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Porowaty hydroksyapatyt (HA) stanowi doskona³y syn-
tetyczny substytut ko�ci u¿ywany w chirurgii ko�ci i powiêk-
szeniach twarzoczaszki (Cottrell & Wolford, 1998) ze wzglê-
du na swoj¹ biokompatybilno�æ i osteoprzewodnictwo.
Wed³ug Holmesa, w okresie 5-16 miesiêcy po operacji oko-
³o 50% implantu zostaje zast¹pionych przez tkanki kostne
lub miêkkie (Holmes et al., 1988). Aktualne statystyki poda-
j¹, ¿e odpowiednio w 2% lub 4% przypadków operacji bio-
dra lub kolana wywi¹zuj¹ siê infekcje, ale liczby te zwiêk-
szaj¹ siê do 50% w przypadkach u¿ycia zewnêtrznych sta-
bilizatorów z³amañ (Stigter et al., 2002). Przyczyn¹ tych zja-
wisk jest s³aba dostêpno�æ zainfekowanych obszarów ko-
�ci przez systemowo dostarczane antybiotyki. Po¿¹dan¹
alternatyw¹ tej terapii jest zatem antybiotykowa terapia miej-
scowa, pozwalaj¹c¹ na lokalne kontrolowane dostarczanie
antybiotyku do zaka¿onego miejsca. W tym celu antybioty-
ki wprowadzane s¹ zazwyczaj do cementu hydroksyapaty-
towego poprzez fizyczn¹ inkorporacjê do no�nika (Stigter
et al., 2002; Buranapanitkit et al., 2004; Joosten et al., 2004,
2005; Baro et al., 2002).
G³ównym celem pracy by³o antybakteryjne zabezpieczenie
HA poprzez jego fizyczno-chemiczne wi¹zanie z gentamy-
cyn¹.
Procedura immobilizacji antybiotyku zosta³a przeprowadzo-
na wed³ug zg³oszenia patentowego (Ginalska, 2003). Akty-
wacjê HA g-aminopropyltrietoksysilanem przeprowadzono
wed³ug procedury Weethala (1976), a keratynê przy³¹cza-
no kowalencyjnie do silanizowanych HA wed³ug procedury
w³asnej. Stê¿enie gentamycyny okre�lano metod¹ spektro-
fotometryczn¹ wed³ug metody Frutos Cabanillas (2000).
Cechy no�ników hydroksyapatytowych (uzyskanych z Ka-
tedry Technologii i Ceramiki, AGH w Krakowie) podano w
TABELI I. Wynika z niej, ¿e im ni¿sza temperatura ich syn-
tezy, tym mniejsza jest gêsto�æ no�ników, a wiêksza ich
porowato�æ i ilo�ci keratyny zwi¹zanej na powierzchni.
Wyniki immobilizacji gentamycyny na HA prezentuje TA-
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Porous hydroxyapatite (HA) is an excellent synthetic
bone substitute used in orthognathic surgery and craniofa-
cial augmentation (Cottrell & Wolford, 1998) for its
biocompatibility and osteoconductivity. According to Holmes,
within a postoperative period of 5 - 16 months about 50% of
a whole implant is usually replaced by bone or soft tissues
(Holmes et al., 1988). Recent statistics estimate the current
incidence of infections to be around 2% and 4% in total hip
and knee arthroplasties, respectively, but these figures can
increase to 50% when external fracture fixators are used in
trauma surgery (Stigter et al., 2002). The reason lies in a
poor accessibility of the bone-infected site by systemati-
cally delivered antibiotic. The local therapy is therefore a
desired alternative, allowing for a control delivery of antibi-
otics to infected sites. For this purpose, antibiotics are usu-
ally introduced to hydroxyapatite cement via their physical
incorporation to the carrier (Stigter et al., 2002;
Buranapanitkit et al., 2004; Joosten et al., 2004, 2005; Baro
et al., 2002).
Main aim of the research was the obtaining of antibacterial
protection of HA via its physico-chemical binding with gen-
tamicin.
Immobilization procedure was performed according to our
Patent pending (Ginalska, 2003).  HA was activated by g-
aminopropyltriethoxysilane according to Weethal's method
(1967), keratin was covalently immobilized to silanized HA
according to our own procedure. Gentamicin concentration
was estimated spectrophotometrically after Frutos
Cabanillas (2000).  Properties of hydroxyapatite carriers
(obtained from Chair of Technology and Ceramics, AGH,
Kraków) are presented in TABLE I. The data lead to the
conclusion that the lower is HA synthesis temperature, the
lower is HA density but the higher carrier porosity and
amount of keratin immobilized on its surface.
Results of gentamicin immobilization on HA are presented
in TABLE II. Temperature of HA synthesis exerts a signifi-
cant effect on amount of the antibiotic retained on the car-

rier - the higher it is the less gentamicin binds to hydroxya-
patite. The highest amounts of antibiotics retained (by physi-
cal adsorption, ionic interactions and covalent bonds) on

No�nik 
Carrier 

Temp. syntezy 
Synthesis 

temp. 
oC 
 

Porowato�æ 
otwarta 

Open porosity 
(%) 

Gêsto�æ pozorna 
Apparent density 

(g/cm3) 

Porowato�æ 
ca³kowita 

Total porosity 
(%) 

�redni rozmiar porów 
Average pore diameter 

(ìm) 

Ilo�æ keratyny mg/g HA 
Amount of keratin mg/g of 

HA 

I 800 67,0 1,017 72,6 0,09 16,29 
II 900 66,5 1,040 71,5 0,18 8,304 
III 1000 59,8 1,265 62,9 0,25 7,356 
IV 1050 44,6 1,676 - - 3,444 
V 1100 36,9 1,987 - - 2,976 
VI 1150 29,6 2,192 32,8 0,43 2,094 

 TABELA I. Czê�ciowa charakterystyka no�ników
hydroksyapatytowych (HA).
TABLE I. Partial characteristics of hydroxyapatite
carriers (HA).

Nr 47-1.p65 05-09-12, 11:4734



35

I
N

¯
Y

N
I

E
R

I
A

carrier - up to 2.5 mg/g HA - were found for keratin-sealed
carriers when compared with silanized or control ones (ex-
cept of HA VI). Amounts of gentamicin covalently bound
are generally comparable for HA silanized and protein-
coated; they reach up to 1.8 mg/g HA. Amount of ionic an-
tibiotic-HA interactions is significant for keratin-sealed car-
riers, but practically undetectable in case of silanized HA.
The above observations were confirmed by results of inhi-
bition of E. coli (ATCC 25922) growth by HA with total gen-
tamicin or HA with ionically and covalently bound antibiotic
(Table III). The dimensions of E. coli growth inhibition zones
are the bigger, the lower is HA synthesis temperature. Posi-
tive effect of keratin presence on amount of ionic interac-
tions between the antibiotic and modified carrier is notice-
able. Even for HA VI, synthesized at 1150oC, their pres-
ence results in much more significant inhibition of E. coli
growth than for silanized or non-activated (control) carrier.
Further experiments were performed on HA I because the
best results of gentamicin immobilization were obtained for
this carrier. SEM micrographs of HA I (800oC) showed that
modification of hydroxyapatite by g-aminopropyl-
triethoxysilane does not change its surface structure when

BELA II. Temperatura syntezy hydroksyapatytów wywiera
wyra�ny wp³yw na ilo�æ zatrzymanego na no�niku antybio-
tyku - im jest wiêksza, tym mniej gentamycyny wi¹¿e siê do
HA. Najwiêksze ca³kowite ilo�ci antybiotyku zatrzymanego
(przez adsorpcjê fizyczn¹, wi¹zania jonowe i kowalencyj-
ne) na no�niku - do 2,5 mg/g HA - stwierdzono dla no�ni-
ków pokrywanych keratyn¹ w porównaniu z silanizowany-
mi czy kontrolnymi ( z wyj¹tkiem HA VI) . Ilo�ci gentamycy-
ny zwi¹zanej kowalencyjnie s¹ generalnie porównywalne
dla HA silanizowanych i bia³kowanych i siêgaj¹ nawet do
1,8 mg/g HA. Ilo�æ jonowych po³¹czeñ antybiotyk-HA jest
znaczna dla no�ników keratynowanych, a praktycznie brak
ich  w przypadku HA silanizowanych.
 Powy¿sze obserwacje potwierdzone zosta³y przez wyniki
zahamowania wzrostu E. coli (ATCC 25922) przez hydrok-
syapatyty zawieraj¹ce gentamycynê ca³kowit¹ lub te¿ zwi¹-
zan¹ jonowo i kowalencyjnie (Tabela III). Wielko�æ zon in-
hibicji wzrostu E. coli jest tym wiêksza, im ni¿sza jest tem-
peratura syntezy HA. Zauwa¿alny jest pozytywny wp³yw
obecno�ci keratyny na ilo�æ wi¹zañ jonowych pomiêdzy
antybiotykiem a zmodyfikowanym no�nikiem - nawet dla
no�nika spiekanego w temp. 1150oC ich obecno�æ wywo³u-
je znacznie wiêksz¹ inhibicjê wzrostu E. coli ni¿ no�niki si-
lanizowane lub nieaktywowane (kontrolne).
Kolejne do�wiadczenia wykonywano z u¿yciem no�nika HA
I, dla którego uzyskano najlepsze wyniki immobilizacji gen-
tamycyny. Zdjêcia SEM hydroksyapatytu I (800oC) wyka-
za³y, ¿e modifikacja no�nika silanem nie zmienia jego struk-
tury powierzchniowej w porównaniu z kontrol¹ (RYS.1).
Natomiast na no�niku modyfikowanym keratyn¹ zauwa¿a
siê obecno�æ w³ókien keratyny pokrywaj¹cych no�nik.
No�nik HA I przechowywano przez 4 miesi¹ce w tempera-
turze pokojowej w celu sprawdzenia d³ugotrwa³ej aktywno-
�ci antybakteryjnej tak modyfikowanych hydroksyapatytów.
Stwierdzono, ¿e HA I zachowa³ swoje antybakteryjne w³a-
�ciwo�ci wobec E. coli, co widaæ najlepiej dla próbek za-
wieraj¹cych gentamycynê zwi¹zan¹ poprzez wszystkie trzy
typy oddzia³ywañ. Dzia³anie gentamycyny zwi¹zanej jono-
wo jest najsilniejsze w przypadku HA keratynowanego, za�
wp³yw inhibuj¹cy antybiotyku zwi¹zanego kowalencyjnie w
warunkach testowych obserwowany jest w bezpo�rednim
kontakcie HA z bakteriami (RYS.2).
Reasumuj¹c: wykazano, ¿e immobilizacja gentamycyny na
no�nikach hydroksyapatytowych wi¹¿e siê z wystêpowa-
niem trzech typów oddzia³ywañ: biernej adsorpcji, si³ jono-
wych i wi¹zañ kowalencyjnych. Ilo�æ gentamycyny zwi¹za-
nej przez HA jest tym wiêksza, im ni¿sza jest temperatura
jego syntezy. Ilo�æ antybiotyku zwi¹zanej z HA jonowo jest
wyra�nie najwiêksza w przypadku modyfikacji no�nika ke-
ratyn¹. Modyfikowane hydroksyapatyty nie trac¹ swych
antybakteryjnych w³a�ciwo�ci po 4 miesi¹cach przechowy-
wania w temperaturze pokojowej.

Silanizowany 
Silanized 

Pokrywany keratyn¹ 
Keratin-sealed 

Nie modyfikowany (kontrola) 
Non-modified (control) 

No�nik 
Carrier 

A B C A B C A B C 

I 2,364 1,828 1,828 2,500 1,326 1,187 1,628 0,727 0,558 

II 1,478 1,026 1,026 2,458 1,639 1,577 1,136 0,404 0,392 

III 1,342 1,035 0,997 1,608 0,951 0,811 1,028 0,445 0,411 

IV 1,152 0,985 0,952 1,444 1,155 0,958 0,558 0,388 0,355 

V 1,384 1,040 0,915 1,532 0,920 0,645 0,348 0 0 

VI 0,928 0,570 0,501 0,232 0 0 0,226 0 0 

 TABELA II. Ilo�æ gentamycyny unieruchomionej
na modyfikowanych i kontrolnych no�nikach HA
(mg/g no�nika). A-ca³kowita; B-zwi¹zana jonowo
i kowalencyjnie; C-zwi¹zana kowalencyjnie.
TABLE II. Gentamicin amount immobilized on
modified and control HA carriers (mg/g carrier).
A-total;, B-ionically and covalently bound; C-
covalently bound.

C B A 

RYS.1 . Zdjêcia SEM (x2000) no�ników HA I (800oC)
silanizowanych (A) lub pokrywanych keratyn¹ (B)
ze zwi¹zan¹ gentamycyn¹. HA nieaktywowany
stanowi kontrolê (C).
FIG. 1. SEM photographs (x 2000) of HA carriers
silanized (A) or keratin-sealed (B) with
immobilized gentamicin. Non-activated HA I
(800oC) (C) serves as control.

Silanizowany 
Silanized 

Pokrywany 
keratyn¹ 

Keratin-sealed 

Nie 
modyfikowany 

(kontrola) 
Non-modified 

(control) 

No�nik 
Carrier 

A B A B A B 
I 33,5 19 34 22,5 32 24,5 
II 31 14 31 21 32 20 
III 29 11 28 18 29 14 
IV 25,5 12,5 30 19,5 25 0 
V 27 16 27 20,5 27 0 
VI 28,5 10 26 17 26 0 

 TABELA III. Strefy zahamowania wzrostu (w mm)
E. coli na p³ytkach z pod³o¿em Mueller-Hinton jako
efekt dzia³ania gentamycyny unieruchomionej na
no�nikach HA (50 mg). No�niki zawiera³y
gentamycynê ca³kowit¹ (A) i zwi¹zan¹ jonowo i
kowalencyjnie (B).
TABLE III. Zones of E. coli growth (mm) on Mueller-
Hinton agar plates as a function of gentamicin
immobilized on HA carriers (50 mg) activity. The
carriers contained the total gentamicin (A) and the
ionically and covalently bound (B).
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compared with control HA (FIG.1). However, the presence
of protein fibers is well visible on surface of keratin-sealed
hydroxyapatite.
The HA I carrier was stored for 4 months at room tempera-
ture in order to test the long-lasting antibacterial activity of
such modified hydroxyapatite. It was found that HA I re-
mained active against E. coli after this period; the most sig-
nificant antibacterial activity of this carrier is observed for
samples containing gentamicin bound via all three types of
interactions. Activity of ionically bound gentamicin was the
highest for keratin-sealed HA. In the experiment conditions,
the inhibiting effect of covalently bound antibiotic was ob-
served upon direct contact with bacterial cells (FIG.2).
To sum up: It was shown that gentamicin binds on hydroxya-
patite carriers due to appearance of three types of interac-
tions: passive adsorption, ionic interactions and covalent
bonds. Amount of gentamicin bound to HA is the higher,
the lower is temperature of HA synthesis. Amount of antibi-
otic ionically bound to HA is the highest in case of keratin-
sealed carrier. The modified hydroxyapatites retain their
antibacterial activities after 4 months of storage at room
temperature.

RYS. 2. Strefy zahamowania wzrostu E. coli na
p³ytkach z pod³o¿em Mueller-Hinton jako efekt
dzia³ania gentamycyny unieruchomionej na
no�niku HA I (50 mg) po 4 miesi¹cach
przechowywania w R/T. No�niki zawiera³y
gentamycyn¹ ca³kowit¹ (A), zwi¹zan¹ jonowo i
kowalencyjnie (B) oraz zwi¹zan¹ kowalencyjnie
(C). 1-HA silanizowany, 2-HA pokrywany keratyn¹,
3-HA nieaktywowany (kontrolny).
FIG. 2. Zones of E. coli growth inhibition on
Mueller-Hinton agar plates as a function of
gentamicin immobilized on HA I carrier (50 mg)
activity after 4 months of storage at R/T. The
carriers contained the total gentamicin (A),
ionically and covalently bound gentamicin (B) and
covalently bound gentamicin (C). 1-HA silanized,
2- HA keratin-sealed, 3-HA non-activated (control).
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