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STRESZCZENIE

Modyfikacja apatytow wapniowych czasteczkami prostych zwiazkow organicznych, jakimi sa aminokwasy, jest
istotna metoda polepszenia biozgodnosci tych biomateriatow. Wyr6zni¢ mozna dwa rodzaje oddziatywan ami-
nokwasow z syntetycznym apatytem: adsorpcje oraz inkluzje. Rodzaj oddziatywania jest zalezny od zastoso-
wanej procedury preparatywnej: przez wybor parametréw syntezy mozna wptywaé na dystrybucje aminokwa-
su pomiedzy powierzchnie krysztatow oraz siec¢ krystaliczna. Badania strukturalne i analityczne modyfikowa-
nych aminokwasami materiatow apatytowych mozna efektywnie przeprowadzi¢ metodami instrumentalnymi
takimi jak: spektroskopia oscylacyjna w podczerwieni, proszkowa dyfraktometria rentgenowska, termogra-
wimetria oraz mikroskopia elektronowa potaczona z mikroanaliza rentgenowska.

SLOWA KLUCZOWE: hydroksyapatyt, aminokwas, biomateriaty kosciozastepcze

ABSTRACT
SYNTHESIS AND STRUCTURAL STUDIES OF CALCIUM HYDROXYAPATITES MODIFIED WITH AMINO ACIDS

Modification of calcium hydroxyapatites with simple organic molecules, such as amino acids, is an important
method to improve biocompatibility of those biomaterials. There are two types of amino acid - apatite inte-
ractions: adsorption and inclusion. Their occurrence is strongly dependent on the preparative procedure,
thus, by appropriate selection of synthesis conditions one can adjust the distribution of amino acid molecules
between the apatite surface and the apatite crystal lattice. Structural and analytical studies of the modified
apatite materials can be performed using vibrational infrared spectroscopy, powder X-ray diffraction, ther-

mogravimetry, as well as electron microscopy combined with energy dispersive X-ray microanalysis.

KEYWORDS: hydroxyapatite, amino acid, biomaterials for bone repair

1. Wprowadzenie

Hydroksyapatyt, przedstawiany stechiometrycznie wzo-
rem Caio(P04)s(OH)2, to minerat z grupy fosforanow wap-
niowych, ktoéry w postaci niestechiometrycznej (z licznymi
substytucjami i defektami w sieci krystalicznej) wystepuje
jako podstawowy sktadnik tkanek twardych - kosci i zebow.
Ze wzgledu na korzystne wtasciwosci biomechaniczne, wy-
soka biozgodnos¢ z tkanka kostna, osteokondukcyjnosc
oraz powolng biodegradacje w warunkach in vivo, hydrok-
syapatyty sa obecnie obiektami duzego zainteresowania
naukowcow i inzynierow przygotowujacych biomateriaty
majace zastosowanie w medycynie i farmacji [1].

Jednym z obiecujacych i popularnych kierunkéw badan
naukowych dotyczacych tych mineratow jest modyfikacja
ich struktury czasteczkami réznych zwiazkéw bioorganicz-
nych, wystepujacych w macierzy organicznej tkanek twar-
dych. Do wspomnianych zwiazkéw naleza miedzy innymi:
aminokwasy biogenne (a-L-aminokwasy) [2], kwasy orga-
niczne o matej masie czasteczkowej (szczawiowy, cytry-
nowy, jabtkowy) [3], polipeptydy oraz biatka (kolagen i
biatka niekolagenowe) [4,5]. Wszystkie te zwiazki w wa-
runkach in vivo biora udziat w regulacji zaréwno procesu
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wzrostu krysztatow mineratu kostnego, jak rowniez ich doj-
rzewania i resorpcji. Zaktada sie, ze modyfikowane bioma-
teriaty apatytowe beda wykazywac lepsza biozgodnos¢ w
stosunku do hydroksyapatytu niemodyfikowanego, co po-
zwoli na ich praktyczne zastosowanie w implantologii.

Zainteresowanie modyfikacja hydroksyapatytow wap-
niowych aminokwasami biogennymi wynika takze z faktu,
iz owe biokomponenty sa prostymi, bardzo dobrze scharak-
teryzowanymi zwigzkami organicznymi, co utatwia prepa-
ratyke i badania fizykochemiczne. Poza tym sa one ele-
mentami budulcowymi wszystkich pozostatych peptydo-
wych sktadnikow tkanek twardych. Metody syntezy i struk-
tura samego hydroksyapatytu sa obecnie dos¢ dobrze po-
znane. Teraz nalezatoby bardziej skupi¢ sie na projekto-
waniu, syntezie, badaniach strukturalnych i aplikacyjnych
materiatow kompozytowych zawierajacych apatyt, w tym
apatytow modyfikowanych aminokwasami.

2. Modyfikacja struktury hydroksyapatytu aminokwasem

Istnieja dwie podstawowe lokalizacje w jakie wprowa-
dzi¢ mozna aminokwas do struktury syntetycznego minera-
tu kostnego: powierzchnia krysztatow (efekt adsorpcji) oraz
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wnetrze sieci krystalicznej (efekt wbudowania). Modyfika-
cja gotowego, komercyjnego lub wczesniej zsyntetyzowa-
nego czystego hydroksyapatytu polega¢ moze tylko i wy-
tacznie na wykorzystaniu procesu adsorpcji. Z kolei efekt
wbudowania mozliwy jest do uzyskania w czasie syntezy
proszku hydroksyapatytowego de novo w obecnosci amino-
kwasu. W tym przypadku inkorporacja czasteczek amino-
kwasu do sieci krystalicznej apatytu nastepuje juz na eta-
pie zarodkow krystalicznych i wzrostu nanokrysztatow, kie-
dy pozwala na to znaczna labilnos$¢ struktury materiatu.

Oba zjawiska sa w rzeczywistosci na poziomie moleku-
larnym dos¢ ztozonymi procesami, co zostanie omoéwione w
dalszej czesci artykutu.

2.1. Aminokwas jako adsorbat

Adsorpcje aminokwasu poprzedza zwykle otrzymanie
czystego proszku hydroksyapatytowego z wykorzystaniem
jednej z wielu metod syntezy powszechnie opisywanych w
literaturze [6,7]. Mozliwe jest rowniez wykorzystanie
proszkow dostepnych komercyjnie. Kolejnym etapem stan-
dardowej procedury adsorpcji jest umieszczenie hydroksy-
apatytu w wodnym roztworze aminokwasu. Powstata za-
wiesina jest mieszana lub wytrzasana przez okreslony czas,
po czym zostaje odwirowana (lub przesaczona). Osad pod-
dawany jest suszeniu, a oddzielony supernatant moze stu-
zy¢ do oznaczen ilosciowych pozostatego niezaadsorbowa-
nego aminokwasu. Te dos¢ proste czynnosci preparatywne
komplikuje mnogos$¢ parametrow, jakie nalezy wziac¢ pod
uwage i ktorych wartosci nalezy dobra¢ w czasie optymali-
zacji procedury adsorpcji. Zostaty one zebrane w Tabeli 1
na podstawie danych literaturowych [8-13].

Tabela 1. Czynniki wptywajace na adsorpcje aminokwasu na
powierzchni hydroksyapatytu [8-13].

Czynnik Zakres
stosunek molowy Ca/P charakteryzujacy 1,33 -1,67
odchylenie od stechiometrii

stosunek masy hydroksyapatytu do ob- 5 -200 mg/ml
jetosci roztworu aminokwasu

stezenie aminokwasu 1 - 250 mmol/l
pH 6.5-7.4
temperatura utrzymywana w czasie 4-80°C
kontaktu hydroksyapatytu z roztworem

aminokwasu

czas kontaktu hydroksyapatytu z roz- 10 - 480 min.
tworem aminokwasu

temperatura suszenia 80 - 100 °C
czas suszenia 24 - 72 godz.

Jak pokazuja najnowsze badania, juz sam stosunek mo-
lowy Ca/P wyjsciowego hydroksyapatytu ma znaczacy
wptyw na efekt adsorpcji aminokwasu. Wartos¢ 1,67 jest
charakterystyczna dla hydroksyapatytu stechiometrycznego
[Ca10(PO4)s(OH);], powszechnie stosowanego jako adsor-
bent. Okazuje sie jednak, ze wraz z obnizeniem stosunku
molowego Ca/P, sktonno$¢ do adsorpcji aminokwasow
wzrasta. Zmniejszenie wspomnianego stosunku Ca/P jest
realizowane przez spadek zawartosci jonéw wapnia w sto-
sunku do zawartosci fosforu, przy zachowaniu obojetnego
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tadunku elektrycznego catej sieci krystalicznej dzigki sub-

stytucji jonowej. Jednoczesnie wykazano, ze efektywnosc¢

adsorpcji wzrasta wraz ze wzrostem ilosci jonéw HPO w

tak zwanych miejscach B krysztatow hydroksyapatytu, czyli

pierwotnie zajmowanych przez jony PO,*. Podstawienie

jonu tréjujemnego dwuujemnym skutkuje zmianami w

strukturze krysztatu prowadzacymi do kompensacji tadunku

przez lokalne ubytki i/lub inkorporacje innych jonow. Naj-
nizsza wartosc¢ stosunku Ca/P w hydroksyapatycie nieste-
chiometrycznym zastosowanym do adsorpcji aminokwasu
wynosita jak dotad 1,33, a jego wzdr mozna przedstawic
nastepujaco: Cag(P04)3.5(HPO4)2.5(0OH)o.5. Wzor ten ma pra-
widtowy, zerowy sumaryczny tadunek jonowy i wskazuje na
sporg zawarto$¢ jondw HPO.*, niezbednych do efektywnej

adsorpcji aminokwasu [8].

Wptyw stosunku masy hydroksyapatytu do objetosci
roztworu aminokwasu, a takze wptyw stezenia aminokwasu
w roztworze na efektywnos¢ adsorpcji wydaja sie byc
oczywiste. Parametry te nalezy dobiera¢ odpowiednio do
znanej powierzchni wtasciwej krysztatow na ktorych pro-
wadzona jest adsorpcja, tak by ilos¢ aminokwasu odpowia-
data wysyceniu powierzchni krysztatow zawieszonych w
roztworze. Oddziatywania aminokwasu z powierzchnia mi-
neratu beda zalezaty od rodzaju oraz jonizacji samego
aminokwasu (kation, anion, jon obojnaczy). Z kolei stopien
jonizacji bedzie uzalezniony od kolejnego czynnika przed-
stawionego w Tabeli 1, czyli pH roztworu. Jak wynika z Ta-
beli 1, na zjawisko adsorpcji wptywa wiele czynnikéw, co
stwarza problemy przy opracowywaniu warunkow procesu
modyfikacji. Dlatego tez wiele parametrow adsorpcji do-
bieranych jest empirycznie metoda préb i btedow. Typo-
wym przyktadem moze byc regulacja temperatury utrzy-
mywanej w czasie kontaktu hydroksyapatytu z roztworem
aminokwasu.

Zawartos¢ wody w probce zalezy od wybranych para-
metréw suszenia, co ma przede wszystkim znaczenie przy
wykonywaniu badan jakosciowych biomateriatu (pasma
wody sa widoczne w widmach FT-IR).

Na poziomie molekularnym zjawisko adsorpcji dowol-
nego aminokwasu na powierzchni hydroksyapatytu jest w
znacznym stopniu uzaleznione od rodzaju jego jonizacji,
gdyz podstawowym opisywanym rodzajem oddziatywan hy-
droksyapatyt-aminokwas sa oddziatywania elektrostatycz-
ne. Rozwazajac te kwestie teoretycznie, mozna wyrdzni¢
dwa rodzaje tego typu oddziatywan:

a) pomiedzy jonami wapnia (Ca*") hydroksyapatytu, a zjo-
nizowanymi grupami karboksylowymi (-COO’) amino-
kwasow,

b) pomiedzy grupami fosforanowymi (PO.>, HPO.*) hy-
droksyapatytu, a zjonizowanymi grupami aminowymi
(-NH;") aminokwasow [8,14,15].

Mozliwe jest takze tworzenie sie wigzan wodorowych
pomiedzy grupami aminowymi aminokwasow, a grupami
fosforanowymi hydroksyapatytu [16]. Nalezy rdéwniez
uwzgledni¢ oddziatywania van der Waalsa. Przechodzac
jednak do rozwazan praktycznych, analiza danych do-
swiadczalnych pokazuje, ze pH mieszaniny reakcyjnej w
czasie procedury adsorpcji za kazdym razem przekracza
wartos¢ punktu izoelektrycznego dla konkretnych amino-
kwasow. Konsekwencja tego jest wystepowanie tych ami-
nokwasow w zjonizowanej postaci anionowej w roztworze,
co skutkuje przede wszystkim oddziatywaniami opisanymi
w punkcie a). Oczywiscie nie wyklucza to wystepowania
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wigzan wodorowych i oddziatywan van der Waalsa. Ze
wzgledu na to, ze hydroksyapatyt w roztworach o pH < 7
ulega czesciowemu lub catkowitemu (przy wysokich steze-
niach jonéw H') roztworzeniu, niemozliwe jest zbadanie
efektu adsorpcji dla zjonizowanej postaci kationowej wiek-
szosci biogennych aminokwasow. Adsorpcje tego typu moz-
na bytoby ewentualnie zrealizowac¢ dla aminokwasow ty-
powo zasadowych, gdyz ich punkty izoelektryczne przyjmu-
ja wysokie wartosci. Cenne bytoby w takim przypadku po-
rownanie efektow adsorpcji w postaci kationowej i anio-
nowej, co pozwolitoby na okreslenie, ktore oddziatywania
elektrostatyczne aminokwasu z hydroksyapatytem sa sil-
niejsze. Kwestia ta wymaga jednak wykonania szczeg6to-
wych badan, poniewaz nie byta dotad opisywana w litera-
turze.

Ostatnim zagadnieniem charakteryzujacym aminokwasy
jako adsorbaty w stosunku do hydroksyapatytow, jest okre-
slenie zaleznosci pomiedzy rodzajem aminokwasu, a jego
powinowactwem do mineratu. Mozna tu zauwazyc kilka
podstawowych prawidtowosci:

1. Aminokwasy kwasowe (asparaginian, glutaminian) oraz
niepolarne, obojetne aminokwasy o matych czastecz-
kach (glicyna, alanina) wykazuja stosunkowo wysokie
powinowactwo do hydroksyapatytu, z tym, ze amino-
kwasy kwasowe zdecydowanie wyzsze.

2. W$réd aminokwasow kwasowych chetniej niz glutami-
nian adsorbuje sie asparaginian (mniejsza czasteczka -
mniejsze zawady przestrzenne).

3. Aminokwasy obojetne polarne (seryna) wykazuja pe-
wien niewielki stopien adsorpcji, ktory znacznie wzra-
sta, gdy do czasteczki aminokwasu zostanie wprowa-
dzona grupa fosforanowa (wigkszy stopien jonizacji
czasteczki), np. L-seryna adsorbuje si¢ o wiele gorzej
niz O-fosfo-L-seryna.

4, Jak dotad nie jest jasna rola aminokwasow zasadowych
jako adsorbatéow, trudno jest okresli¢ ich powinowac-
two do krysztatow tylko na podstawie danych literatu-
rowych, dlatego jest to kolejna kwestia wymagajaca
dalszych badan [10,11,15,17-20].

2.2. Udziat aminokwasu w syntezie hydroksyapatytu de
novo

Istnieje wiele metod syntezy czystych proszkow hy-
droksyapatytowych. Ogoélny ich podziat wyrdznia metody
mokre (proces prowadzi sie w roztworach wodnych lub
wodno-alkoholowych) oraz metody suche. W obydwu gru-
pach metod wykorzystuje sie odpowiednie odczynniki (so-
le, tlenki, wodorotlenki, kwasy) bedace zrodtami wapnia i
fosforu oraz regulatorami pH. Obecnie zaréwno na skale
przemystowa, jak i laboratoryjna wykorzystywane sa
przede wszystkim metody mokre. Uproszczony schemat
podstawowej metody mokrej przedstawia Ryc. 1.

Do modyfikacji hydroksyapatytow aminokwasami do-
tychczas wykorzystywane byty metody mokre. Wyr6znic
mozna dwie najwazniejsze wersje podstawowej metody
mokrej, umozliwiajace wykorzystanie aminokwasu w syn-
tezie hydroksyapatytu:

1. Modyfikacja polegajaca na rozpuszczeniu aminokwasu
w roztworze wybranego substratu bedacego zrddtem
wapnia i przeprowadzeniu podstawowej syntezy mokrej
z wykorzystaniem dowolnego zwiazku stanowiacego
zrodto fosforu, przy pH utrzymywanym na poziomie 10-
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12 oraz w temperaturze mieszczacej sie¢ w granicach
20-50°C [19,20].

2. Modyfikacja polegajaca na sporzadzeniu roztworu ami-
nokwasu w buforze octanowym i wkraplaniu wodnych
roztwordw zwiazkow stanowiacych zrodta wapnia i fos-
foru. Po rozpoczeciu wkraplania, pH jest utrzymywane
na poziomie wartosci fizjologicznych (wartos¢ 7,4+0,1).
Substratem dostarczajacym wapnia do syntezy jest
octan wapnia, a zrodtem fosforu jest roztwor diwodo-
roortofosforanu(V) amonu. Temperatura wygrzewania
wynosi 60-80°C. W niektorych przypadkach osad hy-
droksyapatytu odmywany jest zbuforowanym roztwo-
rem chlorku sodu (PBS), co ma na celu pozbycie sie po-
zostatosci aminokwasu niebioracego udziatu w reakcji
[17,21-23].

roztwor stanowiacy
#rédto fosforu

- regulacja pH

‘ wkraplanie

roztwor stanowiacy
Zrodlo wapnia
np. €a(NO3);,
(CH,C00),Ca

' wytracony osad
hydroksyapatytu

dojrzewanie osﬂdu’ dojrzaty osad
(w roztworze hydroksyapatytu

macierzystym)
- sgczenie
- przemywanie
- szuszenie

- mieszanie
- ew. ogrzewanie

proszek
hydroksyapatytowy

Ryc. 1. Schemat podstawowej mokrej metody syntezy hydrok-
syapatytu.

Prowadzenie syntezy hydroksyapatytu de novo w obec-
nosci aminokwasu oznacza, ze zarodki krystaliczne powsta-
ja w roztworze z aminokwasem. Skutkiem tego moze byc
wbudowanie sie aminokwasu w sie¢ krystaliczng hydroksy-
apatytu, co jest zgodne ze labilnoscia tego mineratu - jego
sktonnoscia do podstawien jonowych i tworzenia wakancji
w sieci krystalicznej. Nalezy jednak pamietac o etapie doj-
rzewania (maturacji) wytraconego osadu. Wtedy zawiazane
krystality hydroksyapatytowe pozostaja w kontakcie z roz-
tworem macierzystym zawierajagcym aminokwas, dlatego
nie mozna wykluczy¢ efektu adsorpcji. Odmywanie otrzy-
manego osadu skutkuje utrata aminokwasu z powierzchni.
Jednak przy zastosowaniu odpowiednich technik badaw-
czych (spektroskopia NMR ciata statego), poréwnanie prob-
ki odmytej z nieodmywang, mogtoby wg autora dostarczy¢
ciekawych informacji dotyczacych oddziatywan molekular-
nych aminokwasu w obydwu lokalizacjach w minerale
(wnetrze sieci krystalicznej i powierzchnia krysztatu). Ta-
kie porownanie pozwalatoby réwniez na stwierdzenie, czy
zgodnie z oczekiwaniami doszto do wbudowania aminokwa-
su, czy moze tylko zaszta jego adsorpcja, gdyz istnieja je-
dynie nieliczne doniesienia na temat efektu inkluzji amino-
kwasu i dotycza one tylko glicyny i kwasu asparaginowego
[21,23,24].

Niezaleznie od tego, czy nastapi wbudowanie amino-
kwasu do krysztatu hydroksyapatytowego, czy tez nie, sam
fakt obecnosci aminokwasu w roztworze, w ktorym prowa-
dzona jest synteza moze wptyna¢ na ksztatt oraz wielkos¢
powstajacych krysztatow. Dodatkowo wzrost krysztatow w
trakcie syntezy jest uzalezniony od rodzaju samego amino-
kwasu:
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1. Obojetne aminokwasy niepolarne (glicyna, alanina) po-
woduja wzrost ilosci zarodkéw krystalizacyjnych, a tak-
ze hamuja wzrost krysztatow na etapie maturacji, co
skutkuje obnizeniem ich wielkosci [15,20,21].

2. Obojetne aminokwasy polarne dziataja w rozny sposob.
Przyktadowo, wedtug danych literaturowych asparagina
obniza wielkos¢ krysztatow, ale juz tyrozyna stymuluje
ich rozrost [15,19].

3. Aminokwasy kwasowe (kwas asparaginowy, kwas glu-
taminowy), najprawdopodobniej ze wzgledu na to, ze
wykazuja duze powinowactwo do hydroksyapatytu, po-
woduja znaczna inhibicje wzrostu krysztatow [15,20-
22].

4. Aminokwasy zasadowe (arginina, lizyna), podobnie jak
aminokwasy kwasowe obnizajg wielkos¢ krysztatow, ale
w mniejszym stopniu [19,20].

Hydroksyapatyt jest mineratem praktycznie nierozpusz-
czalnym w wodzie. Okazuje sie, ze apatyt otrzymywany w
obecnosci aminokwasow wykazuje o wiele wyzsza rozpusz-
czalnos¢. Z badan Matsumoto i wsp. przeprowadzonych na
czterech aminokwasach wynika, ze wsrod modyfikowanych
hydroksyapatytow rozpuszczalnos¢ rosnie odpowiednio:
HAp-Gly < HAp-Glu < HAp-Ser < HAp-Asp. Nie wiadomo jed-
nak, czy mamy do czynienia z efektem inkluzji aminokwa-
su, czy tez nie, lecz samo przeprowadzenie syntezy mine-
ratu w obecnosci tych aminokwaséw powoduje opisane
zmiany rozpuszczalnosci [17].

Na etapie produkcji niektorych rodzajow biomateriatow
implantacyjnych zawierajacych hydroksyapatyt wykorzy-
stuje sie proszki silnie rozdrobnione. Istnieje mozliwos¢
otrzymania wyjsciowo osadu o rozproszeniu koloidalnym.
Takie rozproszenie uzyska¢ mozna przy zastosowaniu od-
powiednio niskich stezen zrodet wapnia i fosforu, niskiej
temperatury utrzymywanej w czasie syntezy (wraz ze
wzrostem temperatury rosna rozmiary krysztatow) oraz
dzieki zastosowaniu aminokwasow jako stabilizatorow kolo-
idalnego rozproszenia. Stosowane sa w tym przypadku ami-
nokwasy takie jak: lizyna, glicyna, asparagina, arginina,
kwas asparaginowy i glutaminowy, seryna, alanina, walina
oraz leucyna [25].

Opisano synteze hydroksyapatytu w obecnosci amino-
kwasu w ktorej otrzymymano krysztaty z nanoporami [21].
Synteza przebiega w sposob standardowy z dodatkiem ami-
nokwasu, jak opisano wyzej. Otrzymany proszek z wbudo-
wanymi czasteczkami aminokwasu poddawany jest obrobce
termicznej w temperaturze 800°C, w ktorej hydroksyapatyt
jest nadal stabilny, natomiast aminokwas zostaje wypalo-
ny, a produkty rozktadu ulatniaja sie pozostawiajac nano-
pory. Opisano takze inny interesujacy sposob otrzymywania
nanoporéw w zmodyfikowanych aminokwasem krysztatach
[21]. Wiaze sie on z wykorzystaniem transmisyjnego mikro-
skopu elektronowego (TEM), w ktorym obraz powstaje po
przejsciu wiazki elektronéw przez prdobke. Odkrycie miato
charakter przypadkowy, poniewaz stwierdzono, ze kryszta-
ty hydroksyapatytu z wbudowanym do sieci krystalicznej
aminokwasem zmieniaja sie w trakcie obserwacji TEM -
powstaja w nich nanopory powigkszajace sie w czasie ba-
dania, co wiaze sie ze stopniowym ulatnianiem sie wbudo-
wanego aminokwasu. Zastosowanie w eksperymencie wiaz-
ki elektrondw o réznym natezeniu pozwolito stwierdzic, ze
wielkos¢ porow zalezna jest od owego natezenia wiazki, to
znaczy im jest ono wieksze, tym wieksza jest srednica po-
wstatych porow.

Pojawienie sie mozliwosci otrzymywania krysztatow hy-
droksyapatytowych z nanoporami nie pozostaje bez zna-
czenia dla rozwoju nauk medycznych, bowiem tego typu
porowate krysztaty moga stac sie w przysztosci doskonatymi
nosnikami dla substancji leczniczych, w szczegoélnosci sto-
sowanych w leczeniu schorzen tkanek twardych. Poza tym
sam fakt, ze mozliwe jest wprowadzenie prostych czaste-
czek organicznych (aminokwasow) do hydroksyapatytu w
czasie jego syntezy, moze dawac nadzieje na mozliwos¢
analogicznego wprowadzania do wnetrza krysztatow mole-
kut substancji leczniczych o matej masie czasteczkowej
[21].

3. Metody badan hydroksyapatytéw modyfikowanych
aminokwasami

Do najczesciej stosowanych metod badan modyfikowa-
nych hydroksyapatytow nalezy spektroskopia w podczer-
wieni (FT-IR), rentgenowska dyfraktometria proszkowa
(PXRD), termograwimetria (TGA) oraz mikroskopia elektro-
nowa transmisyjna (TEM) i skaningowa (SEM).

3.1. Spektroskopia w podczerwieni (FT-IR)

W badaniach metoda FT-IR stosuje sie¢ metody pomia-
rowe typowe dla ciat statych. Najczesciej wykorzystywana
jest metoda tabletki z KBr nalezaca do technik transmisyj-
nych (TRANS) oraz technika fotoakustyczna (PAS). Widma
obejmuja zakres sredniej podczerwieni (zakres liczby falo-
wej 4000-400 cm™) i sa wykonywane z rozdzielczoscia 2-4
cm™. Liczba elementarnych eksperymentow, tzw. ,ska-
now”, koniecznych do otrzymania widma wynosi 30-50. W
widmach widoczne sa przede wszystkim pasma pochodzace
od drgan grup fosforanowych, hydroksylowych oraz wody
krystalizacyjnej hydroksyapatytu. Ryc. 2 przedstawia wid-
ma FT-IR czystego, komercyjnego hydroksyapatytu wyko-
nane metoda tabletki z KBr (TRANS) oraz technika PAS. W
Tabeli 2 zostaty opisane najwazniejsze pasma. Widma zo-
staty zarejestrowane na spektrometrze Perkin Elmer, mo-
del Spectrum 1000, technika TRANS przy uzyciu detektora
MCT, oraz technika PAS z zastosowaniem przystawki foto-
akustycznej MTEC Photoacoustic.

Dzieki technice PAS FT-IR mozliwe jest wyeksponowa-
nie pasm o matych intensywnosciach, co widoczne jest wy-
raznie na Ryc. 2. Jest to szczegolnie istotne przy analizie
obecnosci aminokwasu w probce modyfikowanego hydrok-
syapatytu, poniewaz pasma samego mineratu maskuja
wiekszos¢ pasm aminokwasow. Wada techniki PAS FT-IR
jest to, ze w widmach pojawiaja sie znieksztatcenia (ttu-
mienie) pasm o duzych intensywnosciach. Widoczne jest to
na Ryc. 2 dla pasm ortofosforanow w zakresie 1200-960
cm™.

Okazuje sie, ze kluczowym obszarem widmowym PAS
FT-IR umozliwiajagcym stwierdzenie obecnosci aminokwasu
w prébce jest zakres liczby falowej 2000-1200 cm™, gdzie
wyeksponowanie pasm o matych intensywnosciach wydaje
sie by¢ szczegodlnie korzystne [24]. W zakresie tym obec-
nos¢ aminokwasu mozna potwierdzi¢ w dwojaki sposob:

1. Przy niewielkiej zawartosci aminokwasu w probce bio-
materiatu, przez zastosowanie widm réoznicowych.
Widmo réznicowe otrzymuje sie przez odjecie widma
probki odnosnikowej czystego hydroksyapatytu od wid-
ma probki modyfikowanej aminokwasem. Uzyskane
widmo réznicowe jest zbiorem nowych pasm pochodza-
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cych od aminokwasu, ktorym probka zostata zmodyfi-
kowana.

2. Przy duzej zawartosci aminokwasu w probce biomate-
riatu, przez ewidentne stwierdzenie obecnosci pasm od
charakterystycznych grup funkcyjnych aminokwasu. W
takim przypadku pojawiaja sie wyrazne pasma drgan
grup karboksylowych i aminowych aminokwasow (Ryc.
3). Pasmo grupy aminowej jest dobrze widoczne przy
ok. 1340 cm™, gdyz nie nakrywa sie z innymi pasmami.
Pasmo grupy karboksylowej pokrywa sie z ,pasmem
zginajacym” wody, dlatego jego obecnos¢ mozna wy-
kry¢ na podstawie znacznego wzrostu absorbancji w
zakresie 1635-1645 cm™.

Teoretycznie, metoda FT-IR umozliwia, poza samym
potwierdzeniem obecnosci aminokwasu w probce, odroz-
nienie rodzaju modyfikacji hydroksyapatytu (adsorp-
cja/wbudowanie). Apatyt, w ktorym aminokwas zaadsor-
bowat sie jedynie na powierzchni mozna odrézni¢ przez
badanie FT-IR probki odmytej. Po odmyciu aminokwasu
znikng poprzednio widoczne jego pasma. Z kolei w bioma-
teriale zawierajacym aminokwas wbudowany w sie¢ krysta-
liczna, zaréwno przed, jak i po jego odmyciu, pasma ami-
nokwasu powinny pozosta¢ widoczne [21,22]. W praktyce
lokalizacja molekut aminokwasu w apatycie moze byc
trudna do zbadania tylko na podstawie widm FT-IR, gdyz
mozliwe jest, ze biomateriat zawierajacy aminokwas wbu-
dowany bedzie zawierat takze aminokwas zaadsorbowany.
Perspektywicznie, dobra metoda badawcza do szczegoto-
wej analizy tego typu zagadnien mogtaby by¢ wysokoroz-
dzielcza spektroskopia NMR w ciele statym.

TRANS
—

2500 2000 1500 1000 500

liczba falowa [cm™]

4000 3500 3000
Ryc 2. Widma FT-IR czystego hydroksyapatytu wapniowego wy-
konane technika fotoakustyczng (PAS) oraz transmisyjna
(TRANS).

T T T T ]
2000 1900 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200

liczba falowa (cm™)
Ryc. 3. Widmo FT-IR hydroksyapatytu w zakresie 2000 - 1200
cm. Strzatkami oznaczono pasma pojawiajace sie przy wyso-
kich stezeniach aminokwasu w probce.
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Tabela 2. Interpretacja najwazniejszych pasm widm IR czyste-
go hydroksyapatytu przedstawionych na Ryc. 2.

Zakres liczby Interpretacja Rodzaj drgania

falowej [cm™']

560 - 630 ortofosforany (PO.>) rozciagajace (Veo)
870 weglany (COs%), wodo-  zginajace (8co)
roortofosforany (HPO,%) rozciagajace (Veo)
960 - 1200 ortofosforany (PO.>) rozciagajace (Veo)
1410 - 1560 weglany (CO3%) rozciagajace (Vco)
1635 - 1645 woda zginajace (Oon)
2500 - 3450 woda rozciagajace (Vou)
3570 strukturalne grupy hy- rozciagajace (Vou)

droksylowe hydroksya-
patytu

3.2. Rentgenowska dyfraktometria proszkowa (PXRD)

Badanie dyfraktometryczne biomateriatow hydroksy-
apatytowych modyfikowanych aminokwasami umozliwia
przede wszystkim analize wptywu tych aminokwasow na
sie¢ krystaliczng mineratu (krystalicznos¢, parametry ko-
morki elementarnej). Mozna sie spodziewac, ze sam efekt
adsorpcji aminokwasu nie zmieni krystalicznosci probki, lub
zmieni ja w sposob nieznaczny. Jednak synteza hydroksy-
apatytu w obecnosci aminokwasu prowadzi do otrzymania
probek hydroksyapatytow o roznej krystalicznosci (zwykle
obnizonej), jak opisano w Rozdziale 2.2. Znajduje to od-
zwierciedlenie w dyfraktogramach probek modyfikowanych
aminokwasami (Ryc. 4). Wida¢ tu wyraznie obnizone, po-
szerzone i rozmyte refleksy dyfrakcyjne dla probek mody-
fikowanych seryna, asparaginianem, glutaminianem, a tak-
ze, cho¢ w mniejszym stopniu, glicyna. Mozna stwierdzi¢
zatem, ze wymienione aminokwasy charakteryzuje duze
powinowactwo do hydroksyapatytu, gdyz wptywajac inhibi-
cyjnie na wzrost krysztatow powoduja spadek ich krysta-
licznosci (obnizenie wielkosci, wzrost naprezen i ilosci de-
fektow w sieci), co przejawia sie na dyfraktogramach. Im
bardziej poszerzone sa refleksy dyfrakcyjne, tym powino-
wactwo aminokwasu do apatytu jest wieksze [17].

3.3. Termograwimetria (TGA)

Badanie z wykorzystaniem analizy termograwimetrycz-
nej probek modyfikowanych hydroksyapatytoéw prowadzone
jest w funkcji wzrastajacej temperatury w przedziale 20-
1200°C. Probki ogrzewaé mozna w powietrzu lub argonie.
Sam hydroksyapatyt w czasie ogrzewania traci wode (z po-
wierzchni krysztatow oraz z sieci krystalicznej), a takze,
jezeli zawiera domieszki weglanowe, traci ditlenek wegla
zgodnie z reakcja:

CO;” + 2HPO,* — CO; + 2PO4> + H,0.
Zwykle powyzej 1200°C materiat staje sie termostabilny
[26,27]. Hydroksyapatyt zmodyfikowany charakteryzuje
dodatkowy ubytek masy zwiazany z utrata aminokwasu w
trakcie ogrzewania. Przyktadowe krzywe termograwime-
tryczne biomateriatow przedstawia Ryc. 5.
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Ryc. 4. Dyfraktogramy biomateriatow hydroksyapatytowych zmodyfikowanych aminokwasami. HAp-con - czysty

hydroksyapatyt (dyfraktogram odnosnikowy) [17].
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Ryc. 5. Krzywe termograwimetryczne: a - czysty HA, b - HA
modyfikowany alanina, ¢ - HA modyfikowany argining, d -
HA modyfikowany asparaginianem [20].

1000 1100 1200

Wynik badania metoda TGA przedstawiony na Ryc. 5
pokazuje, ze szybkos¢ utraty masy w czasie ogrzewania
zalezy od obecnosci aminokwasu. Koncowa masa probki
czystego apatytu (krzywa a) jest wyzsza niz apatytow mo-
dyfikowanych aminokwasami (krzywe b-d), co wiaze sig z
udziatem aminokwasow w catkowitej masie odwazek wzie-
tych do badania. Wida¢ tez wyraznie, ze aminokwasy takie
jak arginina i kwas asparaginowy wykazuja o wiele wyzsze
powinowactwo do hydroksyapatytu niz alanina. Probki za-
wierajace te aminokwasy (krzywe ¢ i d) traca znaczna
cze$¢ swojej masy ze wzgledu na wysoki udziat ilosciowy
aminokwasu w ich sktadzie.

3.4. Mikroskopia elektronowa

Zaréowno skaningowa, jak i transmisyjna mikroskopia
elektronowa sa badaniami dostarczajacymi ogoélnych infor-
macji dotyczacych cech morfologicznych biomateriatow
hydroksyapatytowych. Dzigki tym metodom mozna gtownie
okresli¢ stopien krystalicznosci mineratu, ksztatt pojedyn-
czych krysztatow i stopien ich agregacji. W praktyce bada-
nia te stuza do oceny wptywu aminokwasu na wielkos¢
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krysztatow hydroksyapatytu otrzymywanego de novo, a
takze do wstepnej selekcji probek czystych mineratow, na
ktorych prowadzona jest adsorpcja. Dobdr odpowiedniego
stopnia krystalicznosci hydroksyapatytu spetniajacego role
adsorbenta jest istotny ze wzgledu na to, ze adsorpcja za-
chodzi tym efektywniej, im wieksza powierzchnie wtasciwa
posiada adsorbent. Poza tym, mozna sie spodziewac, ze
podczas adsorpcji, przy dostatecznie wysokich stezeniach
aminokwasu wykrystalizuje on w postaci warstwy na po-
wierzchni krysztatow hydroksyapatytu lub tez pojawi sie
jako autonomiczna faza krystaliczna. Sa to zjawiska nieko-
rzystne, ktorych obecnosc stwierdzi¢ mozna dzieki mikro-
skopii elektronowej.

Ciekawa technika towarzyszaca badaniom z wykorzy-
staniem mikroskopu elektronowego jest mikroanaliza rent-
genowska, oznaczana skrotem EDX (energy dispersive X-ray
microanalysis). Wysoka czuto$¢ metody pozwala na wyko-
nywanie analiz jakosciowych oraz ilosciowych. Ogédlna za-
sada pomiaru polega na rejestracji wyemitowanego przez
probke promieniowania X, ktore powstaje na skutek wzbu-
dzenia badanego materiatu wiazka elektronéw. Promienio-
wanie X rejestruje odpowiedni detektor, a nastepnie anali-
zuje je spektrometr rentgenowski. Wynik przedstawiany
jest w postaci zwartosci procentowej poszczegélnych pier-
wiastkow w tym punkcie probki, z ktérego dokonywany jest
pomiar. Na podstawie wynikow badania EDX mozna zatem
zbadac typ hydroksyapatytu (stosunek Ca/P charakteryzu-
jacy odchylenie hydroksyapatytu od stechiometrii), a takze
stwierdzi¢ obecnos¢ lub brak aminokwasu. W przypadku,
gdy probka zawiera aminokwas, w wyniku badania EDX po-
jawia sie udziat procentowy azotu (w przypadku aminokwa-
sow siarkowych dodatkowo udziat siarki). Zawartos¢ wegla
nie jest wyznacznikiem obecnosci aminokwasu, gdyz hy-
droksyapatyt moze zawierac¢ nieorganiczne domieszki we-
glanowe.

4, Podsumowanie

Otrzymywanie modyfikowanych aminokwasami bioma-
teriatow hydroksyapatytowych o polepszonej biozgodnosci
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jest ztozonym procesem, w ktorym mnogos¢ parametrow
wymagajacych kontroli utrudnia z pozoru proste czynnosci
preparatywne. Opisane badania jakosciowe dostarczaja
informacji o tym, czy modyfikacja hydroksyapatytu amino-
kwasem ma miejsce w konkretnej probce, jednak efekt
adsorpcji aminokwasu trudno jest odrézni¢ od efektu wbu-
dowania. Autor przypuszcza, ze doktadniejsze wyniki uzy-
ska¢ mozna wykorzystujac wysokorozdzielcza spektrosko-
pie NMR w ciele statym [24], cho¢ jak dotad brak jest na
ten temat doniesien literaturowych. Badania nad modyfi-
kacja apatytow aminokwasami, w szczegoélnosci nad ich
inkorporacja do sieci krystalicznej, maja duze znaczenie
aplikacyjne.

5. Wykaz skréotow

Ca/P (Calcium to Phosphorus molar ratio) - stosunek
molowy wapnia do fosforu

EDX (Energy Dispersive X-ray microanalysis) - mikroa-
naliza rentgenowska

FT-IR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) - spek-
troskopia w podczerwieni z transformacja Fourie-
ra

HA (hydroxyapatite) - hydroksyapatyt

HAp-Ala  (hydroxyapatite modified with alanine) - hydrok-
syapatyt modyfikowany alaning

HAp-Arg  (hydroxyapatite modified with arginine) - hy-
droksyapatyt modyfikowany arginina

HAp-Asp  (hydroxyapatite modified with aspartic acid) -
hydroksyapatyt modyfikowany kwasem asparagi-
nowym

HAp-con (hydroxyapatite pure, control) - czysty hydroksy-
apatyt, probka kontrolna

HAp-Glu  (hydroxyapatite modified with glutamic acid) -
hydroksyapatyt modyfikowany kwasem glutami-
nowym

HAp-Gly  (hydroxyapatite modified with glycine) - hydrok-
syapatyt modyfikowany glicyna

HAp-His  (hydroxyapatite modified with histidine) - hy-
droksyapatyt modyfikowany histydyna

HAp-Hyp (hydroxyapatite modified with hydroxyproline) -
hydroksyapatyt modyfikowany hydroksyproling

HAp-Met  (hydroxyapatite modified with methionine) - hy-
droksyapatyt modyfikowany metioning

HAp-Pro  (hydroxyapatite modified with proline) - hydrok-
syapatyt modyfikowany proling

HAp-Ser  (hydroxyapatite modified with serine) - hydrok-
syapatyt modyfikowany seryna

HAp-Thr  (hydroxyapatite modified with threonine) - hy-
droksyapatyt modyfikowany treoning

HAp-Val  (hydroxyapatite modified with valine) - hydrok-
syapatyt modyfikowany waling

NMR (Nuclear Magnetic Resonance) - magnetyczny re-
zonans jadrowy

PAS (Photoacoustic technique) - technika fotoaku-

styczna
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PBS (Phosphate Buffered Saline) - zbuforowany roz-
twor chlorku sodu

PXRD (Powder X-Ray Diffraction) - proszkowa dyfrak-
tometria rentgenowska

SEM (Scanning Electron Microscopy) - skaningowa mi-
kroskopia elektronowa

TEM (Transmission Electron Microscopy) - transmisyj-
na mikroskopia elektronowa

TGA (Thermogravimetric Analysis) - termograwimetria

TRANS (Transmission technique) - technika transmisyjna
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