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Zastosowanie metody ChZT do oznaczania stezenia lecytyny

w syntetycznym hydroksyapatycie
Wstep Otrzymana zawiesing poreakcyjna poddawano wirowaniu,

Syntetyczny hydroksyapatyt (HAp) posiada wiele zalet m.in. jest
biozgodny, nietoksyczny, osteoindukcyjny [Lu i in., 2018]. Ze
wzgledu na swoje chemiczne i strukturalne podobienstwo do natu-
ralnego hydroksyapatytu obecnego w kosciach znalazt szerokie
zastosowanie w medycynie, szczegdlnie w medycynie regeneracyj-
nej [Habraken i in., 2016]. W literaturze opisanych jest wiele metod
jego syntezy [Sadat-Shojai i in., 2013]. Jednak majac na uwadze
jego potencjalne zastosowanie w ludzkim organizmie warto skupi¢
si¢ na prostych procesach pozwalajacych otrzymaé czastki o ko-
rzystnych witasciwos$ciach. Ciekawym podejsciem do otrzymywania
nanoczastek hydroksyapatytu jest precypitacja w obecnosci lecytyny
petniacej rolg surfaktantu promujacego powstawanie nanoczastek.
Ponadto jest dodatkiem stluzacym do modyfikacji powierzchni
otrzymywanych czastek. Lecytyna powszechnie wystgpuje w blo-
nach komérkowych. Jest nietoksycznym zwiazkiem, ktéry wplywa
na morfologi¢ otrzymanego HAp. W Swietle tych zalet lecytyna
moze by¢ uwazana za odpowiedni modyfikator potencjalnie zwigk-
szajacy biozgodnos$¢ konicowego produktu.

Przedstawione badania dotyczyly precypitacji nanoczastek hy-
droksyapatytu z rézna zawartoscia lecytyny (HAp-LE) w reaktorze
o geometrii Y oraz wyznaczenia ilo$ci lecytyny w koncowym pro-
dukcie. W tym celu wykorzystano znana metodg analityczng jaka
jest ChZT (Chemiczne Zapotrzebowanie Tlenu). Wykonano krzywa
wzorcowa lecytyny. Nastgpnie w celu weryfikacji poprawnosci
metody, wykorzystujac otrzymana krzywa, przeprowadzono bilans
tlenu zuzytego do catkowitego utlenienia lecytyny zwiazanej z syn-
tetyzowanym HAp. Bilans wykonano dla mieszaniny poreakcyjne;j,
osadu oraz supernatantu. Ostatecznie wyznaczono procentowa za-
warto$¢ lecytyny zwiazanej z hydroksyapatytem w przeprowadzo-
nych syntezach HAp-LE. Ponadto stwierdzono, ze metoda ChZT
z powodzeniem pozwala zardwno na oznaczanie lecytyny w roztwo-
rach wodnych z zawieszonym hydroksyapatytem, jak i w przypadku,
gdy lecytyna jest zwiazana z HAp

Badania doswiadczalne

Precypitacja hydroksyapatytu w obecnosci lecytyny

Syntezg hydroksyapatytu przeprowadzono na podstawie metody
opracowanej i opisanej przez Wojasinskiego i in. [2015].

Jako zrédio jonéw wapniowych Ca®* oraz fosforanowych PO,*
wykorzystano roztwory wodne odpowiednio Ca(NOs;),-4H,0
i (NHy),HPO, Syntez¢ prowadzono w reaktorze przeplywowym Y
o dlugosci wylotu 10 mm. Lecytyna (Lipoid S PC-3) w ilosci 1 g/L;
3 g/L; 5g/L; 15 g/L zostata dodana do roztworu z jonami Ca*.
Schemat uktadu badawczego przedstawiono na rys. 1.
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Rys. 1. Schemat otrzymywania hydroksyapatytu z dodatkiem lecytyny
(HAp-LE) w procesie ciaglej precypitacji w reaktorze Y.

oczyszczaniu oraz suszeniu w temperaturze 50°C przez 24 h. Uzy-
skany proszek poddano analizie przy uzyciu spektroskopii w pod-
czerwieni z transformacja Fouriera (FTIR, Nicolet™ 6700 firmy
Thermo Scientific) w celu potwierdzenia obecnosci lecytyny

Oznaczenie zawartosci lecytyny w HAp-LE

ChZT jest wskaznikiem okreslajacym ilo§¢ tlenu (wyrazona
w mg O,/L) potrzebna do catkowitego utlenienia zwigzkéw orga-
nicznych zawartych w prébce. Lecytyna bgdaca zwiazkiem orga-
nicznym wykazuje odpowiedZ ChZT, z kolei hydroksyapatyt jako
zwiazek nieorganiczny nie przedstawia odpowiedzi ChZT. Zawarto$¢
lecytyny w prébkach HAp-LE wyznaczono stosujac procedurg oznacza-
nia ChZT metoda dwuchromianowa wg normy [PN-ISO 6060, 2006]

Analiz¢ ChZT prowadzono poprzez ogrzewania probki przez 2 h
w $rodowisku kwasu siarkowego (VI) i ze znana iloscia dwuchro-
mianu (VI) potasu K,Cr,O; w obecnosci katalizatora — siarczanu
(VD) srebra AgSO, oraz z dodatkiem siarczanu (VI) rtgci jako zwiaz-
ku maskujacego jony chlorkowe. Dwuchromian byt redukowany
przez substancje organiczne zawarte w prébce, za$ nadmiar niezre-
dukowanego dwuchromianu byl odmiareczkowany za pomoca roz-
tworu heksahydratu siarczanu (VI) amonu i zZelaza (II)
(NH4),S04-FeSO4-6H,O wobec ferroiny jako wskaznika. Warto$é
ChZT obliczono z ilosci zredukowanego dwuchromianu (VI). Zgod-
nie z norma, 1 mol dwuchromianu (VI) Cr,0,> odpowiada 1,5 mola
tlenu O,. Wszystkie potrzebne odczynniki: kwas siarkowy (VI)
4mol/l; siarczan (VI) srebra w kwasie siarkowym (VI); dwuchro-
mian (VI) potasu 0,040 mol/l; siarczan (VI) amonu i zelaza (II) ok.
0,12 mol/l; wodoroftalan potasu 2,082 mmol/l byly przygotowane
z uzyciem wody ultraczystej Mili-Q.

W celu wykonania krzywej wzorcowej przygotowano roztwory
lecytyny o stgzeniach 0,25 g/L, 0,2 g/L, 0,15 g/L, 0,1 g/L i 0,05 g/L.
z dodatkiem komercyjnego HAp w ilosci 5 g/L, a nastgpnie ozna-
czano ChZT zgodnie z wyzej przedstawiong procedurg i wykreslono
krzywa wzorcowa. Kazdy punkt na krzywej przedstawia $rednia
z 6 pomiaréw. Probki HAp-LE wykorzystane do oznaczenia lecyty-
ny zostaly odpowiednio rozcienczone, tak aby uzyskane warto$ci
ChZT miescily si¢ w zakresie oznaczalnosci metody.

Wyniki i dyskusja

Analiza FTIR (Rys. 2) otrzymanych proszkéw wykazata, ze
otrzymano piki odpowiadajace grupie fosforanowej PO,> pojawiaja-
ce sie przy liczbie falowej: 1020 cm™, 960 cm™, 600 cm™, 560 cm’.
Piki te sq charakterystyczne dla hydroksyapatytu. Ponadto otrzyma-
no réwniez piki przy liczbach falowych 2852 cm™, 2921 cm™,
1737 crn'l, 1376 cm™! oraz 1227 crn'l, ktore standardowo nie wystg-
puja w widmie HAp. Sa to piki pochodzace od wiazan estrowych
oraz dlugich faficuchéw tluszczowych wystgpujacych w lecytynie.

Ponadto na rys. 2 widoczna jest zwigkszajaca si¢ intensywnos$¢
pikéw pochodzacych od lecytyny wraz ze zwigkszajaca si¢ iloscia
lecytyny uzyta w czasie precypitacji HAp-LE.

Otrzymana krzywa wzorcowa dla roztworéw lecytyny z dodat-
kiem komercyjnego HAp zostata przedstawiona na rys. 3. Zgod-
nie z oczekiwaniami obecno$¢ czystego HAp nie wptyngta na
oznaczenie ChZT. Jak widaé, w stosowanym zakresie stgzen
uzyskano zalezno$¢ liniowa ChZT od stgzenia lecytyny ze
wspotczynnikiem korelacji bliskim 1.
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Rys. 2. Widma FTIR hydroksyapatytu modyfikowanego lecytyna (HAp-LE)
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Rys. 3. Krzywa wzorcowa lecytyny z dodatkiem hydroksyapatytu

Warto wspomnie¢, iz krzywa wzorcowa byta wykonana na pod-
stawie roztworéw lecytyny do ktérych dodano czysty HAp. Warunki
przeprowadzania analizy ChZT (kwasne $rodowisko oraz wysoka
temperatura) zapewniaja calkowite utlenienie obecnych w prébce
zwiazkow organicznych. Ponadto warunki prowadzenia reakcji
pozwalaja przypuszczaé, ze bedzie obserwowane catkowite utlenie-
nie lecytyny zaréwno wolnej, jak i zwiazanej powierzchniowo
z HAp, a takze zamknigtej w nanoczastkach hydroksyapatytu. Auto-
rzy pracy uwazaja, ze proponowana metoda jest odpowiednia do
oznaczenia zwartos$ci lecytyny zwiazanej z HAp po procesie mokrej
precypitacji hydroksyapatytu i z powodzeniem moze by¢ wykorzy-
stana w przypadku stosowania innych zwiazkéw organicznych.

Doktadno$¢ oraz poprawnos¢ metody do oznaczania zawartosci
lecytyny zawartej w HAp-LE potwierdzono na podstawie sporza-
dzenia bilansu tlenu zuzytego do catkowitego utlenienia lecytyny
zawarte] w mieszaninie poreakcyjnej, osadzie oraz supernatancie
(Tab. 1). Z przeprowadzonych obliczen wynika, Ze masa tlenu zuzy-
ta do catkowitego utlenienia zwiazkéw organicznych, ktérych Zré-
dlem jest lecytyna, jest poréwnywalna dla mieszaniny poreakcyjnej
idla sumy masy tlenu z osadu i supernatantu. Na podstawie wyko-
nanego bilansu tlenu mozna uznaé, ze zaproponowana metoda anali-
tyczna jest wilasciwa do oznaczenia ilosci lecytyny zwiazanej
z hydroksyapatytem. Ponadto stwierdzono, Ze po odwirowaniu
prawie cata ilo$¢ dodanej lecytyny jest zawarta w osadzie, natomiast
ilo$¢ lecytyny zawarta w supernatancie jest niewielka. Oznacza to,
ze lecytyna uzyta do syntezy HAp-LE niemal w calosci wiaze sig
z hydroksyapatytem (Tab. 1).

Tab. 1. Bilans tlenu w mieszaninie poreakcyjnej, osadzie i supernatancie

Flos’c’ lecytyny ChZT mieszaniny ChZT osadu | ChZT supernatantu
uzyta do syntezy akeyine O/L
[g/L] poreakcyjnej [mg O/L] [mg O,/L] [mg O/L]
5 699,72 704,48 12,68
3 609,00 579,60 10,93

Wyniki procentowej zawartos$ci lecytyny w uzyskanych proszkach
zostaty przedstawione w tab. 2.

Tab. 2. Procentowa zawarto$¢ lecytyny w proszkach HAp-LE

Tlo$¢ lecytyny uzyta do syntezy Zawartos$¢ lecytyny w proszku HAp-LE
[g/L] [%]
1 1,01
3 2,98
5 18,43
15 27,14

Z przeprowadzonych analiz jasno wynika, ze wraz ze zwigkszaja-
ca sig ilodcia lecytyny uzyta do syntezy ro$nie jej zawarto§¢ w kon-
cowym produkcie w zakresie od 1% do ok. 30% masowych.

Whnioski

W wyniku przeprowadzonych badan doswiadczalnych stwierdzo-
no, ze metoda pomiaru Chemicznego Zapotrzebowania Tlenu oparta
na Polskiej Normie [PN-ISO 6060] moze by¢ z powodzeniem stoso-
wana do oznaczenia stgzenia lecytyny.

Otrzymano liniowa krzywa wzorcowa w przypadku roztworéw
lecytyny z dodatkiem hydroksyapatytu. Wspétczynnik korelacji
otrzymanej krzywej jest bliski jednosci.

Metoda ChZT z powodzeniem nadaje si¢ zaréwno do oznaczania
lecytyny w roztworach z zawieszonym hydroksyapatytem, jak i w przy-
padku, gdy lecytyna jest zwigzana z HAp. Przewaga zaproponowanej
metody ChZT nad innymi technikami oznaczania zawartosci lecytyny
jest fakt, Zze za jej pomoca oznaczana jest cala lecytyna zawarta
w hydroksyapatycie, a nie tylko ta zwigzana powierzchniowo.

Kolejna jej zaleta jest niski koszt i dobra powtarzalno$¢ wynikow.
Zaproponowana oryginalna metoda w przyszto$ci moze réwniez by¢
wykorzystana w przypadku stosowania innych zwiazkéw organicz-
nych w réznych syntezach zwigzkéw nieorganicznych.
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