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Wptyw temperatury na wlasciwosci nhanoczastek hydroksyapatytu
otrzymywanych w precypitacji z lecytyna

Wstep

Wozrastajace zainteresowanie nanoczastkami w zastosowaniach
biomedycznych pociaga za soba potrzebg lepszej charakterystyki
stosowanych materialéw, a takze wymaga ich kontrolowanej pro-
dukcji [Wasiak i in., 2016]. Jednym z przyktadéw nanoczastek chet-
nie wykorzystywanych w medycynie jest hydroksyapatyt (nHAp).
Chemiczne i strukturalne podobienstwo do komponentéw kostnych
sprawia, iz znalazl on zastosowanie w materiatach implantacyjnych,
pokryciach, cementach kostnych, materiatach dentystycznych,
a takze jako nos$nik lekéw [Drouet i in., 2009]. Budowa oraz wia-
Sciwosci nHAp sprawiaja, Ze jest dobrze tolerowany przez organizm
czlowieka, a takze posiada zdolno$¢ do interakcji z zywa tkanka
[Catros i in., 2010]). Zwigkszenie biozgodnosci czastek, kontrola ich
morfologii oraz opracowanie procesu produkcji na skal¢ przemysto-
wa sa obecnie wyzwaniem dla badaczy.

Przedstawione badania dotyczyly otrzymywania nanoczastek hy-
droksyapatytu metoda chemicznej precypitacji w obecnosci lecytyny
(nHAp-PC) w réznych temperaturach procesu. Otrzymany produkt
analizowano z uzyciem najnowszych metod pomiarowych, ktére
umozliwily okreslenie: rozmiaru czastek, potencjatu zeta, morfologii
oraz charakterystycznych grup funkcyjnych.

Badania doswiadczalne

Precypitacja nanoczastek hydroksyapatytu

Nanoczastki hydroksyapatytu (nHAp-PC) syntezowano z wy-
korzystaniem metody precypitacji w obecnosci lecytyny. Metoda
ta zostata szczegélowo opisana w pracy zespotu [Wojasinski i in.,
2015], w ktoérej lecytyna spelniata rolg surfaktantu do kontroli
morfologii czastek oraz jako $rodka modyfikujacego chemicznie
ich powierzchni¢. Modyfikacja powierzchniowa ma za zadanie
zwigkszenie biozgodnosci produktu. Czastki nHAp-PC otrzyma-
no w reaktorze pétokresowym z mieszaniem [Wojasinski i in.,
2015]. Do roztworu 0,5 M Ca(NO3;),-4H,0 i 3% masowych za-
wiesiny lecytyny (lecytyna sojowa, SERVA) dozowano 0,3 M
roztwér (NH,),HPO,. Roztwory przygotowano w wodzie ultra-
czystej. Reakcje prowadzono dla czterech warto$ci temperatury:
temperatura pokojowa (20 + 2°C, 40°C, 60°C i 80°C. Pozostale
parametry procesu takie jak: szybko$¢ dozowania, poczatkowe
pH oraz szybko$¢ mieszania pozostaly niezmienne. Po oczysz-
czeniu produktu precypitacji, zgodnie z procedura opisang przez
Wojasinskiego i in. [2015], produkt zostal poddany mieleniu
w planetarnym mtynie kulowym (5 min., 150 obr./min.) do
uzyskania proszku.

Rozmiar nanoczastek

Rozmiar otrzymanych nanoczastek hydroksyapatytu mierzono
dwiema metodami: metoda $ledzenia ruchu nanoczastek NTA
(Nanoparticle Tracking Analysis,) oraz metoda dynamicznego
rozproszenia $wiatta DLS (Dynamic Light Scattering,). Do pomia-
row NTA zastosowano aparat NanoSight LMI10 (Malvern, UK)
wraz z oprogramowaniem NTA 2.3. Pomiary DLS przeprowadzono
w aparacie Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK). Prébki proszkéw
nHAp-PC do analizy przygotowano w postaci zawiesin o st¢zeniu
czastek 1 mg/dm’® i poddano dziataniu ultradzwickéw przez 10
minut przed pomiarem, dla obu metod pomiarowych. Wyniki
podano jako $rednia z trzech pomiaréw.

Potencjat zeta

Potencjal zeta otrzymanych nanoczastek charakteryzujacy ich ta-
dunek powierzchniowy zmierzono za pomoca urzadzenia Zetasizer
Nano ZS, z wykorzystaniem metody laserowego pomiaru predkosci
czastek metoda Dopplera LDV (Laser Doppler Velocimetry,).
Badane byty zawiesiny nHAp-PC w wodzie ultraczystej o st¢zeniu
1 mg/dm’, ktérych odczyn pH wynosit 5,6 po wczesniejszym pod-
daniu ich dziataniu ultradzwigkéw przez 10 minut. Wykonano trzy
pomiary dla kazdej prébki.

Morfologia nanoczastek

Analiz¢ morfologii otrzymanych nanoczastek przeprowadzono na
podstawie zdje¢ ze skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM,
Zeiss Ultra Plus, Niemcy). Prébki proszkéw nHAp-PC nanoszono
na przewodzaca tasm¢ weglowa i poddano napyleniu warstwa
przewodzaca wegla w napylarce prézniowej BAL-TEC SCD 005
(obecnie Leica, Niemcy).

Sktad chemiczny

Obecno$¢ charakterystycznych grup funkcyjnych analizowano na
podstawie widm absorbeji FTIR (Fourier Transform Infrared spectro-
scopy) w trybie ostabionego catkowitego odbicia ATR (Attenuated Total
Reflectance). Do pomiaréw widm wykorzystano aparat Nicoler™ 6700
(ThermoScientific, USA) wykonujac trzydziesci dwa skany pojedynczej
prébki w zakresie wartoéci liczby falowej od 4000 do 400 cm™.

Wyniki i dyskusja

Rozmiar uzyskanych nanoczastek hydroksyapatytu modyfikowa-
nych lecytyna w funkcji temperatury przedstawiono narys. 1.
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Rys. 1. Rozmiar nanoczastek hydroksyapatytu nHAp-PC zmierzony metoda
$ledzenia ruchu nanoczastek (NTA) i dynamicznego rozproszenia wiatta (DLS)

Obie proponowane metody pomiaru daty zblizone wyniki. Swiadczy to
o poprawnosci ich doboru. Ponadto nie stwierdzono wptywu temperatury
na rozmiar czastek nHAp-PC. W badanym zakresie temperatur stosowana
metoda syntezy nHAp-PC umozliwia uzyskanie czastek o rozmiarze okoto
100 nm. Jest to bardzo korzystny wynik z punktu widzenia medycznego
zastosowania syntezowanego hydroksyapatytu.

W tab. 1 podano wartosci potencjatu zeta czastek, jakie uzyskano
w zakresie stosowanych temperatur. Warto$¢ potencjatu zeta silnie
zalezy od pH zawiesiny. W zwiazku z tym poréwnanie warto$ci poten-
cjalu zeta réznych zawiesin nalezy wykonywac tylko przy tej samej
wartosci pH. Jak wynika z tab. 1 wszystkie badane zawiesiny miaty taki
sam odczyn pH. Dzigki temu zmierzone warto$ci potencjalu zeta sa
tylko funkcja temperatury precypitacji.
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Tab. 1. Wyniki pomiaru potencjatu zeta zawiesin nanoczastek hydroksyapatytu
otrzymanych w réznych temperaturach

Temperatura, [C] pH zawiesiny, [-] Potencjat zeta + SD [mV]
20+2 5,6 -0,327 £ 0,379
40 5,6 0,104 + 0,450
60 5,6 -0,381 £ 0,451
80 5,6 -0,047 £0,318

Wartos¢ potencjatu zeta ma istotne znaczenie w procesie agregacji
czastek. Uktad uwazany jest za stabilny, gdy potencjat zeta jest
mniejszy od -30 mV lub wigkszy od 30 mV [Pomastowski i in.,
2012]. W prezentowanej pracy wartosci potencjatu zeta oscyluja
w poblizu wartosci 0, bez wzgledu na temperaturg procesu (Tab. 1).
Otrzymany zatem nHAp-PC jest zlozony z czastek, ktére moga
ulega¢ agregacji i rozpadowi. Potwierdzity to wyniki pomiaréw
morfologii czastek nHAp-PC prezentowane ponize;j.

Na rys. 2 przedstawiono obrazy uzyskane za pomoca mikroskopii
elektronowej nanoczastek hydroksyapatytu po syntezie w czterech
badanych temperaturach. Jak wspomniano wyzej czastki nHAp-PC
wyraznie tworza aglomeraty. Czastki wykazuja morfologig kulista
o rozmiarze rz¢du 100 nm, co jest spdjne z wynikami pomiaréw
NTA i DLS. Ponadto tworzace si¢ aglomeraty nanoczastek przypo-
minajq strukturg kalafiora, co byto wczesniej raportowane [Wojasin-
ski i in., 2015]. Jednoczesnie analiza zdje¢ skaningowej mikroskopii
elektronowej réwniez potwierdza niewielki wptyw temperatury precy-
pitacji na morfologi¢ uzyskiwanych nanoczastek hydroksyapatytu.

Rys. 2. Zdjgcia ze skaningowej mikroskopii elektronowej nano-
czastek hydroksyapatytu (nHAp-PC) otrzymanych w temperatu-
rze: A — pokojowej; B — 40°C; C — 60°C; D — 80°C

Pomiar FTIR umozliwia okreélenie wystgpujacych w produkcie
precypitacji grup funkcyjnych. Ponadto w przypadku stosowania
lecytyny jako surfaktantu, analiza FTIR daje informacj¢ na temat jej
obecno$ci w otrzymywanym hydroksyapatycie. Typowe widmo
nHAp zawiera dwa piki (liczba falowa okoto 1000 i 550 cm™), ktére
charakteryzuja grupy fosforanowe [Sldsarczyk in., 2005). W przy-
padku stosowania lecytyny jej obecno$¢ w nHAp-PC jest charakte-
ryzowana pikami widma dla liczb falowych okoto 3000 i 1600 cm™.
Narys. 3 pokazano widma FTIR w czterech badanych temperaturach.
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Rys. 3. Widma FTIR-ATR proszkéw nanoczastek hydroksyapatytu
(mHAp-PC) otrzymanych w temperaturze 20+2, 40, 60 i 80°C

Jak wida¢ stosowanie réznych temperatur nie wptywa znaczaco na
ksztalt pikéw zwiazanych z grupa fosforanowa. Jednakze piki odpo-
wiedzialne za obecnos$¢ lecytyny si¢ r6znig. Oznacza to, Ze synteza
hydroksyapatytu w stosowanym zakresie temperatur zalezy od
ilodci lecytyny, ktéra wiaze si¢ z produktem. Dalsze badania syntezy
nHAp-PC sa ukierunkowane na oznaczenie zawartosci lecytyny
w produkcie oraz jej wptywu na jako$¢ produktu koncowego

Podsumowanie i wnioski

W pracy przedstawiono wyniki precypitacji hydroksyapatytu mo-
dyfikowanego lecytyna w reaktorze pétokresowym. Proces prowa-
dzono w czterech temperaturach.

Rozmiar otrzymywanych czastek wynidst okoto 100 nm, co jest
korzystne z punktu widzenia zastosowan medycznych. Co wigcej, ta
cecha produktu nie zalezy od temperatury. Réwniez niezalezne od
temperatury sa warto$¢ powierzchniowego potencjalu zeta oraz
kulista morfologia otrzymanych czastek.

Analiza chemiczna produktu wskazuje na otrzymanie hydroksy-
apatytu zmodyfikowanego lecytyna. Jednakze, obecno$¢ lecytyny
w czastkach hydroksyapatytu jest rézna dla réznych temperatur
precypitacji. Zjawisko to bedzie przedmiotem dalszych badan w celu
okreslenia doktadnego stgzenia lecytyny w nHAp-PC. Umozliwi to
okreslenie wptywu zawartosci lecytyny w hydroksyapatycie na jego
wlasciwosci biologiczne.
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