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PREPARATION AND PROPERTIES OF NANOHYDROXYAPATITE FROM FISH BONES
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TOM TAT

Xuwong cd la nguon nguyén liéu rat phong phii @é thu nhan hydroxyapatit (HA), mét hop chat ciing dwoc
tim thdy trong xwong va rang ciia con nguoi. Trong nghién cieu nay, HA 6 kich thudc nanomet dwoc tach tir
xwong cd chém (Lates calcarifer), ca diéu hong (Oreochromis sp.) va cd ré phi (Oreochoromis niloticus) qua
hai bude xir Iy nhiét. Ban dau, phé liéu ca dwoc dun séi voi nuwée trong 2 gio- dé logi bé cdc phan hitu co thu
duwoe xwong cd thé. Sau do, xwong cd thé dwge nung tai nhiét do 500 — 900°C trong thoi gian 1 — 3 gio dé thu
nhan HA kich thieoc nanomet. Cac san phcfm HA thu dwoc tir cdac logi xwong ca khdc nhau déu cé do két tinh
va do xop cao dua trén phan tich phé nhiéu xa tia X (XRD) va kinh hién vi quét dién tir (SEM). Doi voi xuwong
ca chém, HA co kich thuoc trong khoang 30 — 50 nm khi nung xwong ca tho o 700°C trong 2 gio. Qui trinh thu
nhdn HA khd don gian va dé dang trién khai & qui mé Ién. Hon nita, san pham HA kich thuée nanomet véi
nguon goc tw nhién cé tiem nang g dung trong nhiéu linh nhw thie pham va y dwoc.

Tir khéa: Phé liéu thity san, hydroxyapatit kich thiedc nano, xwong cd, phirong phép xir 1y nhiét
ABSTRACT

Fish bones are reported to be abundent raw materials for production of hydroxyapatite (HA), which is
also found as a main component of human bones and teeth. In this study, hydroxyapatite nanoparticles were
prepared from three fish bones including Barramundi (Lates calcarifer), Red Tilapia (Oreochromis sp.) and
Tilapia (Oreochoromis niloticus) by a two-step thermal treatment. Firstly, fish by-products were boiled with
water for 2h to remove organic components and obtained raw bones. Secondly, these bones were calcinated at
a range of 500 — 900°C for 1 — 3h to recover HA nanoparticles. From XRD and FTIR spectra and SEM images,
all HA nanoparticles have a high purity and porousity. For Barramundi bones, HA with a size of 30 — 50 nm
was obtained by calcinated at 700°C for 2 h. This recovery method is facile and efficient and can be scale-up
easily. Moreover, these biological HA nanoparticles have many potential applications in food, medicine and
pharmacy.

Keywords: Seafood by-products, nanohydroxyapatite, fish bone, thermal treatment

I. PAT VAN DE

Hién nay, qua trinh ché bién phi 1é ca tai cac
nha may tao ra mot lugng 16n cac phé liéu gdm
xuong, thit sot lai, mau, ndi tang va da (chiém
khoang 40-60% so véi trong lugng céa khi danh
bat). Cac phé liéu nay duoc dung chu yéu dé
san xuét bot ca, dau ca, phén boén, thirc an cho
gia stc va gia cam [1-3]. Tuy nhién, hau hét
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cac san pham trén déu co gia tri kinh té thap do
d6 dan t6i lang phi tai nguyén. Béi vi, theo cac
nghién ctiru gan déy, nhiéu hoat chat sinh hoc
c6 gid tri cao (peptit, axit béo, enzym, khoang
va polyme sinh hoc) c6 thé dugc tach chiét tir
phé lidu c4 va co thé dugc tng dung trong thuc
pham, y hoc va dugc phiam [4]. Trong do,
xuong ca ¢6 chra mdt lwong 16n mot hop
chat cua canxi va phét-pho c6 tén goi la
hydroxyapatit (viét tat 1a HA, cong thuc
phéan tu la Ca, (PO,),(OH),). Day ciing la
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thanh phan chinh duoc tim thiy trong xwong
va rang clia co thé nguoi va dong vat, cu thé
HA chiém dén 65 — 70% khéi luong xuong va
khoang 99% khdi lugng rang [5-7].

HA c6 thé duoc diéu ché bang phuong phap
hoa hoc nhd phan tmg cua cac hogp chét co
chira canxi va phdt-pho. San pham tong hop
nay da duogc nghién ctru va ung dung lam vat
liéu thay thé va han gan nhimg hu hong cua
xuwong do bénh ly hoac tai nan [8-9]. O dang
bot, HA duoc phéi tron voi mot s6 khoang chét
khac dé dung trong bao ché thudc chdng lodng
xuong va thyc pham chire nang [10]. HA ciing
dugc hoa tan trong nude giai khat dé bd sung
canxi cho nguoi st dung [10]. O dang mang,
mot 16p HA mong, siéu min co the tao nén 16p
men rang, gan két cac chi tiét ndi xwong va 16p
pht bé mit cho xwong nhan tao [11]. Ngoai
ra, HA dang x6p dugc (mg dung dé sira chita
cac khuyét tat ciia xuong va rang [10,11]. Tuy
nhién, viéc str dung cac hoa chat khi tong hop
HA lai doi hoi phai tién hanh cac budc tinh ché
va loai bo cac hop chat khong phan tig va san
pham phu [11]. Néu cac chat nay khong duoc
loai bo hoan toan s& anh hudng dén chat luong
ctia san pham va c6 thé tac hai voi d6i tugng str
dung. Do do, viéc nghién ctru thu nhan HA tir
céc nguodn tu nhién 1a rat can thiét.

Trong nghién clru nay, cac hat HA kich
thudc nano thu dugc tr xwong mot s6 loai ca
bang phuong phap xt Iy nhiét. Muc tiéu cua
nghién ctru nay 1a danh gia thanh phan va tinh
chat ctia phé liéu ca va xwong ca tho thu dugc
sau qué trinh tién xir Iy. Sau dé, khao sat anh
hudng ctia nhiét d¢ va thoi gian nung dén kich
thudc va do két tinh cia san pham HA thu
dugc. Pay 1a nghién ctru budc diu nhim ché
tao ra hat HA kich thudc nanomet va do xép
cao tu ngubn tu nhién thong qua mot phuwong
phép de dang, hiéu qua va c6 thé tmg dung dé
san xuat & qui rno lon Pdng thoi, nghién ctru
cling mong mudn tlen tdi tao ra mot san pham
c6 gia tri cao tir ngudn phé liéu trong qua trinh
ché bién ca tai Viét Nam.

II. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

NGHIEN CUU
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1. Vit liéu

Céc mau phé liéu ca (chém, 16 phi va diéu
hong) duogc thu nhan tir Khu phi-1é ca, gan
quiy ban thuy san tai Siéu thi Lotte Nha Trang.
Dia chi: S6 58 Puong 23 Thang 10, Phuong
son, Nha Trang. Cac miu dugc dong trong
tai PA, bao quan lanh khi van chuyén va cap
dong -20°C cho dén khi dugc xir Iy & phong thi
nghiém. Hoéa chat dung nghién ctru déu thude
loai tinh khiét phan tich.

2. Phuwong phap nghién ciru

So d6 bb tri thi nghiém tong quat nghién ctru
thu nhan HA kich thudc nanomet bang phwong
phap nhi¢t dugc trinh bay trong Hinh 1. Theo
d0, qua trinh thu nhan gém 2 budc xir 1y nhiét
va cudi ciing san pham duoc phan tich, danh gia.
2.1. Tién xir Iy nguyén liéu

Phé liéu c4 duoc dun s6i trong 2 gid dé tach
phan hitu co tan va phan v6 co khong tan. Phan
xuong khong tan dugc loc tach va ria sach
bang nudc nong 3 lan. Sau do, siy kho & 70°C
trong 12 gid thu dugc xuong ca tho.

2.2. Thu nhdan HA

Quy trinh thu nhan HA bing phuong phap
nung dugc dua trén cac cong bd trude day co
diéu chinh [8, 12,13]. Xuong c4 th duoc nung
0 cac nhiét do 500, 600, 700 va 900°C trong
khoang thoi gian 2 gid dé khao sat anh huong
cua nhi¢t d§. Nung xuong cé tho ¢ 700°C trong
khoang thoi gian 1, 2 va 3 gio dé khao sat anh
huong cua thm gian. Toc do gia nhiét 1a 5°C/
phiit di voi tat ca cac thi nghiém.

2.3. Pdnh gid tinh chat nguyén liéu va san
phdm

Ham luong khoang, am cua nguyén liéu
dugc xac dinh theo phuong phap chuan cua
AOAC (2000) ¢ 105 va 550°C. Ham lugng
lipid duoc phan tich theo phuong phap Folch.
Ham luong protein thé xac dinh bang phuong
phap Kjeldahl.

Hinh dang va kich thudc cia HA dugce chup
bang kinh hién vi quét dién tir S-4800 cua hing
Hitachi. Do két tinh cia HA duoc danh gia trén
phd nhiéu xa tia X v6i nhidu xa ké X'Pert-PRO
MPD cuia hing PANalytical sir dung tia chiéu
xa Cu Ko (L= 1,54 A) véi hiéu dién thé 40 kV
va cuong do 40 mA, gdoc quét 4°<20<44°, budc
quét 0,05°, tde do quét 1°/min, ¢ nhiét do 25°C.
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Céu trac hoa hoc ciia HA dugc phan tich bang 3. Xir Iy s6 li¢u

phé hip phu hdng ngoai Nicolet iS10 ctia hing Céc thi nghiém trén duoc lap lai 3 lan va
Thermo Scientific trong khoang 548-4000 s6 liéu duoc xir Iy va vé dd thi trén ph?m mém
cm~! v6i do phan giai 16 cm-' trong 32 1an quét Origin 10.0.

st dung chat nén KBr.

Pun s61, 2 gio
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]
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@—D chét cua HA

Hinh 1. So d6 bd tri thi nghiém nghién ctru thu nhan HA biang phwong phap nhiét.

III. KET QUA VA THAO LUAN ¢6 su khac nhau vé do 4m, ham luong protein,
1. Thanh phén phé li¢u ca lipid va tro. Két qua phan tich cac chi tiéu hoa
Trong qui trinh phi-1€ c4, tuy theo loai ca hoc co ban ctia cac loai phé lidu ca sau phi-1é
nguyén liéu ban dau ma phé liéu thu duoc s& trong nghién ctru nay duoc trinh bay ¢ Bang 1.
Bang 1. Thanh phin héa hoc co ban ciia mét sé phé ligu ca

Nguon phé liéu Protein (%) Lipid (%) Khoang (%) Tai liéu

Ca chém (dau, xwong, ndi tang) 323+0,1 10,4 £0.2 10.,5+0,2

(Lates calcarifer)

C4 16 phi 353+03 24+01 135+0,2 | Nghién ctru

(Oreochromis niloticus) nay

Ca diéu hong 38,6+02 8.9+0.2 11,6 +0.3

(Oreochromis sp.)

Ca chém (dau, xuong) 164 +0.3 83+02 105+0.2 [14]

(Lates calcarifer)

Ca ngtr (dau) 148 +0,1 13,5+0,1 118+1,1 [15]

(Thunnus albacares)

TRUONG DAI HOC NHA TRANG e 55



Tap chi Khoa hoc - Cong nghé Thuy san

S6 3/2018

Két qua cho thdy, thanh phan héa hoc chu
yéu cta cac phé liéu cé 1a protein, khoang va
lipid. Ty 1€ cac ham lugng trén khac nhau phu
thudc rat nhiéu vao cac loai ca. Ddi véi tat ca
céc loai phé lidu ca khao sat trong nghién ciru
nay, ham lugng protein khoang 30-35 wt.%.
Trong khi d6, ham luong khoang chiém 10-15
wt.%. Ham luong lipid ¢6 sy khac nhau kha
16n giita c4 chém (10,4 wt.%), ca diéu hong
(8,9 wt.%) so véi ca ro phi (2,4wt.%). Tir két
qua phan tich ¢ trén cho thay, chung ta c6 thé
thu nhan protein, khoang chét va lipid tir phé
liéu ca cho cac ung dung khac nhau. Trong
do, lugng khoang chat chu yéu trong xwong
ca chinh 1a HA, mot khoang chét rat tot va da
duogc nghién ctru ing dung trong céc nganh
nhu thyc pham va y dugc [4,10,11].

2. Tién xir Iy phé li¢u ca

Qué trinh tién x{r 1y nhdm tach riéng phan
hitu co chita chu yéu 14 protein tir luong thit
con lai sau phi-1é va phan ndi tang cua ca.

Trong thuc té, c6 mot sé cach khac nhau dé
tach riéng phan hitu co va vo co nay nhung phd
bién nhét 12 phuong phap dun s6i bang nudc va
phuong phép thily phan protein sir dung kiém
hodc enzym. Trong nghién ctru nay, ching toi
su dung phuong phap dun soi vi day l1a phuong
phap don gian, d& trién khai, khong str dung
hoa chat nén giam thiéu 6 nhiém moi truong.

Mau ca phé liéu duge cho vao ndi chira
nude cat véi ty 18 1/10 (w/v), sau d6 dun soi
trong 2 gio. Sau do, xuong ca duoc loc tach,
rira bang nudc nong 3 1an va siy kho sé thu
dugc xuong ca dang tho. Hinh 2 1a hinh anh
phé liéu ca va xuong ca thd thu duoc sau khi
dung sbi trong 2 gio, rira sach va sdy kho. Két
qué cho thdy xuong c4 diéu hong tho thu duoc
sau khi tach phan hiru co c6 hoi vang (Hinh
2a), con xuong ca chém (Hinh 2b) va xuong
¢4 6 phi (Hinh 2¢) ¢6 mau tring. Mau vang co
thé 1a do phan hiru co con lai bam chit trén bé
mat cua xuong.

Hinh 2. (a) Xwong ca diéu hong, (b) ca chém va (c) c4 rd phi ¢ dang thd sau qua trinh tién xir ly.

Thanh phén co ban ciia cac mau xuong tho
duoc phan tich va trinh bay trong Bang 2. Theo
d6, cac thanh phan phi khoang da giam di nhiéu
s0 v&i nguyén liéu ban dau. Thanh phan xwong
tho co chira trén 50% vé khoi lugng 1a khoang

chat. Cac nghién ctru trude dy di chi ra ring
khoang chit nay chinh 1a hydroxyapatite [4-6].
Do d6, day chinh 1a nguon nguyén liéu tét tiém
nang dé san xuat HA c6 d¢ tinh khiét cao va c6
ngudn gdc tir ty nhién.

Bang 2. Thanh phin nguyén li¢u xwong c4 thé khi xir Iy nguyén liéu biang cich dun sbi

Xuong ca tho D am (%) Khoang (%) Phi khoang (%)
Ca chém N

(Lates calcarifer) 25.4+0.,6 51.5+0.5 23.1+03
Ca 16 phi .

(Oreochromis niloticus) 7403 61,8+0.4 30.8+£0.,5
Cadiéu hong 14,6 +0,5 52,5+0.6 329+0,7
(Oreochromis sp.)
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3. Anh hwéng ciia nhiét dg nung

Qua trinh nung xuong ca tho ¢ nhiét d6 cao
(500 — 900°C) s& loai bd hoan toan phan hiru
co lién két chit ché trong xuong ca dé thu nhan
HA. Do d6, nhiét 9 nung c6 anh huong rat 16n
dén hinh dang va kich thuéc cua hat HA. Hinh
anh SEM cua HA thu dugc khi nung xuong ca
chém ¢ cac nhiét d6 khac nhau dugc trinh bay
trong Hinh 4. RS rang, khi nung xuong ca ¢
500°C thi san phém HA thu dugc 6 su két dinh
v6i nhau, khong tach thanh cac hat kich thudc
nanomet. Nhung khi tién hanh nung xuong ca

ol @
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10.0kV 9.4mm x20.0k

0 cac nhiét do cao hon (600 va 700°C) thi cac

hat HA thu duoc tach roi nhau kha ro rét voi
kich thudc khoang 30 — 50 nm. Két qua nay
twong duong v6i két qua thu nhan HA trong
diéu kién tuong tu tir xuong ca ngir (~ 50 nm)
[12] va nhé hon nhiéu so véi HA tir xwong
¢4 tuyét (300 — 500 nm) [13]. Tuy nhién, tai
900°C thi cac hat HA lai c¢6 xu huong két dinh
lai v6i nhau va kich thude hat 16n hon (50 — 70
nm). Nhu vay, tai nhiét d6 nung 700°C, cac hat
HA c6 kich thuéc nhé va ddng déu nhat. Hién
tuong két dinh cua cac hat & nhiét d6 cao c6 thé
duogc giai thich dudi day.

||||||||

Hinh 3. Anh SEM ciia HA tir xwong ¢4 chém khi nung & cic nhiét d9 khac nhau:
(a) 500°C, (b) 600°C, (c) 700°C, (d) 900°C trong cung khoang thoi gian 2 gio.

Qua trinh nung thu nhan HA tor xuong ca
tho c6 thé xay ra theo 3 giai doan: (i) dbt chay
cac hop chét hitu co, (ii) tach loai nude, (iii)
phan huy HA. Giai doan thir nhat xay ra trong
khoang nhiét d6 350 — 550°C, do d6 san pham
HA thu duge ¢ 500°C van con mdt lwong nho

chét hitu co chua bi dbt chay. Vi vay cac hat
HA c6 sy két dinh voi nhau (Hinh 3a). Khi
nung & nhiét dd cao hon (600 va 700°C) thi
cac hop chit huu co di duoc loai bo hoan toan
do d6 san pham HA thu duoc gdm cac hat kich
thudc nho, dong déu va khong két dinh véi
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nhau (Hinh 3b va 3c). Tuy nhién, khi tién hanh
nung ¢ nhi¢t do 900°C thi cac hat HA lai dinh
v6&i nhau nhiéu hon (Hinh 3d). Di€u nay co6 thé

giai thich do xay ra qua trinh tach nudc va phan
hiy HA tai nhiét d6 cao 850 — 900°C theo cac
phuong trinh phan tng sau [13]:

Ca;o(PO4)s(OH), = Ca;o(PO4)s(OH),,O0, +xH,0 (1)
Ca,o(PO4)s(OH), = 2Ca;3(PO,), + Ca,P,0, + H,0 2

Nhu vay, dé thu nhan HA co6 kich thudc
nano nho nhat va dong déu nhat thi can tién
hanh nung xuong ca tho ¢ nhiét do 700°C trong
thoi gian 2 gio. Piéu kién nung niy ciing s&
giam thiéu kha nang mat nudc va tranh su phan
hay HA.

4. Anh huéng ciia thoi gian nung va céu tric
hoa hoc ciia HA

Thoi gian nung c6 anh hudng dén tinh chat
két tinh ctia san pham. Tir két qua ciia anh
hudng boi nhiét do dén tinh chét san phém
trong muc 3.3, chung t6i lya chon ¢ dinh nhiét
d6 700°C va xuong c4 chém tho dé danh gia
anh hudng cuia thoi gian nung khac nhau (1, 2
va 3 gio). bo két tinh cua san phérn dugc danh
gi4 thong qua phd nhiéu xa tia X.

(c)
:
2
s |(0) “u
c
5 P Ll

MUVUMMM

40 50 60 70

2theta (degree)

Hinh 4. Phé XRD ciia sin phdm HA tir xwong ca chém thu dwoc khi nung & 7000C
v6i thoi gian khac nhau (a) 1 gio, (b) 2 gio, (¢) 3 gio.

Hinh 4 trinh bay phd XRD ciia HA thu dugc
tur xuong ca chém khi nung ¢ 700°C vai thoi
gian khac nhau. Két qua cho thay, tit ca cac
phé diéu xuat hién cac dinh phu hop véi phd
chuan ciia HA ¢6 ky hiéu JCPDS-09-0432 [4-
5]. Cac dinh déu sdc nhon chung t6 HA c6 do
két tinh cao. Tuy nhién, khi nung & cac thoi
gian khac nhau thi cuong d6 cac dinh c6 thay
d6i & vi tri 20 bang 28° va 31°. Chung to thoi
gian nung 1 gid thu duoc cac hat HA c6 d6 két
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tinh thip hon 2 va 3 gid. Trong khi, cuong do
cac dinh khi nung 2 va 3 gio khong khac nhau.
Nhu vay, thoi gian nung dat d6 két tinh cao
va tbn it nang luong nén chon 1a 2 gio. Ngoai
ra, khong cé xuét hién cac dinh la so v&i mau
chuan ching t6 HA thu duoc c6 do tinh khiét
cao.

Pé danh gia ciu trac hoa hoc va do tinh
khiét, san pham dugc phan tich trén phd hong
ngoai (FT-IR). Hinh 5 cho biét cdu trac héa hoc
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cua HA tr xuong ca r6 phi (Hinh 5a), ca diéu
hong (Hinh 5b) va ca chém (Hinh 5¢) thu duoc
khi nung & 700°C véi thoi gian 2 gi¢. Pinh 16n
tai bude song khoang 3570 cm™' déc trung cho
nhom hydroxyl (-OH) ctia HA va nuée hip thy.

Cac dinh tai vi tri 560 va 1092 cm™ dac trung
cho nhom phot-phat (PO,*-). Céc dinh hép thy
tai cac vi tri 1460 va 1610 cm™ la do nhom
cacbonat (CO;>) [16].

(o)

Transmittance (%)

C—O

— T T+ T * T ' T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm’1)

Hinh 5. Phé FT-IR ciia HA tir xwong c4 ré phi (a), ca diéu hong (b) va (c) ¢4 chém thu dwge
khi nung & 7000C véi thoi gian 2 gio.

IV. KET LUAN VA KIEN NGHI
Hydroxyapatit dang bdt co kich thudc
nanomet c6 thé dugc tach thanh cong tir
xuong ca bang phuong phap xu 1y nhiét. Dbi
v6i xwong ca chém, diéu kién xu 1y thich hop
nhat bao gém 2 budc: (i) dun soi trong 2 gid
va (ii) nung & 700°C trong 2 gid. San pham
thu dugc ¢6 kich thudce nho (30 — 50nm), kha
ddng déu, do xbp va do tinh khiét cao. Cac
tinh chat tot ciia san pham cho thiy céc tiém
nang tng dung 16n trong xir Iy mdi truong,
thuc pham va y dugc. Tuy nhién, diy moi chi
1a cac két qua nghién ctru budc dau. Bé co thé
tién gan dén san xuat va ing dung trong thuc
té thi can tién hanh cac nghién ciru tiép theo
day du hon nhu dénh gia tinh chat trong thich

sinh hoc cua HA, tién hanh thiét ké va san
xuat HA & qui mo pilot. Ngoai ra, cac danh
gia vé hiéu qua kinh té ctia qua trinh ciing rat
can thiét.
LOT CAM ON

Nghién cuu nély duoc télri trg boi Pai hoc
Nha Trang trong d¢ tai ma s6 TR2017-13-02.
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