH)2, P2O5, CaCl2, CaSO4 và 

(NH4)2HPO4 (Sadat-Shojai, Khorasani, Dinpanah-

Khoshdargi, & Jamshidi, 2013). Ngoài ra, HA còn 

có thể điều chế từ các nguồn nguyên liệu tự nhiên 

như vỏ sò, vỏ trứng, san hô, và xương động vật. 

HA là một loại khoáng vô cơ nên có nhiệt độ 

nóng chảy rất cao và bề mặt khá trơ nên việc tạo 

hình và ứng dụng chúng là một thử thách đối với các 

nhà nghiên cứu. HA có thể dùng để chế tạo 

bioceramic và tiến hành ở nhiệt độ rất cao (1.300–

1.400°C), ở đó quá trình thiêu kết thể xảy ra làm cho 

vật liệu rắn chắc. Tuy nhiên, bên cạnh đó khối vật 

liệu trở nên giòn dễ vỡ và hoạt tính sinh học ít nhiều 

bị thay đổi. Ngoài ra, HA có thể được được sử dụng 

như là thành phần cốt liệu để đưa vào các loại 

polymer tổng hợp nhằm để tăng cường cơ tính và 

khả năng tương hợp sinh học của chúng khi chế tạo 

thành các vật liệu sử dụng trong lĩnh vực y sinh. Do 

bề mặt của HA khá trơ nên sự liên kết giữa HA và 

polymer rất kém dẫn đến không làm tăng cơ tính của 

polymer thậm chí còn làm giảm khi đưa HA vào nền 

polymer. 

Chính vì thế, bề mặt HA cần được hoạt hóa hay 

gắn kết một số nhóm chức nhằm tăng cường khả 

năng liên kết của chúng với polymer. Collagen là 

polymer tự nhiên được xem như hợp chất tiềm năng 

có thể kết hợp lên bề mặt HA nhằm làm tăng khả 

năng liên kết với polymer và đồng thời làm tăng 

cường tương thích sinh học so với các thành phần 

riêng lẽ từ đó làm tăng tính ứng dụng của HA 

(Yoshimura & Byrappa, 1994). Sự gắn kết giữa HA 

và collagen được thực hiện qua một số phương pháp 

như tạo mầm tinh thể HA trên sợi collagen (Traub, 

Arad, & Weiner, 1989; L. Zhang et al., 2010), đồng 

kết tủa (Kikuchi et al., 2004; Sato, Kumagai, & 

Tanaka, 2000) và liên kết ngang (cross-linking) 

(Zeeman, Feijen, & Dijkstra, 1998). Tuy nhiên, 

phương pháp tạo mầm tinh thể và đồng kết tủa 

không thể vừa gắn kết với collagen và vừa cho HA 

có độ tinh khiết cao. Vì thế, phương pháp liên kết 

ngang đã được sử dụng và đây là phương pháp sử 

dụng để gắn kết các phân tử như protein hay các hoạt 

chất lên bề mặt các vật liệu trơ như nano-Fe2O3 ứng 

dụng trong dẫn truyền thuốc (Chen et al., 2012). 

Tương tự, Fe2O3, bề mặt của HA tương đối trơ 

về mặt hóa học đối với các hợp chất có hoạt tính sinh 

học chẳng hạn collagen vì thế không thể gắn kết trực 

tiếp collagen lên bề mặt HA. Do đó để gắn kết 

collagen lên bề mặt HA, nghiên cứu tiến hành theo 

các bước được mô tả như Hình 1. Bước đầu, bề mặt 

HA được phản ứng gắn kết APTES, tạo sản phẩm 

HA-APTES mang nhóm chức amine trên bề mặt. 

Tiếp theo, phân tử glutaraldehyde (C5H8O2) mang 

hai nhóm chức CHO ở hai đầu, có nhiệm vụ là cầu 

liên kết phân tử collagen lên bề mặt HA-APTES 

thông qua phản ứng giữa các nhóm CHO và amin. 

Sự gắn kết của APTES lên bề mặt của HA và 

collagen lên bề mặt của HA-APTES được đánh giá 

bằng phương pháp phân tích phổ hồng ngoại FT-IR 

và hình thái bề mặt của HA trước và sau khi gắn kết 

được đánh giá bằng kính hiển vi điện tử quét (SEM). 

 

Hình 1. Sơ đồ mô tả gắn kết collagen lên bề mặt HA 
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2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Hóa chất 

Xương và da cá tra (Pangasius hypophthalmus) 

được cung cấp từ nhà máy chế biến thủy sản thuộc 

khu công nghiệp Trà Nóc. Các hóa chất như NaOH, 

H3PO4, NH3, HCl, NaCl, Glutaraldehyde (GA), 

Phosphate-buffered saline (PBS), (3-aminopropyl) 

triethoxysilane (APTES), Cồn và enzyme pepsin 

được cung cấp bởi công ty Merck (Việt Nam). 

2.2. Điều chế hydroxyapatite từ xương cá tra 

Xương cá tra sau khi thu mua sẽ được rửa sạch 

và hầm trong 4-6 giờ để loại bỏ thịt và mỡ. Mẫu 

xương sau đó được xử lý trong dung dịch NaOH 0.1 

M trong 24 giờ để loại béo, protein trên xương. Mẫu 

được tiếp tục rửa với nước, sấy khô ở 100℃ và nung 

900℃ trong 6 giờ để loại bỏ hết tạp chất hữu cơ còn 

lại trong xương. Mẫu xương cá sau khi nung được 

nghiền tạo thành bột với kích thước khoảng 5-10 µm 

sử dụng máy nghiền bi siêu tốc. Bột xương cá 

(BXC) phản ứng với dung dịch H3PO4 60 mM với tỉ 

lệ 1/10 (g/mL), nhiệt độ phản ứng 90℃, pH 11 (NH3 

được sử dụng để điều chỉnh pH) và khuấy đều trong 

2 giờ. Hỗn hợp sau đó được đưa về nhiệt độ phòng 

và giữ ổn định 24 giờ, lọc và sấy khô ở nhiệt độ 

100℃. Mẫu được tiếp tục nung ở nhiệt độ 1000℃ 

nhằm ổn định cấu trúc sản phẩm HA. 

2.3. Trích ly collagen từ da cá tra 

Collagen được trích ly từ da cá tra bằng enzyme 

pepsin (Singh, Benjakul, Maqsood, & Kishimura, 

2011). Giai đoạn xử lý sơ bộ: mẫu da cá tra nguyên 

liệu sau khi thu mua từ nhà máy được rửa sạch với 

nước cất, cắt nhỏ kích thước khoảng 2 cm  2 cm và 

xử lý trong dung dịch NaOH 0,1 M với tỉ lệ da cá/ 

dd NaOH = 1:10 g/mL trong 6 giờ, tốc độ khuấy 300 

vòng/phút. Dung dịch NaOH được thay mỗi 2 giờ 

nhằm tăng khả năng loại khoáng và béo. Sau 6 giờ, 

mẫu được lấy ra và rửa sạch với nước cất cho đến 

pH trung tính và tiếp tục được khuấy với ethanol 

99,5% tỉ lệ 1:10 g/mL trong 24 giờ, tốc độ 300 

vòng/phút.  

Sau khi xử lí sơ bộ, mẫu sẽ được cắt nhỏ với kích 

thước khoảng 0,5 cm  0,5 cm và trích ly trong dung 

dịch HCl pH 2 chứa 0,1% pepsin với tỉ lệ da cá/ dd 

HCl = 1:40 g/mL, thời gian 48 giờ và tốc độ khuấy 

300 vòng/phút. Sau khi lọc bỏ bã bằng màng vải, 

dung dịch được kết tủa bằng NaCl 1 M và lọc ở 10C 

thu lấy phần kết tủa. Để loại bỏ NaCl, kết tủa được 

hòa tan bằng dung dịch HCl pH 2 với tỉ lệ 1:20 

g/mL, cho vào ống thẩm tách và tiến hành thẩm tách 

với nước cất trong 24 giờ, tốc độ 400 vòng/phút. 

Thay nước cất 6 lần, mỗi lần cách nhau 4 giờ để tăng 

hiệu quả thẩm tách. Sau 24 giờ thẩm tách sẽ thu 

được dung dịch collagen. Mẫu collagen thu được 

sau khi sấy bằng phương pháp sấy đông khô. Trong 

đó, lưu ý các giai đoạn xử lý và trích ly phải được 

thực hiện ở nhiệt độ thấp 4℃ nhằm tránh sự biến 

tính của nguyên liệu. 

2.4. Gắn kết collagen lên bề mặt 

hydroxyapatite 

Collagen được gắn kết lên bề mặt HA theo 

phương pháp hai giai đoạn (Sionkowska & 

Kozłowska, 2013): (i) gắn kết APTES lên bề mặt 

HA thu được HA-APTES và (ii) gắn kết collagen 

lên bề mặt HA-APTES thu HA-collagen (Hình 1). 

Giai đoạn i, HA nồng độ 1/25 (g/mL) trong ethanol 

tinh khiết được đánh siêu âm 5 phút và huyền phù 

sau đó được đặt trong bể đều nhiệt 70°C và khuấy 

tốc độ 300 v/p. Dung dịch huyền phù HA phản ứng 

với APTES ở nồng độ 0,2 M, hàm lượng nước 

0,75%, thời gian 12 giờ, ở nhiệt độ 70°C. Sau phản 

ứng, hỗn hợp được lọc chân không và rửa 3 lần với 

nước cất và ethanol nhằm loại bỏ phần APTES còn 

thừa và sau đó được sấy ở 60℃ trong khoảng 24 giờ 

thu được HA-APTES. 

Giai đoạn (ii) gắn collagen, HA-APTES được 

phân tán vào dung dịch phosphate buffer saline 

(PBS) tỉ lệ 1:25 (g/mL) và phản ứng với 

glutaraldehyde (GA) ở nồng độ 0,25 M, thời gian 1 

giờ, ở nhiệt độ 30°C. Hỗn hợp được lọc rửa 3 lần với 

PBS để loại bỏ phần GA còn thừa và sấy khoảng 1 

giờ thu được hạt HA-APTES-GA. Để gắn kết 

collagen, hạt HA-APTES-GA sau đó được phân tán 

vào trong dung dịch collagen được hòa tan trong 

acetic acid, khuấy đều với tốc độ 300 rpm. Collagen 

sẽ phản ứng gắn kết lên bề mặt HA thông cầu nối 

GA tạo thành HA-collagen (Hình 1). Các thí nghiệm 

được tiến hành theo phương pháp luân phiên từng 

biến. Các yếu tố ảnh được đến sự gắn kết được khảo 

sát gồm nồng độ collagen thay đổi từ 0,25-1 mg/mL, 

thời gian phản ứng (30-120 phút), pH acetic acid (2-

4), nhiệt độ phản ứng (4-37℃). Mỗi thí nghiệm 

được lặp lại 3 lần để đảm bảo độ lặp lại của kết quả. 

2.5. Phương pháp phân tích 

2.5.1. Phương pháp nhiễu xạ tia X 

Thành phần pha của sản phẩm được xác định 

bằng phương pháp nhiễu xạ tia X (XRD), dòng máy 

D8 Advance của hãng Bruker (CHLB Đức), với góc 

quét 2θ WL = 1.54060 quét từ 10 - 60°, bước đo 0.01 

độ/phút. Thiết bị hoạt động ở hiệu điện thế U = 40 

kV và cường độ dòng điện I = 30 A. Kích thước tinh 

thể trung bình được xác định bằng công thức 
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Scherrer dựa vào giản đồ XRD. Cấu trúc của mẫu 

HA tổng hợp được đánh giá khi so với thẻ chuẩn 

ICDD (International Centre for Diffraction Data) 

(01-080-6199) và thẻ chuẩn JCPDS 9-0432 (Y. 

Zhang, Lu, & Yang, 2012). Trong đó, các peak đặc 

trưng của HA tương ứng với các mặt tinh thể có chỉ 

số Miller (211), (002), (112), (300), (202) và (301) 

sẽ được quan tâm so sánh. 

2.5.2. Phân tích kính hiển vi điện tử quét 

Hình thái và kích thước hạt của sản phẩm HA 

được xác định bằng kính hiển vi điện tử quét (SEM). 

Phương pháp được thực hiện trên dòng máy 

HITACHI S-4800 (Nhật Bản). Thông số thiết bị vận 

hành ở mức điện áp gia tốc U từ 0.5 - 30 kV, độ phân 

giải  = 1 nm và độ phóng đại từ X25 - X800000 

lần. 

2.5.3. Phân tích phổ hồng ngoại FTIR 

Hiệu quả gắn kết được đánh giá thông qua sự 

xuất hiện các nhóm chức trên HA, HA-APTES và 

HA-collagen được xác định bằng phổ hồng ngoại 

(FTIR, Thermo Scientific Nicolet 6700 FT-IR 

Spectrometer, United States) với  bước sóng từ 

4000–400  cm–1, độ phân giải 4 cm–1. Mẫu được trộn 

KBr với tỉ lệ 1%, ép thành film mỏng sau đó tiến 

hành đo và phổ phân tích được xử lý bằng phần mềm 

OMINIC theo máy. Các peak đặc trưng và cường độ 

peak được so sánh đánh giá hiệu quả gắn kết của 

APTES, GA và collagen với HA. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Điều chế hydroxyapatite từ xương cá 

Xương cá tra sau khi xử lý nhiệt được nghiền tạo 

thành bột xương cá (BXC) và chuyển hóa thành 

hydroxyapatite (HA) theo phương pháp đã được đề 

cập. Kết quả phân tích XRD (Hình 2) cho thấy rằng 

phổ nhiễu xạ của mẫu HA xuất hiện các peak đặc 

trưng tại góc 2θ = (25.9; 28; 28.9; 31.9; 32.2; 32.9; 

34.1; 39.8; 46.7; 48.1; 49.5; 50.6; 51.3; 52.1; 53.2). 

Khi so sánh phổ nhiễu xạ của mẫu HA với thẻ chuẩn  

ICDD (International Centre for Diffraction Data) 

(01-080-6199) hay JCPDS 9-0432 (Y. Zhang et al., 

2012) và phổ nhiễu xạ của mẫu HA cung cấp bởi 

hãng Merck cho thấy rằng có độ tương đồng rất cao 

vì vậy có thể nói rằng đã chế thành công HA từ 

xương cá. 
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Hình 2.  Phổ nhiễu xạ tia X (XRD) mẫu: (a) HA cung cấp từ hãng Merck và (b) HA tổng hơp từ xương 

cá tra 

3.2. Trích ly collagen từ da cá tra 

Da cá sau khi xử lí sơ bộ và trích ly trong dung 

dịch HCl pH 2 chứa 0,1 % pepsin với tỉ lệ 1:40 

g/mL, thời gian 48 giờ và tốc độ khuấy 300 

vòng/phút theo quy trình đã được đề cập. Mẫu 

collagen sau khi trích ly được tiến hành phân tích 

phổ hồng ngoại (FTIR). Kết quả phân tích (Hình 3) 

cho thấy mẫu phổ hồng ngoại của mẫu collagen tồn 

tại các peak đặc trưng tại bước sóng hấp thu 3284, 

2927, 1650, 1550 và 1370 cm–1 tương ứng với các 

dao động của amine A, amine B, amine bậc I, II, III 

(Singh et al., 2011). 
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Hình 3. Phổ FTIR của collagen trích ly từ cá tra 

3.3. Gắn kết APTES lên bề mặt của 

hydroxyapatite 

APTES (3 – amino propyl triethoxysilane) là tác 

nhân hoạt hóa bề mặt cho nhiều vật liệu khác nhau 

như TiO2, SiO2 và Fe3O4 (Chen et al., 2012; Meroni 

et al., 2016; Song, Hildebrand, & Schmuki, 2010). 

Trong nghiên cứu này, HA được gắn kết bằng 

APTES theo phương pháp như đã được trình bày 

phần thực nghiệm nhằm tạo gốc amine gắn kết 

collaegn (Hình 1). Trong đó HA nồng độ 1/25 

(g/mL) trong ethanol tinh khiết phản ứng với 

APTES ở nồng độ 0,2 M, hàm lượng nước 0,75%, 

thời gian 12 giờ, ở nhiệt độ 70°C nhằm thu được 

HA-APTES. Kết quả phân tích phổ phân tích hồng 

ngoại (Hình 4) cho thấy rằng mẫu HA ban đầu được 

đặc trưng bởi peak hấp phụ ở 3570 cm-1 tương ứng 

cho liên kết OH và peak hấp thụ 1046, 962, 601 và 

571 cm–1 tương ứng cho 4 peak hấp phụ đặc trưng 

strectching của ion ν-PO4
3-. Khi mẫu HA được gắn 

kết phân tử APTES thì phổ FTIR xuất hiện các peak 

đặc trưng của APTES với các peak hấp phụ tại 3400 

cm-1
 và 1550 cm–1 tương ứng hấp phụ stretching và 

bending của nhóm NH2, cùng với peak hấp phụ tại 

2929 cm-1 và 1450 cm-1 tương ứng hấp phụ 

stretching và bending của CH2. Ngoài ra, sự xuất 

hiện peak hấp phụ tại bước sóng 1410 cm–1 và 471 

cm–1
 tương ứng là đặc trưng cho dao động bending 

CH2-Si và stretching của liên kết Si-O-Si là liên kết 

mới được hình thành trong quá trình gắn kết giữa 

HA và APTES từ phản ứng polymer hóa (Chang & 

Tanaka, 2002; Goonasekera, Jack, Cooper-White, & 

Grøndahl, 2013). Vì thế APTES đã gắn thành công 

lên bề mặt HA bằng sự xuất hiện các peak đặc  trưng 

ở 3400 cm–1, 2929 cm–1, 1550 cm–1, 1450 cm–1
 , 

1410 cm–1
  và 471 cm–1

 tương ứng cho các liên kết 

của các nhóm NH2, CH2, CH2-Si và Si-O-Si. 
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Hình 4. Phổ FTIR của mẫu HA và HA-APTES. Điều kiện tạo mẫu: HA ethanol 1/25 (g/mL), APTES 

0,2 M, hàm lượng nước 0,75%, 12 giờ phản ứng và nhiệt độ 70°C 
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3.4. Ảnh hưởng của nồng độ collagen đến 

khả năng gắn kết lên bề mặt HA 

Để gắn kết collagen, HA-APTES được phân tán 

vào dung dịch phosphate buffer saline (PBS) tỉ lệ 

1:25 (g/mL) và phản ứng với glutaraldehyde (GA) ở 

nồng độ 0,25 M, thời gian 1 giờ, ở nhiệt độ 30°C. 

Hỗn hợp được lọc rửa 3 lần với PBS để loại bỏ phần 

GA còn thừa và sấy khoảng 1 giờ thu được hạt HA-

APTES-GA. Các hạt này tiếp tục được sử dụng gắn 

kết với collagen để tạo thành HA-collagen thông qua 

cầu nối aldehyde của GA. Các thí nghiệm được tiến 

hành ở các nồng độ collagen thay đổi từ 0,25 – 1 

mg/mL để khảo sát ảnh hưởng của nồng độ collagen 

đến quá trình gắn kết. Yếu tố cố định: thời gian phản 

ứng 60 phút, dung dịch acetic acid hòa tan collagen 

có pH=3, thời gian gắn kết 1 giờ, nhiệt độ phản ứng 

30C. Kết quả phân tích FT-IR mẫu sau khi gắn kết 

(Hình 5) cho thấy bên cạnh sự hiện diện các peak 

đặc trưng của HA-APTES còn có sự xuất hiện của 

các peak tại bước sóng 1628 cm-1, 1550 cm-1và 1370 

cm-1 là các peak đặc trưng của amine I, amine II, 

amine III và peak ở 1750 cm-1 đặc trưng cho nhóm 

chức C=O của GA (Barth & Zscherp, 2002; Coates, 

2006). Qua đó có thể nói rằng đã gắn kết thành công 

cho collagen gắn vào bề mặt phân tử HA. Ngoài ra, 

phổ FTIR (Hình 5) cũng cho thấy rằng nồng độ 

collagen càng cao, quá trình gắn kết diễn ra tốt hơn. 

Khi nồng độ collagen tăng lên thì cường độ peak của 

các nhóm amine có xu hướng tăng có nghĩa là khả 

năng gắn kết tốt hơn vì nồng độ collagen tăng lên 

thúc đẩy quá trình gắn kết diễn ra nhanh chóng, động 

học phản ứng tăng lên (Azami, Rabiee, & 

Moztarzadeh, 2010). Kết quả phân tích trên cho thấy 

rằng nồng độ collagen ở 1 mg/mL cho kết quả gắn 

kết tốt nhất. 
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Hình 5. Phổ FTIR của các mẫu HA gắn kết với collagen ở các nồng độ khác nhau  

a) 0 mg/mL; b) 0,25 mg/mL; c) 0,5 mg/mL; d) 0,75 mg/mL; e) 1 mg/mL. Các yếu tố cố định: HA-APTES/dd PBS = 1/25 

(g/mL), thời gian phản ứng gắn kết 60 phút; dung dịch acetic acid hòa tan collagen có pH 3, nhiệt độ 30C 

Ảnh hưởng của thời gian đến khả năng gắn 

kết collagen với HA 

Khảo sát ảnh hưởng của thời gian phản ứng gắn 

kết thí nghiệm được tiến hành ở các khoảng thời 

gian khác nhau thay đổi từ 1–5 giờ. Trong đó, nồng 

độ collagen 1 mg/mL, dung dịch acetic acid pH 3, 

nhiệt độ phản ứng 30C sẽ được cố định. Kết quả 

phân tích FTIR mẫu sau khi gắn kết cho thấy rằng 

khi thời gian phản ứng tăng lên từ 1–3 giờ thì cường 

độ peak ở 1628 cm–1 của nhóm amine I tăng lên rõ 

rệt (Hình 6a-c). Tuy nhiên khi thời gian tăng lên 4-

5 giờ thì các peak hấp thụ bị nhiễu và trở nên không 

rõ rệt (Hình 6d-e). Điều này cho thấy thời gian 3 giờ 

là thời gian phù hợp để gắn kết collagen với HA. 
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Hình 6. Phổ FTIR của các mẫu HA gắn kết collagen với mốc thời gian khác nhau 

a) 1 giờ; b) 2 giờ; c) 3 giờ; d) 4 giờ; e) 5 giờ. Các yếu tố cố định: HA-APTES/dd PBS = 1/25 (g/mL), dung dịch acetic 

acid hòa tan collagen có pH 3, nồng độ collagen 1g/mL, nhiệt độ 30C. 

3.5. Ảnh hưởng của nhiệt độ phản ứng đến 

khả năng gắn kết collagen lên bề mặt HA 

Phản ứng gắn kết collagen được tiến hành ở các 

nhiệt độ từ 4–37C trong đó nồng độ collagen 1 

mg/mL, thời gian phản ứng 3 giờ, dung dịch acetic 

acid hòa tan collagen có pH=3. Kết quả phân tích 

FT-IR mẫu sau khi gắn kết cho thấy rằng nhiệt độ 

càng cao thì quá trình gắn kết các phân tử collagen 

lên bề mặt hạt HA-APTES-GA diễn ra tốt hơn. Tín 

hiệu của các nhóm amine bậc I và III tăng khi nhiệt 

độ tăng từ 4 đến 37C. Ở 4C tín hiệu 1740 cm-1 của 

nhóm C=O của GA có cường độ cao nhất và cường 

độ giảm dần khi nhiệt độ tăng lên 37C. Đồng thời, 

tín hiệu nhóm imin (-C=N-) tăng dần khi nhiệt độ 

tăng từ 4 đến 37C. Điều này là do khi nhiệt độ tăng 

lên đã làm tăng tốc độ phản ứng của các nhóm amine 

của phân tử collagen với nhóm –CHO có trong GA. 

Từ phân tích trên cho thấy rằng điều kiện 37C tối 

ưu cho quá trình gắn kết collagen vào phân tử HA-

APTES-GA. Kết quả chụp SEM cho thấy rằng so 

với HA chưa gắn kết (Hình 8a), bề mặt HA gắn kết 

APTES xuất hiện một lớp mỏng phủ lên bề mặt 

(Hình 8b) và bề mặt HA khi gắn kết collagen có sự 

xuất hiện lớp phủ dầy trên bề mặt (Hình 8c) vì thế 

một lần nữa khẳng định thêm sự gắn kết thành công 

collagen trên bề mặt HA.  
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Hình 7. Phổ FT-IR của các mẫu HA-APTES-GA-Col ở nhiệt độ phản ứng khác nhau 

a) HA-APTES, b) 4C, c) 20C, d) 30C,  e) 37C. Các yếu tố cố định: HA-APTES/dd PBS = 1/25 (g/mL), dung dịch 

acetic acid hòa tan collagen có pH 3, nồng độ collagen 1g/mL, thời gian phản ứng 3 giờ 
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Hình 8. Ảnh SEM của mẫu: a) HA từ xương cá, b) HA-APTES, c) HA-Collagen  

4. KẾT LUẬN  

Nghiên cứu cho thấy rằng có thể trích ly collagen 

từ da cá tra và gắn kết chúng lên bề mặt 

hydroxyapatite được điều chế từ xương cá. Trong đó 

điều kiện gắn kết hiệu quả, thời gian phản ứng 3 giờ, 

dung dịch acetic acid pH 3, nhiệt độ phản ứng 37C 

và  nồng độ collagen 1 mg/mL. Kết quả nghiên cứu 

chứng tỏ rằng có thể hoạt hóa bề mặt hydroxyapatite 

bằng protein nhằm tăng cường khả năng tương tác 

với polymer và hoạt tính sinh học của vật liệu từ đó 

mở ra nhiều hướng ứng dụng trong lĩnh vực y sinh. 
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