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Wprowadzenie 

Hydroksyapatyty złożone z fosforanów wapnia będących 
naturalnym składnikiem konstrukcyjnym kości, są obecnie 
jednym z lepszych materiałów implantacyjnych w ortopedii 
i stomatologii. Są one biokompatybilne i po wszczepieniu 
nie wywołują znaczącej odpowiedzi immunologicznej 
[1]. Ze względu na specyÞ kę zabiegów implantacyjnych, 
częstość występowania zakażeń miejscowych jest bardzo 
niska i oscyluje w granicach 1-3%, jednak w obrębie tych 
przypadków, ryzyko utraty kończyny lub śmierci pacjenta 
jest bardzo wysokie. Głównymi czynnikami etiologiczny-
mi zakażeń są S. aureus i S. epidermidis. Skutecznym 
sposobem proÞ laktyki zakażeń implantu jest stosowanie 
antybiotykoterapii ogólnej, jednakże mniej szkodliwa dla 
pacjenta jest ochrona miejscowa wszczepionego materiału. 
Pozwala ona na zmniejszenie dawki leku dostarczonej do 
organizmu [2]. Hydroksyapatyt dzięki porowatej strukturze 
może być potencjalnym nośnikiem leków [3;4] i uwalniając 
lek in situ może zapobiec infekcjom pooperacyjnym i two-
rzeniu bioÞ lmu na powierzchni implantu [5]. 
Celem prezentowanej pracy była modyÞ kacja materiału 
hydroksyapatytowego białkami a następnie immobilizacja 
chemiczna gentamycyny w kierunku wytworzenia biomate-
riału zdolnego do stopniowego uwalniania leku do otacza-
jącego środowiska. 

Metodyka 

Granulat hydroksyapatytowy wykonano w Katedrze 
Technologii i Ceramiki AGH w Krakowie. Parametry HAP 
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Introduction

Hydroxyapatite  ceramics based on calcium phosphates, 
chemical compounds being natural constructive element 
of bones is now regarded to be one of better implantation 
materials in orthopedic surgery and stomatology (1) be-
cause it is an unusually biocompatible material and it does 
not evoke a signiÞ cant host response. Due to speciÞ cs of 
implantation procedures frequency of local infections is very 
low, achieving 1-3%. However, among these cases, the risk 
of limb amputation or patient’s death is very high. The main 
etiological factors of  infections are S. epidermidis and S. 

aureus. An efÞ cient way of implant infections prophylaxis is 
systemic antibiotic therapy (2); however, local drug delivery 
is less harmful for organism because it allows for reduction 
of drug dose. So, porous structure of hydroxyapatite has 
recently been considered as a potential material for drug 
delivery system (3,4). This type of drug delivery system can 
release a therapeutic agent in situ to avoid infections after 
surgical procedures and formation of bioÞ lm on implant 
surface (5)
The aim of the present study was modiÞ cation of hydroxya-
patite material by proteins and next chemical gentamicin im-
mobilization to construct a biomaterial with ability to release 
the drug gradually to surrounding environment.

Methods

Hydroxyapatite was made in Chair of Technology and 
Ceramics, AGH, Kraków. Hydroxyapatite parameters 
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wynosiły: średnica 0.3-05 mm, otwarta porowatość 67%, 
temperatura spiekania 8000C. Otrzymany materiał pokryto 
dwoma rodzajami białek (żelatyną wieprzową lub keratyną 
z włosów ludzkich) uzyskując tym samym 2 typy matryc. W 
procesie tym wykorzystano metodę aktywacji γ-aminopropy-
lotrietoksysilanem Weethala [6] i własną procedurę immobi-
lizacji białek. Ilość przyłączonego białka określano metodą 
Lowry`ego zmodyÞ kowaną przez Schacterle i Pollack`a [7]. 
Gentamycynę łączono z biomateriałem według Zgłoszenia 
Patentowego [8] i oznaczano ilościowo wg Frutos-Cabanillas 
[9]. Aktywność biologiczną immobilizowanej formy antybio-
tyku testowano wobec S. aureus ATCC 25923.   

Rezultaty bada  

Eksperymentem objęto materiał modyÞ kowany białkami 
(żelatyną i keratyną) i bez modyÞ kacji. Wyniki immobilizacji 
gentamycyny na granulacie HAP w zależności od rodzaju 
i ilości białka związanego z materiałem przedstawia TA-
BELA 1. 
Na podstawie osiągniętych wyników zauważono, że ilość 

antybiotyku unieruchomionego na biomateriale nie zależy 
od rodzaju i ilości białka modyÞ kującego granulat HAP. W 
związku z tym dalszą część doświadczeń wykonywano z 
udziałem HAP modyÞ kowanego 0.3% roztworem białka 
(roztwór do immobilizacji 3 mg/ml). Stwierdzono, że gen-
tamycyna do białkowanego materiału przyłączana jest 
w sposób mieszany. NiemodyÞ kowany białkiem nośnik 
(kontrola) zdolny jest związać gentamycynę na drodze 
adsorpcji Þ zycznej (31 %) i jonowo (21 %); ponadto 48 % 
antybiotyku pozostaje uwięzione głęboko w porach granu-
latu. Na nośnikach modyÞ kowanych białkiem ok. 30% leku 
było związane na drodze adsorpcji Þ zycznej, jonowo tylko 
3 – 4 %, natomiast z pozostałej puli 63 – 68 % antybiotyku 

część przyłączyła się kowalencyjnie, a część została uwię-

ziona w porach. 

W dalszej części pracy testowano wpływ odczynu środowi-

ska na efektywność wiązania białka (TABELA 2). Okazało 

się, że środowisko zasadowe (pH=9) sprzyja zwiększeniu 

ilości unieruchomionego białka oraz wydajności procesu 

immobilizacji. 

Następnie badano zależność pomiędzy stosunkiem masy 

materiału do objętości roztworu antybiotyku a wydajnością 

procesu immobilizacji i stwierdzono, że należy eksperymen-

were: diameter: 0.3-0.5 mm, open porosity: 67 %, sintering 

temperature: 8000C. This material was chemically covered 

by two kinds of protein (porcine gelatin or keratin derived 

from human hair). So, we obtained two types of matrix. 

HAP was activated by γ-aminopropyltriethoxysilane ac-

cording to Weethal’s method (6), keratin and gelatin were 

covalently immobilized to silanized HAP according to our 

own procedure. Protein concentration was measured 

colorometrically by Lowry method modiÞ ed by Schacterle i 

Pollack (7). Gentamicin was immobilized according to the 

Patent pending (8) and its concentration was estimated 

spectrophotometrically after Frutos-Cabanillas (9). Biological 

activity of immobilized antibiotic was tested in the presence 

of  S. aureus ATCC 25923.

Results

Our experiments involved the modiÞ cation of both: the 

material sealed by proteins (gelatin and keratin) and the 

non-modiÞ ed one. Results of gentamicin immobilization on 

HAP in dependence on a kind and amount of protein are 

presented in TABLE 1. The data leads to the conclusion that 

there is not any correlation between a kind and amount of 

protein on carrier and amount of  immobilized gentamicin. 

So, 0.3 % (3 mg/ml) initial concentration of protein before 

the matrix activation was chosen for further experiments. It 

was found that gentamicin was attached to the matrices in 

mixed way. Non-modiÞ ed carrier (control) had the ability to 

bind gentamicin by physical adsorption (31%) and by ionic 

interaction (21%); however, 48% was entrapped deeply 

in HAP pores. To protein-modiÞ ed carriers, about 30% of 

drug was bound by physical adsorption, only 3-4% by ionic 

interactions, whereas the remaining amount of 63-68% 

TABELA 1. Wp yw rodzaju i ilo ci bia ka na immo-
bilizacj  gentamycyny. 
TABLE 1. Inß uence of kind and amount of protein 
on gentamicin immobilization.

Rodzaj 

białka

Kind of 

protein

Ilość białka 

przed 

immobili-

zacją

Amount 

of protein 

before 

immobiliza-

tion

(mg/ml)

Ilość 

białka na 

nośniku

Amount of 

protein on 

carrier

(mg/g)

Wydaj-

ność

EfÞ -

ciency

(%)

Ilość 

gentamy-

cyny na 

nośniku

Amount 

of genta-

micin on 

carrier

(mg/g)

Wydaj-

ność

Immobi-

lization 

yield

(%)

Keratyna

Keratin

18.17 40.55 55.8 3.74 33.49

10.10 24.63 61.6 3.58 32.02

2.5 7.87 76.9 3.86 34.49

Żelatyna

Gelatin

21.76 26.63 69.4 3.78 33.38

9.0 11.6 32.2 3.76 33.63

2.94 7.24 61.7 3.66 32.70

*Stężenie gentamycyny przed immobilizacją wynosiło 2.795 mg/ml

*Concentration of gentamicin before immobilization was 2.795 mg/ml

Typ białka

Type of protein
pH

Ilość białka związa-

nego z HAP

Wydajność

Immobilization yield  

(%)

Keratyna

Keratin

5 8.51 34.88

7 12.11 47.01

9 12.42 54.75

Żelatyna

Gelatin

5 13.75 36.66

7 18.19 48.76

9 22.96 60.07

TABELA 2. Wp yw pH rodowiska na efektywno  
wi zania bia ka.
TABLE 2. Inß uence of medium pH on effectiveness 
of protein attachment process. 

TABELA 3. Wp yw st enia gentamycyny na wy-
dajno  immobilizacji.
TABLE 3. Inß uence of gentamicin concentration 
on immobilization yield.

Typ nośnika

Type of carrier

Stężenie leku przed 

immobilizacją

Concentration of 

drug before im-

mobilization

(mg/ml)

Ilość leku na 

HAP

Amount of 

drug on HAP

(mg/g)

Wydajność

Immobilization 

yield (%)

HAP pokryty 

keratyną

Keratin-sealed 

HAP

1.13 1.28 56.73

2.66 2.75 51.62

5.17 3.54 34.24

10.47 4.66 22.26

HAP pokryty 

żelatyną

gelatin-sealed 

HAP

1.13 1.17 51.86

2.66 2.17 40.86

5.17 3.09 29.86

10.47 4.20 20.05
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talnie wyznaczać tę proporcję. W przypadku testowanego 

granulatu HAP optymalna proporcja wynosiła: 1 ml roztworu 

gentamycyny/ 0.75 g HAP. 

Następnie określano wpływ stężenia antybiotyku na wy-

dajność immobilizacji. Stwierdzono, że wraz ze wzrostem 

stężenia leku wzrasta ilość gentamycyny przyłączonej do 

białkowanego HAP, jednak łączy się to z obniżeniem wy-

dajności procesu (TABELA 3).  

Ostatnim etapem badań było sprawdzenie wpływu mody-

Þ kacji chemicznej biomateriału na aktywność biologiczną 

gentamycyny. W tym celu HAP modyÞ kowany białkiem i le-

kiem oraz niemodyÞ kowany białkiem a tylko impregnowany 

Þ zycznie gentamycyną, umieszczono w bulionie bakteryj-

nym (CFU=1.5x108). Eksperyment prowadzono 7 dni i co 

48 godzin wprowadzano do bulionu nową porcję bakterii. 

W wyniku eksperymentu stwierdzono, że HAP białkowany 

i połączony z gentamycyną w sposób mieszany (adsorpcja 

Þ zyczna, interakcje jonowe, wiązania kowalencyjne) wyka-

zywał właściwości bakteriobójcze. Natomiast w przypadku 

HAP łączonego biernie z gentamycyną zauważono wzrost 

bakterii S. aureus po 24 godzinnej inkubacji. 

Wnioski

1. ModyÞ kacja granulatu HAP białkami wpływa na immobili-

zację gentamycyny w sposób mieszany. Lek wiązany jest do 

biomateriału przede wszystkim na drodze adsorpcji Þ zycznej 

i kowalencyjnie, choć pewna część pozostaje uwięziona 

Þ zycznie w porach granulatu HAP.

2. Środowisko zasadowe jest korzystne dla modyÞ kacji 

HAP białkami.

 

 

antibiotic was partially attached via covalent bonds and 

partially entrapped within the pores.                          

In further part of research the inß uence of medium pH on 

effectiveness of protein binding was tested (TABLE 2). It 

was shown that alkaline medium (pH=9) promoted both an 

increase of protein amount and immobilization yield. Next, 

the dependence between a proportion of material mass 

to antibiotic solution volume and an immobilization yield 

was examined. In this case the optimal proportion was 

1ml gentamicin to 0.75g of HAP. On a base of this experi-

ment we found that there is a need to set this proportion 

experimentally.

Further experiment concerned the estimation of inß uence of 

antibiotic concentration on immobilization yield. It was shown 

that when drug concentration was increased also the amount 

of immobilized gentamicin on protein-sealed HAP increased 

but immobilization yield decreased   (TABLE 3). 

  The last step of this research concerned checking of the 

inß uence of chemical biomaterial modiÞ cation on gentamicin 

biological activity. Drug-protein-modiÞ ed HAP and non-modi-

Þ ed one soaked in gentamicin solution (control) were placed 

in bacterial broth. Experiment lasted for 7 days. After every 

48 hours, a new portion of bacteria was added. In view of 

experiment it was shown that protein-sealed HAP bound with 

gentamicin in mixed way (physical adsorption, ionic interac-

tions and covalent bonds) exerted bactericidal properties. 

In case of control HAP, the presence of  S. aureus just after 

24 incubation was observed.

Conclusions

1. ModiÞ cation of HAP carrier by proteins inß uenced on 

gentamicin immobilization. Drug was bound to biomaterial 

mostly by physical adsorption and in covalent mode; remain-

ing part was entrapped in HAP pores.

2. Alkaline medium is advantageous for HAP modiÞ cation  

by proteins.
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