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Sadrzaj — U ovom radu je prikazana sinteza nanostrukturnih estica kalcijum-hidroksiapatita metodom kataliti¢ke razgradnje uree ureazom.
Kao polazna jedinjenja koriS¢ene su razli¢ite koli¢ine CaCl,, NaH,PO,, urea i ureaze. Kataliticka razgradnja uree ureazom dovodi do pov-
ecanja pH vrednosti rastvora $to za posledicu ima homogenu precipitaciju kalcijum-hidroksiapatita. Tokom razgradnje uree takode dolazi do
oslobadanja COs? i njihove ugranje u kristalnu strukturu, sli¢nu onoj koja se javlja u apatitima prisutnim u kostima. U radu je takode ispitan
uticaj parametara sinteze: temperature i odnosa koncentracije rastvora prema koncentraciji ureaze na morfologiju i veli¢inu nastalih Cestica.
Utvrdeno je da u temperaturnom intervalu od 30 do 40°C dolazi do formiranja karbonatnog kalcijum-hidroksiapatita. Smanjenjem odnosa
koncentracija rastvora prema koncentraciji ureaze dolazi do smanjenja veli¢ine Cestica do ispod 100 nm i promene morfologije estica od
sunderaste lisnate ka sfernim.

Kljuéne reéi: nanostrukturni hidroksiapatit, urea, ureaza, mikrostruktura praha.

The Synthesis of Nanosized Calcium-Hydroxyapatite Particles by the Catalytic
Decomposition of Urea with Urease

Abstact — In this paper, the synthesis of nanosized calcium-hydroxyapatite particles by the catalytic decomposition of urea with urease is
presented. As reagents for the Ca-hydroxyapatite synthesis, the various amounts of CaCl,, NaH,PO,, urea and urease were used. The urease
catalyzed decomposition of urea leads to more homogenic precipitation of hydroxyapatite, due to pH changes because of urea hydrolysis.
During urea hydrolysis, the COs% ion is released and can be incorporated in the crystal structure of hydroxyapatite, as it appears in human
bones. The influence of synthesis parameters: temperature, concentrations of solution to urease concentration ratio on the particle size and
morphology of nanostuctured Ca-hydroxyapatite, were investigated. It was found that at temperature range from 30 to 40°C, the low crystal-
lized carbonate hydroxyapatite formed in all case. It was also concluded that decreasing the solution to urease concentration ratio lead to
decreasing in the particle size below 100 nm and morphology changes from sponge like to spherical.

Key words: nanosized hydroxyapatite, urea, urease, microstructure particles.
droksilnih an-jona sa karbonatnim ili fluoridnim
jonima koji daju

1. Uvod

Kost predstavlja prirodni nanokompozitni mate-
rijal, koji se sastoji od oko 58% karbonatnog

kalcijum-hidroksiapatita (Cai0(PO4)s(OH)2), 12%
vode i oko 25% organske supstance - uglavnom ko-
lagena.

Prirodni apatit u kostima se nalazi u obliku
Stapicastih nanokristalita, Sirine od 1,5 do 20 nm i
duzine od 20 do 60 nm. U strukturi takvog apatita
dolazi do izostrukturne zamene fosfatnih ili hi-
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specifiéne fizicko-hemijske, kristalne i morfoloske
karakteristike prirodnim apatitima [1, 2]. Brojna ist-
razivanja su posvecena sintezi keramickih bioak-
tivnih i biokompatibilnih materijala na bazi hidroksi-
apatita, koji se mogu Koristiti za reparaciju i rekon-
strukciju obolelih ili oste¢enih delova skeletnog si-
stema [3, 4]. Kao metode sinteze ovih materijala ko-
riste se reakcije u ¢vrstoj fazi [5], sol-gel postupak
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[6], hidrotermalni postupak [7, 8], precipitacija [9],
itd.

Precipitacija, kao jedan od metoda sinteze se sa-
stoji u talozenju kalcijum-hidroksiapatita iz rastvora
soli promenom pH vrednosti, pri ¢emu se za prome-
nu pH vrednosti koristi NaOH, NHj3 ili (NH4)2CO:s.
U cilju homogene precipitacije takode se koristi
taloZenje apatita hidrotermalnom razgradnjom uree
[10, 11]. Reakcija hidrolize uree se moze odvijati i
katalitickom razgradnjom uree koriste¢i enzim urea-
zu. Prednost ove metode je u tome $to se ove reakci-
je odvijaju na niskim temperaturama. Pri tome do-
lazi do reakcije hidrolize uree po sledeCem me-
hanizmu:

ureaza
CO(NH2)2 + H:0 — NHs + CO(NH2)OH
CO(NH2)OH + H;0 — NHs + H2COs
H,CO; — H* + HCOs
HCOs — H* + CO*
CO# + H,0 — HCOs + OH-

Zbog toga Sto se hidroksilni joni homogeno oslo-
badaju po celoj zapremini rastvora dolazi do homo-
gene precipitacije apatita po celoj zapremini. U ovoj
reakciji se oslobadaju i karbonatni joni koji se ugra-
duju u kristalnu strukturu hidroksiapatita pri ¢emu
nastaje karbonatni tip hidroksiapatita, slican po stru-
kturi onom koji se javlja u kostima.

U ovom radu je prikazana sinteza nanos-
trukturnog  karbonatnog  kalcijum-hidroksiapatita
metodom precipitacije, pri ¢emu se hidroliza uree
odvija kata-litickom razgradnjom pomocu enzima
ureaze. Cilj ovog rada je da se ispita uticaj parame-
tara sinteze: temperature, koncentracije rastvora i
odnosa urea/ ureaza na veli¢inu i morfologiju Cestica
karbonatnog kalcijum-hidroksiapatita.
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2. Eksperimentalna procedura

Sinteza karbonatnog kalcijum-hidroksiapatita je
izvedena rastvaranjem razli¢itih koli¢ina CaCly,
NaH2PO. i uree (svi reagensi su p.a. kvaliteta) u 100
ml destilovane vode, nakon ¢ega su rastvori
zagrevani do temperatura od 30, 35 ili 40°C. U
rastvor je zatim dodata odredena koli¢ina ureaze,
prethodno rastvorena u 20 ml vode. U tabeli 1 pri-
kazani su eksperimentalni uslovi sinteze za pojedine
uzorke.

U cilju identifikacije faznog sastava, uzorci su
analizirani metodom rendgenske difrakcije na ureda-
ju Philips PW 1710 difraktometar sa CuKa zrace-
njem i grafitnim monohromatorom, u opsegu uglova
od 20 =550 sa $irinom koraka 0,02. Takode, za
faznu analizu kori§¢ena je infracrvena spektros-
kopska analiza koja je izvedena na uredaju MB
Bomen Hartmann u opsegu talasnih brojeva od 400
do 4000 cm, pri ¢emu su uzorci pripremani pri od-
nosu uzorak : KBr = 1:100.

Odredivanje veli¢ine i morfologije Cestica je
izvedeno analizom mikrografija dobijenih na sken-
ing elektronskom mikroskopu JEOL T-20 pri napo-
nu od 19kV, uz prethodnu ultrazvu¢nu deaglomer-
aciju pra-hova i pripremu uzoraka za snimanje na-
paravanjem prahova legurom Pt/Pd.

3. Rezultati i diskusija

Na slici 1 prikazana je rendgenska difrakciona
analiza praha HAP-1. Mogu se uociti pikovi niskog
intenziteta, koji prema ASTM Kartici 04-0697 pripa-
daju karbonatnom kalcijum-hidroksiapatitu. Sirina
pikova ukazuje na malu kristalini¢nost, odnosno
malu veli¢inu kristalita sintetizovanog HAP-a, sli¢nu
onom kao u apatitu prisutnom u kostima.

Tabela 1. Eksperimentalni uslovi sinteze karbonatnog kalcijum-hidroksiapatita.

Uzorak Temperatura,°C CaClz, g NaH2POq4, g Urea, g Ureaza, g
HAP-1 30 0.55 0.6 0.6 0.06
HAP-2 35 0.55 0.6 0.6 0.06
HAP-3 40 0.55 0.6 0.6 0.06
HAP-4 40 0.55 0.6 0.6 0.12
HAP-5 40 0.11 0.12 0.12 0.06
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HAP-6 40 0.055 0.06 0.06 0.06
HAP-7 40 0.0275 0.03 0.03 0.06

50 |

Intenzitet

20

Slika 1. Difraktogram uzorka HAP-1.
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Slika 2. FTIR spektri uzoraka HAP-a.
ne u strukturi apatita. Vidi se da sa promenama tem-

Na slici 2 prikazane su FTIR analize uzoraka perature i koncentracije ne dolazi do pomeranja
HAP-a. Uoc¢avaju se trake na 437, 566, 611, 966, traka niti znaCajne promene njihovih intenziteta, $to
1021, 1120 cm? koje pripadaju POs* grupama.

Takode se uocavaju trake na 1420-1480 kao i pik na ukazuje da ne dolazi do promene strukture nastalog

870 cm™* kao posledica prisustva CO3% grupe prisut- karbonatnog kalcijum-hidroksiapatita.
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Na slikama 3, 4 i 5 prikazane su SEM mikrogra- ma 6, 7 i 8 prikazane su SEM mikrografije prahova
fije Cestica hidroksiapatita sintetizovanih na 30, 35 i sintetizovanih na 40°C pri 5%, 10x i 20 puta manjim
pri istim

40°C, koncentracijama reaktanata.

koncentracijama reaktanata. Na slika-

1mm

Slika 5. SEM mikrografija uzorka HAP-3 sintetizovanog na 40°C.
Sa slika 3, 4 1 5 se moze uociti da se sa prome-
nom temperature sinteze pri istoj koncentraciji reak-
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tanata bitnije ne menja veli¢ina i morfologija Cestica.
Veli¢ina Cestica se kre¢e od 2 do 7 um. Cestice su

sunderaste strukture, veoma porozne i sastoje se od
velikog broja kristalita lisnate strukture debljine
ispod 100 nm. Kod uzoraka dobijenih pri manjim
kon-centracijama reaktanata a istoj koncentraciji
ureaze, uocava se da dolazi do znaCajne promene
veli¢ine i morfologije Cestica.

Kod uzorka sa 5x manjom koncentracijom, pri-
kazanom na slici 6, uocavaju se neaglomerisane ¢es-
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tice prilicno velike sferi¢nosti i veli¢ine od oko 700
nm. Takode se uocava da se te Cestice sastoje od ve-
likog broja primarnih sfernih i $tapicastih Cestica —
kristalita veli¢ine ispod 100 nm.

Slika 7. SEM mikrografija uzorka HAP-6 sintetizovanog na 40°C pri 10x manjoj koncentraciji reaktanata.
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Slika 8. SEM mikrografija uzorka HAP-7 sintetizovanog na 40°C pri 20x manjoj koncentraciji reaktanata.
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Slika 9. Zavisnost promene pH vrednosti rastvora od temperature i odnosa koncentracija ureaze prema koncentraciji rastvora.

Kod uzorka dobijenog pri 10 puta manjoj kon-
centraciji a pri istoj koncentraciji ureaze, slika 7,
uocavaju se sferne neaglomerisane Cestice veliCine
od 150 do 300 nm. Sa daljim smanjenjem koncen-
tracije reaktanata od 20 puta u odnosu na polaznu
koncentraciju, dolazi do daljeg smanjivanja veli¢ine
Cestica, koja se krece u intervalu od 80 do 140 nm.
Cestice ostaju i dalje neaglomerisane i zadrzavaju
veliku sferi¢nost.

Na osnovu anlize mikrografija moze se zakljuciti
da odnos koncentracija reaktanata prema koncentra-
ciji ureaze igraju veliku ulogu u formiranju cestica,

odnosno u procesu nukleacije i rasta nastalih krista-
lita. Prilikom kataliticke razgradnje uree ureazom,
dolazi do homogenog oslobadanja hidroksilnih jona
po celoj zapremini rastvora, koji sa jedne strane
ulaze u reakciju nastajanja hidroksiapatita, dok
neproreagovani OH- joni povecavaju pH rastvora.
Pro-mena pH rastvora ima za posledicu homogenu
nukleaciju i stvaranje velikog broja nukleusa hi-
droksi-apatita. U slu¢aju vece koncentracije reaktan-
ata, pored formiranja nukleusa dolazi i do trosenja
na-stalih OH-jona u reakciji nastajanja hidroksiapati-
ta pa samim tim i do znacajnog rasta nastalih ¢estica.
Pri tome dolazi do njihovog srastanja, rasta aglome-
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rata i formiranja sunderaste strukture. U slucaju ma-
le koncentracije rastvora a velike koncentracije urea-

ze, dolazi do brzeg oslobadanja hidroksilnih jona $to
dovodi do formiranja velikog broja nukleusa hidrok-
siapatita, ali usled male koncentracije reaktanata ne
dolazi do njihovog znacajnog rasta. To se moze pot-
vrditi pra¢enjem promene pH vrednosti rastvora u
zavisnosti od temperature i odnosa koncentracije ra-
stvora prema koncentraciji ureaze, §to je prikazano
na slici 9.

Sa slike se vidi logi¢na zavisnost, da se sa pove-
¢anjem temperature skracuje vreme kao posledica
povecéanja aktivnosti ureaze sa povecanjem tempera-
ture. Takode se vidi da povecanje koncentracije
ureaze za 2 puta kod iste koncentracije rastvora vodi
brzem povecavanju pH. Takode se vidi da jo§ veéi
odnos koncentracija ureaze prema koncentraciji ra-
stvora vodi jo§ brzem povecanju pH vrednosti, od-
nosno brzem oslobadanju hidroksilnih jona. Pov-
ecanje brzine oslobadanja hidroksilnih jona, odnos-
no povecanje njihove koncentracije u kracem
vremenu vodi stvaranju veceg broja nukleusa hi-
droksiapatita, $to za posledicu ima smanjenje
veli¢ine Cestica na-stalog kalcijum-hidroksiapatita.

4. Zakljucak

U ovom radu je prikazana sinteza nanostruktur-
nih Cestica kalcijum-hidroksiapatita metodom katali-
ticke razgradnje uree ureazom. Kataliticka
razgradnja uree ureazom dovodi do poveéanja pH
vrednosti rastvora Sto za posledicu ima homogenu
precipitaciju  kalcijum-hidroksiapatita. =~ Tokom
razgradnje uree takode dolazi do oslobadanja CO3% i
njihove ugranje u kristalnu strukturu. Utvrdeno je da
u temperaturnom intervalu od 30 do 40°C dolazi do
formiranja karbonatnog kalcijum-hidroksiapatita.

Na osnovu izloZenog se moze zakljuciti da odnos
koncentracija reaktanata prema ureazi igra veliku
ulogu u formiranju Cestica, odnosno u procesu
nukleacije i rasta nastalih kristalita. Smanjenjem
odnosa koncentracija rastvora prema koncentraciji
ureaze dolazi do brzeg oslobadanja hidroksilnih
jona. Povecanje brzine oslobadanja hidroksilnih
jona, odnosno povecanje njihove koncentracije u
kracem vremenu vodi stvaranju veéeg broja
nukleusa hidroksiapatita, §to za posledicu ima sman-
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jenje  veliGine  Cestica na-stalog  kalcijum-
hidroksiapatita do ispod 100 nm i promene morfolo-
gije Cestica od sunderasto-lisnate ka sfernim.
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