Sposbb otrzymywania nanoczastek hydroksyapatytowych

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania nanoczastek hydroksyapatytu, w
postaci nanoptytek, nanoprecikow, nanosfer, w procesie precypitacji chemicznej na mokro, z
uzyciem s$rodka dyspergujacego.

Kos¢ ludzka moze by¢ uwazana za przyklad kompozytu nieorganiczno-organicznego,
zawierajacego okolo 70% wagowych nieorganicznych krysztatéw, gléwnie hydroksyapatytu
o wzorze chemicznym Cas(PO4);0H, oraz 30% wagowych macierzy organicznej, gtownie
kolagenu typu I [Osteoblast mineralization with composite nanofibrous substrate for bone
tissue regeneration, Venugopal JR, Giri Dev VR, Senthilram T, Sathiskumar D, Gupta D,
Ramakrishna S., Cell Biology International, 35, 2011]. Obecnie hydroksyapatyt do
zastosowan biomedycznych, takich jak no$niki lekéw, wypetnianie ubytkdéw kostnych,
przygotowanie implantéw, wytwarzany jest najczesciej z wykorzystaniem nastepujace]
reakcji chemiczne;j:

5Ca*" + 3P0, + OH = Cas(PO4);0H.  (Wzdr 1)

Jako zrodto jonodw wapnia stosuje si¢ najczesciej sole wapnia rozpuszczalne w wodzie,
takie jak azotan lub chlorek, a jako Zrodlo jondéw fosforanowych stosuje sie rozpuszczalne w
wodzie fosforany amonu, sodu lub wapnia. Reakcje prowadzi si¢ zwykle w srodowisku
zblizonym do obojetnego, w temperaturze pokojowej lub podwyzszonej.

W  reakcji wedlug powyzszego rownania uzyskiwany jest hydroksyapatyt
charakteryzujacy si¢ wlasciwym stosunkiem molowym atoméw Ca/P rownym 1,67, co jest
wartos$cig charakteryzujaca hydroksyapatyt pochodzenia naturalnego [Calcium phosphates as
substitution of bone tissues, Vellet-Regi M, Gonzalez-Calbet JM, Progress in Solid State
Chemistry, 32, 2004]. Gesty hydroksyapatyt znajduje szereg zastosowan w zastepowaniu
kosci 1 jest wykorzystywany do naprawy uszkodzen kostnych w ubytkach dentystycznych i
ortopedycznych,  natychmiastowego  zastgpienia  zeboéw, powiekszania  krawedzi
pecherzykowych, jako material do pokrycia miazgi oraz w rekonstrukcji szczekowo-
twarzowe] [Synthesis of stoichiometric nano crystalline hydroxyapatite by ethanol-based sol-
gel technique at low temperature, Kuriakose TA, Kalkura SN, Palanichamy M, Arviuoli D,
Dierks K, Bocelli G et al., Journal of Crystal Growth, 263, 2004].



Niestety, krysztaly stracanego w czysto wodnych roztworach soli hydroksyapatytu sa
stosunkowo duze, o rozmiarach rzedu kilkudziesigciu, a nawet do kilkuset mikrometrow. Tak
otrzymywane krysztaly sa ponadto catkowicie nierozpuszczalne 1 nie ulegaja przebudowie w
organizmie ludzkim. Naturalna ko$¢ jest natomiast struktura dynamiczng; jest ciagle
rozpuszczana 1 budowana przez komérki kostne, zatem zastosowanie hydroksyapatytu
nieulegajacego rozpuszczaniu przez komdrki kostne zaburza ten proces. W celu rozwigzania
tego problemu opracowano szereg technik otrzymywania hydroksyapatytu w formie
nanokrysztatéw lub stosowano hydroksyapatyt zawierajacy rézne dodatki, tak by stat sie
podatny na przebudowe komoérkowa. Opisywano techniki wytwarzania nanoczastek
hydroksyapatytu poprzez modyfikacje przebiegu reakcji przedstawionej wzorem 1, z
wykorzystaniem promieniowania UV, mikrofal, czesto w potaczeniu z wysoka temperaturg 1
znacznym ci$nieniem (proces hydrotermalny) lub stosujac na gotowych krysztatach ablacje
laserowa. Klasycznie stosowane techniki wytwarzania nanohydroksyapatytu bazuja na
procesach takich jak: synteza zol-zel, reakcje w stanie stalym, koprecypitacja, reakcje
hydrotermalne, synteza w mikroemulsjach, synteza mechanochemiczna oraz rézne techniki
mokre] chemii, wsrdd nich — chemiczna precypitacja na mokro. Wszystkie przedstawione
wczesnie] sposoby wytwarzania nanohydroksyapatytu wymagaja odpowiednich nastaw
temperatury przebiegu procesu, w zakresie od 25°C do nawet 500°C, odpowiednich nastaw
pH mieszaniny reakcyjnej, w zakresie od 4,5 do 11. W niektérych przypadkach wymagane
jest podwyzszone cisnienie procesu, nawet do 40 atmosfer, lub stosowane sg toksyczne $rodki
powierzchniowoczynne.

W metodzie precypitacji chemicznej na mokro konieczne jest zastosowanie $rodka
dyspergujacego reagenty w Srodowisku reakcji, zapobiegajacego tworzeniu si¢ duzych
krysztatow. W znanych w sztuce protokolach wytwarzania nanohydroksyapatytu sposobem
precypitacji chemicznej na mokro stosowane sg srodki dyspergujace obejmujace: surfaktanty,
takie jak bromek cetylotrimetyloamoniowy (CTAB) [Hydrothermal synthesis of
hydroxyapatite nanopowders using cationic surfactant as a template, Wang Y, Zhang S, Wei
K, Zhao N, Chen J, Wang X. Materials Letters 60, 2006], emulgatory, takie jak etanoloamina
[Effects of synthesis conditions on the morphology of hydroxyapatite nanoparticles produced
by wet chemical process, Wang P, Li C, Gong H, Jiang X, Wang H, Li K. Powder
Technology 203, 2010], macierze polimerowe z polimerow, takich jak alkohol poliwinylowy
(PVA), glikol polietylenowy (PEG) [In situ synthesis and characterization of nano-size
hydroxyapatite in poly(vinyl alcohol) matrix, Mollazadeh S, Javadpour J, Khavandi A.
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cytrynowy, aminokwasy, kwas (etylenodinitrylo)tetraoctowy (EDTA), i podobne [Nanoscale
hydroxyapatite particles for bone tissue engineering, Zhou H, Lee J. Acta Biomaterialia 7,
2011].

Dotychczas znane techniki otrzymywania nanohydroksyapatytu wymagaja stosowania
wysokich temperatur w polaczeniu z wysokim ci$nieniem, toksycznych emulgatorow czy
dyspergatorow, niebiodegradowalnych polimerow. Pocigga to potrzebe dlugotrwalego
oczyszczania produktu i sporej ilosci odpadow, przy czym zawsze pozostaje ryzyko
wywolania efektu toksycznego przez pozostatos¢ dodatkéw chemicznych.

Celem wynalazku bylo opracowanie nowego sposobu otrzymywania nanoczastek
hydroksyapatytu, metoda precypitacji chemicznej na mokro, w tagodnych warunkach, przy
zastosowaniu w petni biozgodnego emulgatora. Celem wynalazku bylo takze uzyskanie
mozliwosci sterowania morfologia wytwarzanego hydroksyapatytu. Cel ten =zostat
zrealizowany dzigki przeprowadzeniu reakcji przedstawionej] wzorem I w ukladzie
reakcyjnym, w ktérym jako srodek dyspergujacy jest zastosowana lecytyna.

Sposob otrzymywania nanoczastek hydroksyapatytu metoda precypitacji chemicznej
na mokro, polega na tym, ze rozpuszczalng w wodzie s6l wapnia 1 rozpuszczalny w wodzie
fosforan poddaje sie reakcji w roztworze wodnym, przy stosunku molowym atomow wapnia
do atomow fosforu wynoszacym okoto Ca/P 1,67 1 w obecnosci $rodka dyspergujacego, i
wedtug wynalazku charakteryzuje sie tym, ze jako srodek dyspergujacy stosuje sie lecytyne w
ilosci od 0,05% wag. do 20,00% wag., reakcje prowadzi si¢ w temperaturze w zakresie od
20°C do 95°C, korzystnie 60°C, przy pH od 7 do 14, korzystnie 10.

Korzystnie jako zrodto jonoéw wapnia Ca’" w ukladzie reakcyjnym stosuje sie sole
wapnia tatwo rozpuszczalne w wodzie, takie jak azotan, octan, chlorek, mleczan (np.
Ca(NOs), 4H,0).

Korzystnie jako zrodio jondw fosforanowych PO4>™ w uktadzie reakcyjnym stosuje sie
fatwo rozpuszczalne w wodzie fosforany amonu, sodu, potasu (np. (NH4),HPO,).

Korzystnie stosuje si¢ lecytyne pochodzenia naturalnego, jak lecytyne sojowa lub z jaj
kurzych.

Korzystnie lecytyne dodaje si¢ w stezeniu od 0,05% do okoto 1,5% celem uzyskania
nanoptytek; w stezeniu od 1,5% do okoto 3% celem uzyskania nanoprecikow;, w stezeniu od
3% do 20% celem uzyskania nanosfer.

Szczegdlowo sposob wedlug wynalazku realizuje sie tak, ze do wodnego roztworu
zwigzku bedacego zZrodlem jonow wapnia w wodzie demineralizowane] dodaje si¢ roztwoér

wodny lecytyny w wodzie demineralizowanej. Mieszaning reakcyjng podgrzewa sie do



temperatury w zakresie od 20°C do 95°C, korzystnie 60°C, oraz dostosowuje si¢ wartos¢ pH
w zakresie od 6 do 14, korzystnie okoto 10. Po uzyskaniu stabilnych warunkéw, do
mieszaniny reakcyjnej dodaje si¢ roztwor wodny fosforanu, tak by stechiometryczng ilos¢
doda¢ w czasie do 24 godzin, korzystnie 1 - 2 godziny. Nastepnie roztwdr chtodzi sie do
temperatury otoczenia 1 wiruje w celu wydzielenia produktu. Po dekantacji, otrzymany
produkt przemywa si¢ rozpuszczalnikiem organicznym (heksan, benzyna, etanol, aceton,
izopropanol) lub woda w celu usunigcia pozostatosci lecytyny z produktu. Niewielka
pozostatos¢ lecytyny (0.01% — 2%) nie wplywa negatywnie na wlasnosci produktu, a nawet je
poprawia. Otrzymany produkt suszy sie w temperaturze otoczenia lub podwyzszonej.

Uzyskany produkt reakcji syntezy charakteryzowano za pomoca dyfrakeji promieni
Roentgena (XRD) oraz stosujac spektrofotometri¢ w podczerwieni z transformata Fouriera
(FTIR). Na rysunku przedstawiono:
Fig. 1 - widmo FTIR uzyskanego produktu w odniesieniu do lecytyny i komercyjnie
dostepnego hydroksyapatytu. Pierwsze widmo dotyczy lecytyny, drugie komercyjnego
krystalicznego hydroksyapatytu, trzecie nano-hydroksyapatytu otrzymanego zgodnie z
wynalazkiem.
Fig. 2 - charakterystyka krystalograficzna otrzymanego produktu, zgodna z danymi w pliku
JCPDF nr 09-0432, w postaci dyfraktogramu XRD
Fig. 3 - zdjecie SEM produktu o morfologii nanoptytek, uzyskanego zgodnie z przyktadem 1.
Fig. 4 — zdjecie SEM produktu o morfologii nanoprecikow oraz nanosfer, uzyskanego
zgodnie z przykladem 2.
Fig. 5 — zdjecie SEM produktu o morfologii nanosfer o $rednicach od okoto 30 nm do okoto
70 nm, uzyskanego zgodnie z przykladem 3.
Fig. 6 — zdjecie SEM produktu o morfologii nanosfer o srednicy od okoto 30 nm do 100 nm,
uzyskanego zgodnie z przyktadem 4.

W sposobie wedtug wynalazku naturalny surfaktant — lecytyna, sktadajaca sie gtownie
z fosfatydylocholin, zwiazkéw fosfolipidowych posiadajacych choling zwiazang z grupa
fosforanowa, bedacy skladnikiem blony komoérkowej, mitochondriow, reticulum
endoplazmatycznego oraz Sciany jadra komoérkowego — otacza powstajace zarodki krysztatow
hydroksyapatytu 1 blokuje mozliwos$¢ dalszego wzrostu krysztatow. Taki uktad reakcyjny
pozwala prowadzi¢ krystalizacje hydroksyapatytu do formy nanoczastek o morfologii
zaleznej od stezenia $rodka dyspergujacego — lecytyny — w ukladzie reakcyjnym. W procesie
powstawania nanoczastek hydroksyapatytu dochodzi do cze$ciowego zwigzania lecytyny z

produktem lub jej fizycznego zwigzania w porach powstajacych czastek. W obecnym



wynalazku, taka sytuacja traktowana jest jako korzystna, zwigkszajaca biokompatybilnos¢ 1
bioaktywnos¢ materiatu.

Stezenie lecytyny wplywa na morfologie uzyskanego produktu, co pozwala na
kontrolowanie ksztattu otrzymywanych nanoczastek.

Zastosowanie lecytyny jako emulgatora pozwala prowadzi¢ proces w roztworze
wodnym 1 w stosunkowo tagodnych warunkach. Lecytyna jest catkowicie nietoksyczna, a jej
niewielka pozostalo$§¢ w otrzymywanym produkcie nie wywotuje efektow negatywnych, lecz
poprawia zwilzalno$¢ otrzymanego produktu, co podnosi jego walory uzytkowe i1 ulatwia
formowanie implantow kostnych z takiego proszku. Lecytyna jest sktadnikiem blony
komoérkowej, co podnosi biozgodnos$¢ tak otrzymanego nanohydroksyapatytu.

Sposob wedlug wynalazku zostat przedstawiony blizej w przyktadach stosowania.
Przyktad 1.

Porcje 0,0075 moli (1,775g) Ca(NOs), 4H,0 rozpuszczono w 25ml wody demineralizowane;.
Przygotowano 0,3% roztwor lecytyny w 37,5ml wody demineralizowanej. Roztwor lecytyny
wkroplono do roztworu tetrahydratu azotanu wapnia. Warto$¢ pH uzyskanej mieszaniny
reakcyjnej ustalono na 10 oraz mieszaning ustawiono w kapieli wodnej na 60°C oraz
mieszano. Do mieszaniny reakcyjnej wkroplono z szybkosciag 2ml/h 15ml roztwor 0,0046
moli (0,594g) (NH4),HPO, w wodzie demineralizowanej o pH ustalonym na warto$¢ 10. Po
wkropleniu mieszaning reakcyjng mieszano przez 1,5 godziny w temperaturze reakcji 60°C.
Nastgpnie mieszanine naturalnie schtodzono do temperatury otoczenia, poddano wirowaniu,
dekantacji. Uzyskany bialy produkt przemyto pieciokrotnie heksanem w celu usuniecia
pozostatosci lecytyny. Morfologie uzyskanego produktu scharakteryzowano za pomoca
elektronowej mikroskopii skaningowej (SEM) 1 przedstawiono na Fig. 3. Uzyskano produkt o
morfologii nanoptytek o grubosci kilku nanometrow oraz szerokos$ci 1 dlugosci rzedu kilku do
kilkudziesieciu mikrometrow.

Przyktad 2.

Porcje 0,0075 moli (1,775g) Ca(NOs), 4H,0 rozpuszczono w 25ml wody demineralizowane;.
Przygotowano 1,5% roztwor lecytyny w 37,5ml wody demineralizowanej. Roztwor lecytyny
wkroplono do roztworu tetrahydratu azotanu wapnia. Warto$¢ pH uzyskanej mieszaniny
reakcyjnej ustalono na 10 oraz mieszaning ustawiono w kapieli wodnej na 60°C oraz
mieszano. Do mieszaniny reakcyjnej wkroplono 15ml roztwor 0,0046 moli (0,594g)
(NH4);HPO4 w wodzie demineralizowanej o pH ustalonym na warto$¢ 10 z szybkos$cig 2ml/h.
Po wkropleniu mieszaning reakcyjng mieszano przez 1,5 godziny w temperaturze reakcji -

60°C. Nastgpnie mieszaning naturalnie schtodzono do temperatury otoczenia, poddano



wirowaniu, dekantacji. Uzyskany biaty produkt przemyto pigciokrotnie heksanem w celu
usunigcia pozostatosci lecytyny. Morfologie uzyskanego produktu scharakteryzowano za
pomoca elektronowej mikroskopii skaningowej (SEM) 1 przedstawiono na Fig. 4. Uzyskano
produkt o morfologii nanoprecikéw oraz nanosfer. Uzyskano nanopreciki o dlugosci od okoto
30 nm do okoto 180 nm oraz nanosfery o srednicach od okoto 30 nm do 70 nm.

Przyktad 3.

Ilos¢ 0,0075 moli (1,775g) Ca(NOs), 4H,0 rozpuszczono w 25ml wody demineralizowanej.
Przygotowano 3% roztwér lecytyny w 37,5ml wody demineralizowanej. Roztwor lecytyny
wkroplono do roztworu tetrahydratu azotanu wapnia. Warto$¢ pH uzyskanej mieszaniny
reakcyjnej ustalono na 10 oraz mieszaning ustawiono w kapieli wodnej na 60°C oraz
mieszano. Do mieszaniny reakcyjnej wkroplono 15ml roztwor 0,0046 moli (0,594g)
(NH4);HPO4 w wodzie demineralizowanej o pH ustalonym na warto$¢ 10 z szybkos$cig 2ml/h.
Po wkropleniu mieszaning reakcyjng mieszano przez 1,5 godziny w temperaturze reakcji -
60°C. Nastgpnie mieszaning naturalnie schtodzono do temperatury otoczenia, poddano
wirowaniu, dekantacji. Uzyskany biaty produkt przemyto pigciokrotnie heksanem w celu
usunigcia pozostatosci lecytyny. Morfologie uzyskanego produktu scharakteryzowano za
pomoca elektronowej mikroskopii skaningowej (SEM) 1 przedstawiono na Fig. 5. Uzyskano
produkt o morfologii nanosfer o srednicach od okoto 30 nm do okoto 70 nm.

Przyktad 4.

Ilos¢ 0,0075 moli (1,775g) Ca(NOs), 4H,O rozpuszczono w 25ml wody demineralizowane;.
Przygotowano 9% roztwér lecytyny w 37,5ml wody demineralizowanej. Roztwor lecytyny
wkroplono do roztworu tetrahydratu azotanu wapnia. Warto$¢ pH uzyskanej mieszaniny
reakcyjnej ustalono na 10 oraz mieszaninge ustawiono w kapieli wodnej na 60°C oraz
mieszano. Do mieszaniny reakcyjnej wkroplono 15ml roztwor 0,0046 moli (0,594g)
(NH4);HPO4 w wodzie demineralizowanej o pH ustalonym na warto$¢ 10 z szybkos$cig 2ml/h.
Po wkropleniu mieszaning reakcyjng mieszano przez 1,5 godziny w temperaturze reakcji -
60°C. Nastgpnie mieszaning naturalnie schtodzono do temperatury otoczenia, poddano
wirowaniu, dekantacji. Uzyskany biaty produkt przemyto pigciokrotnie heksanem w celu
usunigcia pozostatosci lecytyny. Morfologie uzyskanego produktu scharakteryzowano za
pomoca elektronowej mikroskopii skaningowej (SEM) 1 przedstawiono na Fig. 6. Uzyskano
produkt o morfologii nanosfer o srednicy od okoto 30 nm do 100 nm.

Przyktad 5.

Porcje 0,0075 moli uwodnionego chlorku wapniowego rozpuszczono w 30ml wody

demineralizowanej. Przygotowano 10% roztwor lecytyny w 40ml wody demineralizowane;.



Roztwér lecytyny wkroplono do roztworu chlorku wapnia. Wartos¢ pH uzyskanej mieszaniny
reakcyjnej ustalono na 9 oraz mieszaning ustawiono w kapieli wodnej na 50°C oraz mieszano.
Do mieszaniny reakcyjne] wkroplono 15ml roztworu 0,0046 moli fosforanu sodu w wodzie
demineralizowanej o pH ustalonym na wartos¢ 9. Po wkropleniu mieszaning reakcyjna
mieszano przez godzing w temperaturze reakcji 50°C. Nastepnie mieszaning naturalnie
schtodzono do temperatury otoczenia 1 poddano wirowaniu. Uzyskany bialy proszek
przemyto dwukrotnie etanolem 95% w celu usuniecia nadmiaru lecytyny. Uzyskano produkt

o morfologii nanosfer o srednicach od okoto 30 nm do 110 nm.



