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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb otrzymywania nanoptytek z syntetycznego hydroksyapatytu
o strukturze heksagonalnej.

Na swiecie istnieje bardzo duze zapotrzebowanie na materiaty umozliwiajgce regeneracje ubytkow
kostnych, powstatych w wyniku wypadkéw, choréb nowotworowych, zabiegdéw dentystycznych albo ope-
racji chirurgicznych, a niemozliwych do samodzielnej regeneracji przez organizm cztiowieka. Prowadzo-
nych jest wiele badan majgcych na celu opracowanie technologii pozwalajgcych na uzupetnienie i rege-
neracje ubytkow kostnych. Kos¢ cztowieka w 75% swojej masy sktada sie z nieorganicznego zwigzku
zwanego bioapatytem, ktory nadaje kosci sztywnos¢ i wytrzymato$¢é mechaniczng. Stosowanie na wiek-
szg skale apatytu pochodzacego z kosci ludzkich napotyka na bariere psychologiczng oraz rodzi ryzyko
przeniesienia na biorce czynnikdw chorobotworczych obecnych w kosciach dawcy. Dlatego od wielu lat
trwajg préby uzyskania syntetycznego hydroksyapatytu, o sktadzie chemicznym wyrazanym wzorem
Cai10(PO4)s(OH)2, bedacego odpowiednikiem wspomnianego bioapatytu. O przydatnosci sproszkowa-
nego syntetycznego hydroksyapatytu do celéw medycznych decyduje stosunek ilosci wapnia do fosforu
oraz wielkos¢ ziaren takiego proszku. Bioapatyt tworzy ptaskie podtuzne ziarna o strukturze heksagonal-
nej, ktérych dtugosc przekatnej nie przekracza wartosci 50 nm. Wiekszos$¢ syntetycznie uzyskiwanych
hydroksyapatytow krystalizuje w uktadzie jednoskosnym, cho¢ znane sg takze syntetyczne krystality
o strukturze heksagonalnej. Wyniki badan dowodzg, ze rozmiar ziaren hydroksyapatytu ma decydujgcy
wptyw na stopien rozwoju komoérek kosciotwérczych i wielkosci apoptozy, przy czym im mniejszy jest
rozmiar ziarna hydroksyapatytu, tym rozwadj osteblastow jest intensywniejszy i szybszy, a apoptoza mniej-
sza. Jednym ze znanych sposobdéw otrzymywania syntetycznego hydroksyapatytu jest formowanie jego
struktur krystalicznych z mieszaniny zawiesiny wodorotlenku wapnia w wodzie i kwasu fosforowego. Naj-
blizsze przedmiotowi wynalazku jest rozwigzanie ujawnione w publikacji Y.Z. Wang, Y. Fu ,Microwawe-
hydrotermal synthesis and characterization of hydroxyapatite nanocrystalites” (Materials Letters, Vol.
65/2011, str. 3388-3390). Publikacja ta opisuje sposdb otrzymywania hydroksyapatytowych nanopreci-
kow o dlugosci wiekszej niz 30 nm. Synteza nanoprecikdw nastepuje pod wptywem oddziatywania pro-
mieniowaniem mikrofalowym o czestotliwosci ok. 2,45 GHz na ciekty prekursor, w sktad ktérego wchodzg
kwas fosforowy, uwodniony azotan wapnia oraz etylenodiamina. Autorzy publikacji nie ujawnili uzytej
w eksperymencie tzw. gestosci promieniowania, czyli ilosci dostarczyli energii mikrofalowej odniesionej
do jednostki objetosci prekursora.

Celem wynalazku byto uzyskanie sproszkowanego syntetycznego hydroksyapatytu o strukturze
heksagonalnej, mozliwie najbardziej nasladujgcego bioapatyt wystepujgcy w ludzkich kosciach.

Sposdb wedtug wynalazku zawiera etap przygotowania prekursora, polegajgcy na sporzadzeniu
jednorodnej mieszaniny zawiesiny wodorotlenku wapnia w wodzie i kwasu fosforowego, oraz etap for-
mowania z tego prekursora nanostruktur krystalicznych poprzez oddziatywanie na przygotowany pre-
kursor promieniowaniem mikrofalowym, o czestotliwo$ci korzystnie z zakresu od 2,4 do 2,5 GHz. Wy-
nalazek polega na tym, Zze w etapie formowania nanostruktur krystalicznych stosuje sie promieniowanie
mikrofalowe o gestos$ci mocy zawierajgcej sie w przedziale od 1 do 10 watow na kazdy 1 cms3 prekursora,
trwajace od 10 do 900 sekund.

W jednym z wariantéw wynalazku etap formowania nanostruktur krystalicznych prowadzi sie
W naczyniu reakcyjnym z materiatu dielektrycznego, korzystnie w naczyniu teflonowym.

W kolejnych wariantach wynalazku etap formowania nanostruktur krystalicznych prowadzi sie
w naczyniu reakcyjnym szczelnie zamknietym i konczy sie ten etap po wytworzeniu sie w naczyniu
okreslonego cisnienia, nie wiekszego niz 2 atm. Etap formowania nanostruktur krystalicznych mozna
zakonczyé¢ takze po uzyskaniu w naczyniu okreslonej temperatury, nie wyzszej niz 150°C.

W jeszcze innym wariancie wynalazku, w etapie przygotowania prekursora do mieszanej zawie-
siny wodorotlenku wapnia w wodzie dozuje sie kwas fosforowy, przy czym pojedyncza dawka kwasu nie
przekracza 0,5 mililitra, a odstep czasowy pomiedzy kolejnymi dawkami jest nie krétszy niz 0,1 sekundy.

W wyniku realizacji wynalazku uzyskano hydroksyapatytowy nanoproszek o wiasciwosciach
znacznie blizszych bioapatytowi niz preparaty tego typu znane dotychczas.

Wynalazek zostat przedstawiony w przyktadach realizacji na zatagczonym rysunku, na ktérym
fig. 1 przedstawia obraz TEM grupy nanoptytek wedtug wynalazku, a fig. 2 przedstawia w powiekszeniu
taki obraz jednej nanoptytki. Fig. 3 przedstawia przyktadowy dyfraktogram XRD nanoproszku wedtug
wynalazku, a fig. 4 przedstawia przyktadowy rozktad rozmiaréw nanoptytek w takim nanoproszku.
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Nanoptytki wedtug wynalazku wytwarza sie w dwoch etapach. Najpierw sporzadza sie prekursor
w postaci jednorodnej mieszaniny zawiesiny wodorotlenku wapnia w wodzie i kwasu fosforowego, po
czym taki prekursor poddaje sie dziataniu promieniowania mikrofalowego, w wyniku czego nastepuje
proces formowania sie nanostruktur krystalicznych w formie ptytek.

Przyktad 1

Do zlewki z 75 ml wody umieszczonej na mieszadle magnetycznym pracujgcym z predkoscig
800 obr/min dodano 1,7243 g (0,0233 mola) wodorotlenku wapnia, po czym odczekano 15 minut do
momentu ujednolicenia sie powstatej zawiesiny. Nastepnie do zlewki z otrzymang zawiesing dozowano
0,95 cm? 85% roztworu kwasu fosforowego dawkami po 0,01 ml co 3 sekundy kazda. llo$¢ dodanego
kwasu byta iloscig stechiometryczng. Po zakohAczeniu dozowania kwasu powstaty prekursor pozosta-
wiano na wigczonym mieszadle przez 30 minut. Nastepnie przeniesiono prekursor do teflonowego na-
czynia reakcyjnego, ktére po szczelnym zamknieciu umieszczono w reaktorze mikrofalowym Magnum Il
firmy Ertec i rozpoczeto etap formowania nanostruktur krystalicznych. W etapie tym do prekursora do-
starczano promieniowanie mikrofalowe o czestotliwosci 2,45 GHz (x 50 KHz) z gestoscig mocy
8 W/1 cm? prekursora. Rownolegle mierzono ci$nienie w naczyniu reakcyjnym poprzez pomiar sity wy-
wieranej od wewnatrz na pokrywe naczynia reakcyjnego i etap formowania nanostruktur krystalicznych
zakonczono po wytworzeniu sie w naczyniu reakcyjnym cisnienia 2 atm. Nastepnie reaktor z naczyniem
reakcyjnym studzono przez 5 minut za pomoca zainstalowanej w reaktorze chtodnicy wodnej. Po otwar-
ciu naczynia reakcyjnego zlano znad otrzymanego osadu ciecz poreakcyjng. Sam osad przeniesiono
na saczek i przemywano 150 ml bezwodnego etanolu, a nastepnie suszono w sterylizatorze powietrz-
nym w przeptywie powietrza o temperaturze 30°C przez ok. 16 godzin. W efekcie otrzymano suchy
nanoproszek, ktéry podany badaniu TEM (transmisyjnym mikroskopem elektronowym) okazat sie by¢
czystym fazowo hydroksyapatytem o strukturze heksagonalnej i parametrach sieci a: 9,424(4) A oraz
c: 6,879(4) A oraz o stosunku molowym Ca/P réwnym 1,647. Sredni rozmiar otrzymanych nanoptytek
okreslono na podstawie obrazéw TEM rejestrowanych przy pomocy techniki ciemnego pola i liczagc
srednig arytmetyczng najdtuzszych cieciw obryséw co najmniej 200 nanoptytek. Tak okreslony $redni
rozmiar uzyskanych nanoptytek wynosit 5,8 nm, przy czym ich wspétczynnik ksztattu zdefiniowany jako
stosunek dtugosci nanoptytki do jej szerokosci wahat sie w przedziale od 2 do 3. Powierzchnia wtasciwa
otrzymanego nanoproszku wynosita 188,6 m2/g.

Przyktad 2

Przygotowanie prekursora byto analogiczne jak w przykfadzie 1, przy czym czas mieszania po
zakonczeniu dozowania kwasu fosforowego przedtuzono do 35 minut. Nastepnie rozpoczeto analo-
giczny jak w pierwszym przyktadzie etap formowania nanostruktur w tym samym reaktorze mikrofalo-
wym, przy czym zamiast cisnienia w naczyniu reakcyjnym mierzono temperature. Etap ten zakonczono
po osiggnieciu w naczyniu temperatury 112°C. Analogicznie jak poprzednio wyodrebniono suchy nano-
proszek, ktéry okazat sie czystym fazowo hydroksyapatytem o strukturze heksagonalnej, przy czym
jego stosunek molowy Ca/P wynosit 1,582. Sredni rozmiar nanoptytek okreslony przy pomocy opisanej
wyzej techniki ciemnego pola wynosit 5,6 nm. Na fig. 4 przedstawiono rozktad rozmiaréw uzyskanych
w tym przyktadzie nanoptytek, ktérych wspétczynnik ksztattu wahat sie w przedziale od 4 do 5. Po-
wierzchnia wiasciwa uzyskanego nanoproszku wynosita 223,5 m?/g.

Przyktad 3

Prekursor przygotowano w sposéb opisany w pierwszym przyktadzie. Nastepnie zrealizowano
analogicznie jak w pierwszym przyktadzie etap formowania nanostruktur w reaktorze mikrofalowym, do-
starczajgc do prekursora promieniowanie mikrofalowe przez 90 sekund i w taki sam spos6b wyodreb-
niono suchy sproszkowany heksagonalny hydroksyapatyt, w ktérym stosunek molowy Ca/P wynosit
1,572. Sredni rozmiar otrzymanych nanoptytek okres$lony przy pomocy techniki ciemnego pola wynosit
5,4 nm, a ich wspodtczynnik ksztattu zawierat sie w przedziale od 4 do 5. Powierzchnia wtasciwa otrzyma-
nego nanoproszku wynosita 226,8 m?/g. Fig. 1 przedstawia obraz TEM jednej z nanoptytek otrzymanych
w tym przyktadzie. Na obrazie tym zaznaczono biatg linig zarys nanoptytki i odcinek o dtugosci 5 nm.

Przyktad 4

Analogicznie jak w pierwszym przyktadzie do zawiesiny wodorotlenku wapnia dodano kwas fos-
forowy, a nastepnie intensywnie mieszano prekursor do momentu uzyskania przez niego stabilnego pH
w zakresie od 9 do 10. Nastepnie prekursor umieszczono w szczelnie zamykanym naczyniu teflonowym
i w tym samym co poprzednio reaktorze mikrofalowym przeprowadzono etap formowania nanostruktur
krystalicznych, dostarczajgc do prekursora energie mikrofalowg az do momentu osiggniecia w naczyniu
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temperatury 100°C. Tak samo jak w poprzednich przykfadach wyodrebniono suchy sproszkowany hy-
droksyapatyt, w ktérym stosunek molowy Ca/P miat wartos¢ 1,596. Powierzchnia wlasciwa otrzyma-
nego nanoproszku wynosita 236,4 m2/g. Sredni rozmiar otrzymanych nanoptytek okreslony przy pomocy
opisanej wczesniej techniki ciemnego pola wynosit 5,4 nm, a ich wspétczynnik ksztattu zawierat sie
w przedziale od 4 do 5.

Badania wykorzystujgce XRD (dyfraktometrie rentgenowskg) potwierdzajg obecnosé tylko jednej
fazy hydroksyapatytowej, ktéra ksztattem i potozeniem pikéw dyfraktogramu jest najbardziej zblizona
do charakterystyki naturalnego skfadnika mineralnego kosci. Przyktadowy dyfraktogram XRD nano-
proszku wedtug wynalazku przedstawiono na fig. 3. Charakterystyczng cechg takiego nanoproszku jest
takze wysoce rozwinieta powierzchnia wtasciwa mierzona za pomocg metody BET (metodg izotermy
Brunauera, Emmetta, Tellera) znacznie przekraczajgca warto$¢ 180 m2/g. Potwierdzony metodg ICP
(detekcja pierwiastkdow za pomocg plazmy wzbudzonej indukcyjnie) stosunek zawartosci wapnia do fos-
foru miesci sie w granicach od 1,55 do 1,65.

Cechy nanoproszku wedtug wynalazku predestynujg go do wykorzystania na materiat biozgod-
nych, resorbowalnych implantéw kostnych ze wzgledu na wysoki stopieh rozwiniecia powierzchni wtasci-
wej (powyzej 180 m?/g), wysokg jednorodno$¢ materiatu, strukture krystaliczng, morfologie i proporcje
wapnia do fosforu odpowiadajgcag naturalnemu bioapatytowi, co jest gwarantem podobienstwa oddziaty-
wan biologicznych do naturalnego sktadnika kosci materiatu. Szybka i kontrolowana krystalizacja przy
uzyciu techniki mikrofalowej gwarantuje dostatecznie szybkie i réwnomierne przyswajanie materiatu
przez organizm, co nie jest mozliwe w przypadku produktéw hydroksyapatytowych bedgcych mieszaning
kilku faz lub morfologii o réznym ksztalcie i duzym rozrzucie rozmiaru ziaren.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposoéb otrzymywania nanoptytek z syntetycznego hydroksyapatytu o strukturze heksagonal-
nej, zawierajgcy etap przygotowania prekursora, polegajgcy na sporzadzeniu jednorodnej
mieszaniny zawiesiny wodorotlenku wapnia w wodzie i kwasu fosforowego, oraz etap formo-
wania z tego prekursora nanostruktur krystalicznych poprzez oddziatywanie na przygotowany
prekursor promieniowaniem mikrofalowym, o czestotliwosci korzystnie z zakresu od 2,4 do
2,5 GHz, znamienny tym, ze w etapie formowania nanostruktur krystalicznych stosuje sie
promieniowanie mikrofalowe o gestosci mocy zawierajgcej sie w przedziale od 1 do 10 watéw
na kazdy 1 cm? prekursora trwajgce od 10 do 900 sekund.

2. Sposéb otrzymywania nanoptytek wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze etap formowania na-
nostruktur krystalicznych prowadzi sie w naczyniu reakcyjnym z materiatu dielektrycznego,
korzystnie w naczyniu teflonowym.

3. Sposdéb otrzymywana nanoptytek wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze etap formowania na-
nostruktur krystalicznych prowadzi sie w szczelnie zamknietym naczyniu reakcyjnym i konczy
sie go po wytworzeniu sie w tym naczyniu okreslonego cisnienia, nie wiekszego niz 2 atm.

4. Sposob otrzymywania nanoptytek wedilug zastrz. 3, znamienny tym, ze etap formowania
struktur nanokrystalicznych konczy sie po wytworzeniu sie w naczyniu reakcyjnym okreslone;j
temperatury, nie wyzszej niz 150°C.

5. Sposéb wedtug dowolnego z zastrz. od 1 do 4, znamienny tym, ze w etapie przygotowania
prekursora do mieszanej zawiesiny wodorotlenku wapnia w wodzie dozuje sie kwas fosforowy,
przy czym pojedyncza dawka kwasu nie przekracza 0,5 mililitra, a odstep czasowy pomiedzy
kolejnymi dawkami jest nie krotszy niz 0,1 sekundy.
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