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PHOSPHATES SYNTHESIS

Streszczenie

Wykorzystanie produktow ubocznych pochodzacych z produkcji
wyrobow spozywczych i1 ferm wylegowych, jakimi sg skorupki jaj ku-
rzych, stanowi interesujgcg alternatywe dla klasycznych metod otrzymy-
wania potencjalnego materialu implantacyjnego — fosforanow wapnia.
Popularnos¢ ceramiki hydroksyapatytowej w $rodowisku medycznym
spowodowana jest wlasciwosciami jakimi obdarzone sg te materiaty tj.
bioaktywnos$¢, biozgodno$¢ oraz osteokonduktywnos¢é. Celem badan
bylo wykorzystanie skorupek jaj kurzych jako surowca do produkcji
fosforanow wapnia. Wstepnie oczyszczone skorupki zostaly poddane
jednostopniowej kalcynacji w piecu komorowych w zmiennych warun-
kach temperaturowych, ktore miaty na celu zbadanie wptywu tempera-
tury na wilasciwosci finalnego produktu. Skorupki jaj kurzych zawiera-
ja w swym skladzie ok. 94% (m/m) weglanu wapnia, ktory w procesie
termicznym ulega rozktadowi do tlenku wapnia. Synteze hydroksyapa-
tytu przeprowadzono metoda mokra, stosujgc jako substraty zawiesi-
n¢ wodorotlenku wapnia pozyskanego z produktu kalcynacji skorupek
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oraz roztwor kwasu fosforowego(V). Otrzymane proszki poddano ana-
lizie fizykochemicznej potwierdzajacej wystgpowanie hydroksyapatytu.

Stowa kluczowe: hydroksyapatyt, fosforany wapnia, skorupki jaj, kalcynacja.
Abstract

The use of by-products from the production of food industry and
farms hatching such as shell chicken eggs is an interesting alternative to
conventional methods for the preparation of the potential implant materi-
al — calcium phosphates. Because of unique properties of hydroxyapatite
such as bioactivity, biocompatibility and osteoconductive, this material is
commonly use in the medical community. The main goal of this research is
development of calcium phosphate synthesis method from waste material
such as eggshells. Pre-cleaned eggshells were subjected to a single-stage
calcination in furnace chamber in varying temperature condition, which
were intended to examine the effect of temperature on the properties of
the final product. Chicken eggshells contain approx. 94% (m/m) calcium
carbonate, which in the thermal process decomposed to calcium oxide.
HAp synthesis was carried out by wet methods, using as a starting mate-
rials calcium hydroxide suspension obtained from calcined eggshells and
solution of phosphoric acid. The obtained powders were characterized
using physicochemical method to confirm the presence of hydroxyapatite.

Keywords: hydroxyapatite, calcium phosphates, eggshells, calcination.

WPROWADZENIE

Materiaty implantacyjne wykonane na bazie fosforanow wapnia, ktore sg
zwigzkami wchodzacymi w sktad naturalnej kosci od wielu lat ciekawi wiele
srodowisk naukowych. Fosforany wapnia, do ktorych zalicza si¢ hydroksyapa-
tyt, naleza do materiatéw wykazujacych bioaktywnos¢, czyli zdolnos¢ do wy-
tworzenia wigzan chemicznych bezposrednio pomigdzy powierzchnig materiatu,
a otaczajaca tkanka kostna (Slosarczyk 1997, Swieczko Zurek 2009). Przyczyna
bardzo dobrej adaptacji hydroksyapatytu w §rodowisku Zywego organizmu jest
jego chemiczne i mineralogiczne podobienstwo do nieorganicznego sktadnika
kosci jak i zebow (Szymanski i in. 1991, Slésarczyk i in. 1994). Hydroksyapa-
tyt wykazuje réwniez dziatanie osteokonduktywne polegajace na wspomaganiu
procesOw regeneracji uszkodzonej kosci. Dzigki porowato$ci wykorzystanego
materialu mozliwe jest narastanie nowej tkanki kostnej na jego powierzchni oraz
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penetracja wnetrza materiatu, co stanowi rusztowanie dla odbudowujacej si¢
kosci (Pamuta 2008, Sachlos i in. 2003, Slosarczyk 2003). Chemiczne i struk-
turalne whasciwosci proszkow hydroksyapatytowych moga by¢ modyfikowane
poprzez dobor odpowiedniej metody 1 warunkéw syntezy. Cechy te decyduja
ostatecznie o medycznym zastosowaniu materiatu, dlatego tez nalezy stosowac
metode, ktéra pozwala na sterowanie morfologia, sktadem chemicznym i kry-
staliczno$cig tworzyw hydroksyapatytowych. Klasyczne metody otrzymywania
syntetycznego HAp obejmuja bezposrednie strgcanie z roztwordw, techniki hy-
drotermalne, hydroliz¢ fosforanow wapnia, metody suche czy zol — zel (Marci-
niak 2002, Laskawiec i in. 2008). Alternatywna metodg pozyskiwania hydrok-
syapatytu jest jego odzysk ze zrodet naturalnych badz bioodpadow. Ekstrakcja
HAp ze szkieletow koralowcow, kosci zwierzecych, muszli ostryg czy skorupek
jaj ma swoje uwarunkowanie ekonomiczne i jest korzystne dla srodowiska (Ku-
srini i in. 2012, Balazsi i in. 2007). Do otrzymywania HAp z kosci bydlecych,
zbudowanych w 65-75% z hydroksyapatytu, wykorzystuje si¢ wode w stanie
podkrytycznym, procesy hydrotermalne lub rozktad termiczny. Procesy te maja
spowodowa¢ rozpuszczenie, hydrolize badz rozktad fazy organicznej obecnej
w tkankach kostnych. Reakcje hydrolizy moga przebiega¢ w srodowisku kwaso-
wym — z wykorzystaniem kwasu mlekowego oraz zasadowym — uzywajac roz-
tworu NaOH. Wykorzystanie pierwszego czynnika gwarantuje tagodny przebieg
reakcji, a ponadto eliminuje problemy zwigzane z niebezpiecznymi odpadami
(Ooi i1in. 2007, Barakat i in. 2009). Réwnie atrakcyjnym sposobem pozyskiwa-
nia hydroksyapatytu jest konwersja weglanu wapnia, z ktérego zbudowane sg
szkielety koralowcéw. Organizmy te posiadajg porowatg strukture przypomina-
jaca budowe gosci gabczastej, dlatego tez procesowi poddaje si¢ nieprzetworzo-
ne struktury. Szkielety koralowcow w 99% zbudowane sg z aragonitu bedacego
izomorficzng odmiang CaCO, (Ben-Nissan i in. 2003, Pekka i in. 2006). W celu
otrzymania HAp wykorzystuje si¢ metode hydrotermalng opracowang w 1974 r.
Polega ona na oddziatywaniu wysokiej temperatury i ci$nienia na mas¢ koralow-
coOw w obecnosci wodnego roztworu fosforanu(V) amonu. W tych warunkach
dochodzi do wymiany jonowej, przez co w strukturze szkieletu koralowca po-
wstaje hydroksyapatyt zgodnie z rownaniem (Sivakumar i in. 1996).

Celem badan bylo wykorzystanie skorupek jaj kurzych jako surowca do
produkcji fosforandw wapnia poprzez proces jednostopniowej kalcynacji w pie-
cu komorowych. Synteze hydroksyapatytu przeprowadzono metoda mokra, sto-
sujac jako substraty zawiesing wodorotlenku wapnia pozyskanego z produktu
kalcynacji skorupek oraz roztwor kwasu fosforowego(V). Otrzymane proszki
poddano analizie XRD, FT-IR, SEM oraz obliczono stosunek molowy Ca/P.

361



Klaudia Pluta, Dagmara Malina, Agnieszka Sobczak-Kupiec

MATERIAL I METODY

Wyjsciowym materialem wykorzystanym do syntezy hydroksyapatytu
byly skorupki jaj kurzych. Pod wzgledem chemicznym zawierajg one bowiem
ok. 94% (m/m) weglanu wapnia, ktory w procesie termicznym ulega rozkladowi
do tlenku wapnia. Zwigzek ten z kolei moze by¢ bezposrednio wykorzystany
do syntezy fosforanow wapnia. Prezentowane badania zaktadaty przygotowanie
surowcow, syntezeg fosforanow wapnia oraz ich analize fizykochemiczng. Ana-
liz¢ termiczng rozdrobnionego materiatu przeprowadzono za pomocg aparatu
EXTAR Series Termogravimetry/Differential Thermal Analyzer TG/DTA7300
SII. Analiz¢ sktadu fazowego wszystkich probek dokonano metodg rentgenogra-
ficzng z uzyciem dyfraktometru Philips X’ Pert zaopatrzonego w monochroma-
tor grafitowy PW 1752/00. Analiz¢ w podczerwieni FT-IR dokonano w zakresie
podczerwieni podstawowej tj. 400 — 4000 cm™! za pomocg spektrometru Scimi-
tar Series FTS 2000 firmy Digilab. Przeprowadzenie analizy FT-IR wymagalo
przygotowania polprzezroczystych pastylek zawierajacych 0,2000+00011 g wy-
suszonego KBr oraz 0,0007 g analizowanego materiatu. Skaningowa mikrosko-
pia elektronowa (SEM) umozliwita obserwacje mikrostruktury analizowanych
proszkow. Morfologi¢ probek zbadano wykorzystujac skaningowy mikroskop
elektronowy Jeol JSM-5510LV. Zawarto$¢ wapnia w syntezowanych proszkach
hydroksyapatytu oznaczono metoda kompleksometryczng z wykorzystaniem
wersenianu disodowego (EDTA) wg normy PN-R-64803. Metoda ta polega na
rozpuszczeniu analizowanej probki w kwasie azotowym, wytraceniu zawartych
w niej fosforanéw za pomoca azotanu bizmutu(III), a nastepnie oznaczenie wap-
nia przez miareczkowanie roztworem EDTA. Za wynik koncowy oznaczenia
przyjeto Srednig arytmetyczng wynikoéw co najmniej dwoch rownoleglych ozna-
czen, migdzy ktorymi réznica nie przekracza 0,4%. Zawartos$¢ fosforu w anali-
zowanym materiale oznaczono metodg dyferencyjno—fotometryczng wg normy
PN-80, C-87015. Metoda ta polega na utworzeniu barwnego kompleksu fos-
foro-wanado—molibdenowego i pomiarze fotometrycznym gestosci optycznej
przy dtugosci fali 430 nm. Do analizy wykorzystano spektrofotometr Evolution
201 firmy ThermoScientific.

WYNIKI I DYSKUSJA

Skorupki jaj kurzych po wstgpnym procesie oczyszczania zostaly rozdrob-
nione w mtynie nozowym. Material poddano analizie termicznej (rysunek 1.),
ktora pozwala wnioskowac, ze rozklad termiczny zachodzi w trzech etapach.
W pierwszym etapie w temperaturze ok. 340°C nast¢puje 2,27% ubytek masy
analizowanej probki zwigzany z rozktadem zwigzkow organicznych pozostatych
w probcee, czego dowodzi analiza DTA przedstawiajaca efekt egzotermiczny tego
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procesu. Efekt zwiagzany z 1,35% ubytkiem masy przypisuje si¢ czesciowemu
rozktadowi weglanu wapnia, ktory zapoczatkowany zostat w temperaturze ok.
650°C i jest reakcja endotermiczng. Najwickszy ubytek masy (42,6%) nastepuje
w temperaturze 800°C rowniez odpowiada za rozktad weglanu wapnia obecnego
w materiale do postaci tlenku wapnia zgodnie z rownaniem:

CaCO, — CaO + CO, (1)
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Rysunek 1. Analiza termiczna skorupek jaj kurzych.
Figure 1. Thermal analysis of chicken eggshells.

Na podstawie powyzszej analizy dobrano odpowiedni zakres temperatur
procesu. Kalcynacje zmielonego materiatu prowadzono w piecu komorowym
w atmosferze powietrza w zakresie temperatur 800-1200°C przez 3 godziny.
Prowadzenie procesu w danym zakresie temperaturowym miato na celu zbada-
nie wplywu temperatury kalcynacji skorupek jaj kurzych na wtasciwosci fizyko-
chemiczne otrzymanych w dalszych etapach fosforanow wapnia.

Na podstawie analizy XRD (rys. 2) wykazano, iz material kalcynowany
w temperaturze 800°C zawiera w swym sktadzie az 78,9% CaCO, (29,4°, 35,5",
39,4°, 43,2°, 47,5° oraz 21,1% Ca(OH),, (18°, 34,4° oraz 50,9%), co swiadczy
o nieskutecznos$ci procesu. Zastosowanie wyzszych temperatur w zakresie od
900°C do 1200°C pozwolito na otrzymanie pozadanego produktu w postaci tlen-
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ku wapnia, dla ktorego maksima dyfrakcyjne wystepuja przy wartosciach kata
20:32,2°,37,3° oraz 53,9°. Na podstawie otrzymanych wynikéw probke prazong
W najnizszej temperaturze wykluczono z dalszych etapéw zadania badawczego.

A CaO A
e CaCOa A 1200°C
o Ca(OH)2 AA Jl

1100°C
| L

1000°C
|

900°C

20

Rysunek 2. Dyfraktogramy produktow kalcynacji skorupek jaj kurzych.
Figure 2. XRD patterns of calcined chicken eggshells.

Synteze hydroksyapatytu przeprowadzono metodg mokra, stosujac jako
substraty zawiesing wodorotlenku wapnia pozyskanego z produktu kalcynacji
skorupek jaj oraz roztwér kwasu fosforowego(V) o stezeniach odpowiednio 0,5
M oraz 0,3 M. W przygotowanych roztworach oznaczono stgzenie poszczegdl-
nych substancji zgodnie z normami: PN-88C-87015 oraz PN-R-64803.

Do naczynia reakcyjnego odmierzono 500 ml przygotowanej z przekalcy-
nowanych skorupek, zawiesiny Ca(OH),, a nastgpnie dodano 25 ml wody amo-
niakalnej w celu utrzymania zasadowego pH reakcji. Nastepnie do mieszaniny
reakcyjnej wkraplano przygotowany roztwor kwasu fosforowego(V). Otrzyma-
ng suspensj¢ mieszano przez 1h i pozostawiono na 24h celem dojrzewania osa-
du, po czym przesaczono, przemyto i wysuszono w 105°C.

10Ca(OH), + 6H,PO, — Ca, (PO )6(OH), + 18H,0 )
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Badania rentgenograficzne pozwolity na analizg sktadu fazowego przygo-
towanych probek. Na ich podstawie wykazano, iz jedyng obecng fazg krysta-
liczng we wszystkich proszkach jest hydroksyapatyt. Kazdy z dyfraktogramow
prébek otrzymanych z tlenku wapnia po kalcynacji skorupek jaj kurzych cha-
rakteryzuje si¢ porownywalng intensywnoscia, co przektada si¢ na rtownowazny
stopien krystaliczno$ci hydroksyapatytu w poszczegdlnych probkach. Maksima
dyfrakcyjne dla badanych probek wystepuja w tych samych polozeniach kato-
wych (25,9°, 31,8°, 32,2°, 32,9°, 39,8°%, 46,7°, 49,5°).

10 20 30 40 50 60
20

Rysunek 3. Dyfraktogramy proszkéw HAp.
Figure 3. XRD patterns of HAp powders.

Analiza absorpcyjnych widm w podczerwieni wszystkich proszkow hy-
droksyapatytowych potwierdza wystepowanie charakterystycznych grup obec-
nych w HAp. Piki w zakresie liczby falowej 600-580 cm™ przypisywane sg
wystepowaniem potrojnie zdegenerowanych drgan zginajacych O-P-O, pocho-
dzacych od grup PO,*. Piki o najwigkszej intensywno$¢ wystepujace w grani-
cach 1150 — 970 cm™! zwigzane sa z potrojnie zdegenerowanymi, asymetryczny-
mi drganiami rozciggajacymi P-O.

Maksima absorpcyjne wystepujace przy 640 cm! odpowiadaja drganiom
O-H pochodzacych od grup hydroksylowych. Szeroki pik o bardzo matlej in-
tensywnosci w zakresie 1600-1680 cm™ prawdopodobnie pochodzi od drgan
rozciggajacych H-O-H zwigzanych z obecnoscig w materiale sladowych ilosci
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wody. Podobny pik o maksimum przy 2350 cm” wskazuje na obecnos¢ CO,
w atmosferze prowadzenia analizy. Charakterystycznym da struktury HAp sa
pasma wystepujace przy liczbie falowej ok. 3500 cm™, ktore spowodowane sg
drganiami rozciggajacymi grup OH.
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Rysunek 4. Widma FT-IR proszkéw HAp.
Figure 4. FT-IR spectra of HAp powders.

Zawarto$¢ fosforu w analizowanych probkach waha si¢ w granicach 17,24-
18,09%, natomiast wapnia 36,55-40,66%. Stosunek molowy wapnia do fosforu
zawiera si¢ w granicach 1,64-1,72, co wskazuje na wystgpowanie nieznacznych
odstepstw od stechiometrii (1,67).

Analiza morfologii powierzchni otrzymanych proszkow hydroksyapa-
tytu (rys.5) wskazuje na wystgpowanie aglomeratow ziaren hydroksyapa-
tytu o nieregularnym ksztalcie i rozmiarze. Ponadto obserwuje si¢ krystali-
ty o ksztalcie zblizonym do eliptycznego, a ich rozmiar miesci si¢ w zakresie
od 100 do 300 nm. Powierzchnia probki, do ktorej syntezy wykorzystato materiat
kalcynowany w 1000°C wykazata, iz proszek charakteryzuje si¢ mniejszym roz-
miarem krystalitow, niz w przypadku pozostatych probek od 50 do 100 nm. Poza
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tym w przygotowane;j serii badawczej nie sg dostrzegalne wyrazne réznice w roz-
miarach, ksztatcie czy zdolnosci do aglomeracji ziaren hydroksyapatytowych.

Tabela 1. Wyniki oznaczenia wapnia, fosforu i stosunku molowego Ca/P w syntezowa-
nych materiatach.
Table 1. Results of calcium and phosphorus content determination and Ca/P molar ratio
in synthesized materials.

X Temperatura kalcynacji [*C]
Oznaczenie

900 1000 1100 1200
Wapn [%] 36,55+0,01 40,66..0,02 40,10+0,01 40,33+0,03
Fosfor [%] 17,24+0,01 18,00..0,01 18,09+0,05 17,99+0,03
Ca/P 1,65 1,75 1,72 1,72

X7, B8 6 SRS

AzH a8 08 1rm Za kb 1

Rysunek 5. Mikrofotografie SEM otrzymanych proszkéw HAp, A) 900°C, B) 1000°C,
C) 1100°C, D) 1200°C.
Figure 5. SEM microphotography of HAp powders A) 900°C, B) 1000°C,
C) 1100°C, D) 1200°C.
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WNIOSKI

Przeprowadzone badania potwierdzaja, ze wykorzystujac jako zrodto wap-
nia skorupki jaj kurzych uzyskuje si¢ pozadany produkt, jakim jest hydroksyapa-
tyt. Wykazano, ze minimalna temperatura pozwalajaca na calkowitg kalcynacje
materiatu to 900°C. Na podstawie analizy rentgenograficznej dowiedziono, iz je-
dyna faza krystaliczng w przygotowanej serii badawczej jest HAp, a probki cha-
rakteryzuja si¢ poréwnywalnym stopniem krystaliczno$ci. Ponadto w zaleznosci
od zatozonych warunkow procesu, otrzymany material wykazuje nieznaczne
réznice we wilasciwosciach tj. rozmiar krystalitow i ich ksztalt oraz procen-
towa zawarto$¢ wapnia 1 fosforu. Wykorzystanie skorupek jaj do syntezy hy-
droksyapatytu jest alternatywa dla klasycznych metod otrzymywania materiatu
implantacyjnego. Opracowanie metod otrzymywania bioaktywnych HAp moze
by¢ waznym krokiem w kierunku stworzenia nowej generacji biomateriatow.
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