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9 NANOCOMPOZITE PE BAZA DE HIDROXIAPATITE
S| VITAMINE. PROCEDEU DE OBTINERE

(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unor
nanocompozite pe baza de hidroxiapatite (HAP) si
vitaminele D si K utilizate ca suplimente alimentare pen-
tru ingrijirea sanatatii, in scopul regenerarii si recons-
tructiei sistemului osos. Procedeul , conform inventiei,
consta Tn etapele: dizolvarea vitaminelor separat, D3 in
alcool etilic 98% si K2 in acetona, la temperatura de
maximum 20°C, adaugarea sub agitare energica, peste
solutiile individuale sau Tn amestec, a unei hidroxi-
apatite, HAP sintetica, pulbere cu structurd amorfa,
obtinuta prin liofilizare (HAPA, HAPA1) sau calcinata
(HAPc), sau multisubstituitd (msHAP), in proportie de
2...40% cu ionii Sr**, Zn?*, Mg, SiO*,, de tip msHAPA,
msHAPA1 cu structura amorfa, sau HAPc, msHAPc cu
structura cristalind, avand suprafata specificd de

120...160 m2/g, cu agitare timp de 2 h Tn conditii de
intuneric pana se stabileste echilibrul de adsorbtie,
decantarea suspensiei, evaporarea, indepartarea com-
pleté a solventului prin liofilizare, rezultand compozite
de tip HAPA- D3, HAPA-K2, HAPA-D3-K2 cu o distribu-
tie uniforma a vitaminelor D si K, separat sau in
amestec, avand cantitatea de vitamina adsorbita pe
nanoparticule de hidroxiapatita in proportie de
0,001...7%, in raport cu hidroxiapatita:, HAPA, HAPA1,
HAPc, msHAPA, msHAPA1 sau msHAPc si eliberare
treptatad a acestora, fara acumulare in tesutul adipos.
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Nanocompozite pe baza de hidroxiapatite si vitamine.
Procedeu de obtinere

Prezenta inventie se referd la compozite pe baza de hidroxiapatite (HAP) conjugate cu
vitamine D si K care faciliteaza absorbtia calciului In celule, cu efecte pozitive asupra
regenerdrii §1 reconstructiei osoase.

Datoritd proprietitilor adsorbtive foarte bune, hidroxiapatita stoechiometrica [HAP,
Ca o(PO4)s(OH),] este utilizatd atdt ca suport cat si ca transportor al principiilor active:
hormoni, factori de crestere, agenti antitumorali, insulind si globulind. De asemenea HAP
naturald sau sintetica prezintd o bund osteocompatibilitate, ceea ce o face sa fie larg utilizata
ca si inlocuitor de grefd osoasi. In plus, o substitutie partiald cu ioni benefici organismului
uman (spre exemplu, o substitutie cu S©**, Zn**, Mg*", in locul ionilor Ca®* si de SiO4* Tn
locul ionilor de PO,™ i OH™ ) duce la o imbunititire a proprietitilor hidroxiapatitei [Oltean-
Dan et al. 2019, Garbo et al. 2020, Oltean-Dan et al. 2021]. Spre exemplu, magneziul joacad
un rol impoitant In procesele osoase. fiind ua eiement eseniidl atdr pencu osicoblaste cat si
pentru osteoclaste, intensificand viabilitatea si diferentierea celulara. Siliciul este si el esential
in dezvoltarea si repararea scheletului, influentand functia celulard si avansand osteogeneza i
angiogeneza. Ionii de strontiu stimuleaza activitatea osteoblastelor, iar cei de zinc au si el un
efect stimulator asupra mineralizarii osoase.

Cu toate acestea, utilizarea HAP in calitate de suport pentru transportul de vitamine
nu a primit o atentie deosebita. Cercetdrile din ultima perioada [Bane et al. 2020] au aratat ca
vitaminele D si K au un rol important in metabolismul osos. Vitamina K2 stimuleazd
productia de osteocalcind In osteoblaste [Li et al. 2019, Hu et al. 2021, Rodriguez-Olleros
Rodriguez and Diaz Curiel 2022]. Vitamina D3, pe langd capacitatea de stimulare a
producerii de colagen de tip I si a activitatii fosfatazei alcaline (ALP) in celulele osteoblaste,
reduce resorbtia calciului in celulele osoase, prevenind astfel riscul de osteoporoza. Un efect
sinergic a fost indicat si pentru vitamina K2 si D3, o combinatie care ajutd la cresterea
cantitdtilor de osteocalcind din celulele osoase, imbunétatind astfel §i mai mult densitatea
osoasa [van Ballegooijen et al. 2017]. O concentratie inadecvatd a acestor vitamine necesitd
suplimentare.

Figura | prezintd structurile vitaminelor D, respectiv D2 si cele 3 forme specifice

pentru D3. Grupul de ,vitamine D’ este reprezem?&?d/g\:gompusi liposolubili, similari in ceea

ce priveste structura chimica. Chiar daca wtamméLe 'Dj‘s‘piﬁi‘ntetizeazé usor in urma expunerii
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la soare, cantitatea de vitamine D3 produsa depinde de cativa factori printre care indexul UV,
cantitatea de melanina din piele sau latitudinea geograficd. Pentru a preveni deficientele, este
necesard o dietd bogati in alimente ce contin vitamine D. In alimente, acestea se gisesc sub
doud forme, si anume D2 (ergocalciferol) din surse vegetale si D3 (colecalciferol) din surse
animale. Aceste doud forme sunt insd metabolizate diferit de catre ficat, colecalciferolul
ducand la mai mult 25 hidroxi-colecalciferol decat aceeasi cantitate de
ergocalciferol [Romagnoli et al. 2008]. Ajunsé in ficat, D3 este hidroxilatd formandu-se 25
hidroxi-colecalciferol [25(OH)D3], care ulterior in rinichi, este transformatd in 1,25
dihidroxi-colecalciferol [1,25(0OH),D3], care este cel mai activ metabolit al vitaminei D3 din
punct de vedere biologic, cu cea mai mare stimulare pentru producerea osteocalcinei si a

fosfatazei alcaline in celulele osteoblaste [Azizova et al. 2022].
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Figura 1. Structurile vitaminei D: A) ergocalciferol (vitamina D2); B) colecalciferol
(vitamina D3); C) 25 hidroxi-colecalciferol (25(OH)D3); D) 1,25 dihidroxi-colecalciferol
(1,25(OH),D3).

Vitamina K2 (menachinond: MK, de origine animald si din produse fermentate) este
una dintre cele 2 forme naturale ale vitaminei K, Tmpreund cu K1 (filochinond, de origine
vegetald) vezi Figura 2. Este demonstrat faptul ca toate formele omoloage ale vitaminei K pot
fi transformate in MK-4 in vivo, In ficat [Sato et al. 2012, Ivanova et al. 2018]. Vitamina K2
apare si ea sub diverse forme, diferentiate prin numdrul reziduurilor izoprenoide din lanturile
laterale (Figura 2). Deficienta de vitamind K2 pare a fi responsabila de un efect de depunere
scdzutd a calciului in tesutul osos si de acumulare pe peretele vaselor de singe [Mandatori et
al. 2021]. Figura 2 prezintd structura vitaminei K1 precum si a celor doud forme omoloage
ale vitaminei K2, menachinond-4 (MK-4) si menachinona-7 (MK-7), acestea fiind cele mai
utilizate forme in suplimentele alimentare. Diferenta intre variantele MK-4 si MK-7 consta in
timpul mai scurt de injumatitire pentru prima variantd. Acest lucru duce la necesitatea

Impdrtirii suplimentului pe parcursul unci ziic.

¢
N,
)
LTI
\
£
A
¢
1 1]
5
‘,!
A
7
i
,
/
’
\

. o, ey

%



RO 136081 A0

Aratam totodatad cd au fost brevetate unele compozite cu vitamine D sau K obtinute
prin variate procedee de sintezd avand ca suport fosfat tricalcic sau hidroxiapatita in prezenta
unor aditivi considerati cu efect biologic.

Astfel, conform brevetului AU 199864997 B2 (Preparat solid stabil ce contine
vitamina D3 si fosfat tricalcic) sunt dezvoltate unele preparate ce contin fosfat tricalcic si
colecalciferol. Desi fosfatul tricalcic este asemanator hidroxiapatitei din punct de vedere al
proprietatilor de compatibilitate biologicd, compozitul dezvoltat este un amestec fizic ce
contine si multi excipienti cum ar fi lactoza ce poate reprezenta o problema pentru persoanele
cu alergii. De asemenea, vitamina nu este adsorbitd, ceea ce duce la o eliberare rapida, D3
neputand ajunge la celule suficient de repede.

Brevetul US 7,029,703 B2 (Compozitii pentru promovarea structurii osoase
sdnitoase) dezvoltd un supliment alimentar pe baza de hidroxiapatitd, vitamina D si un
stimulent (ipriflavona) pentru osteoblaste. Desi contine hidroxiapatitd, sursa preferatd este
hidroxiapatita microcristalind de origine animald, ce incd contine colagen, grasimi si alti
autrienti specificl. Desi hidroxiapatita naturald preziatd o biocompatibilitate bund, caistd
riscul contaminarii cu diversi patogeni sau hormoni, mai ales In cazul prezentel colagenului.
Un alt potential dezavantaj este faptul cad hidroxiapatita utilizata este microcristalind, avand o
suprafatd specifica redusd. De asemenea, se mentioneaza prezenta caseinatului de sodiu in
produsul final, derivat de origine animald, produsul neputdnd fi consumat de céatre un
segment mare de populatie.

Conform brevetului EP 3 139 904 B1 (Formulidri din vitamine liposolubile) se
dezvoltd compozitii de tip supliment pe baza de vitamina K1 sau K2 (MK-7, menachinoni-7)
impreuni cu un compus pe bazi de calciu (CaCOQ;3) sau magneziu (MgO). In ceea ce priveste
compusul cu calciu, sub forma de carbonat, desi continutul de calciu elemental este mare,
acesta se absoarbe mai greu. Luind in considerare si bazicitatea ridicatd a compusului final,
acesta ar avea o eficientd mai scdzut.

Brevetul US 2004/0009235 A1 (Compozitii din hidroxiapatitd nanometrica pentru
reaprovizionarea calciului) descrie compozitii pe baza de hidroxiapatitd nanometricd cu
diverse vitamine printre care §i vitamina D, si un alt element din grupa Sr, F, Fe, Zn, si Mn.
Un dezavantaj este faptul cd amestecul este fizic, toate elementele active fiind addugate sub
forma solida, ceea ce duce la o adsorbtie scdzuta si o eliberare rapida a acestora, diminuand
astfel considerabil efectul scontat. De asemenea, hidioxXiapatita mentionatd are o

granulometrie relativ ridicaté, de pana la 800 nm.

98



RO 136081 A0

Brevetul JP2007153842A (Material compozit cu vitamine si apatita) se refera la un
complex apatitd-vitamine, unde vitaminele in cauza, printre care si D3 si K2, au fost
adsorbite pe suprafatd particulelor de apatitd, ceea ce duce la un compozit cu activitate mai
bund decat cea in cazul amestecurilor fizice discutate anterior. Totusi, in ceea ce priveste
hidroxiapatita, sunt preferate particulele cu un diametru mediu de 0,01 panad la 2 pm,
preferabil de 0,03 pdnd la 1 pum (particule primare). De asemenea se mentioneaza si
aglomerdrile de particule primare (particule secundare) cu un diametru 0,1 - 50 pm, preferabil
1 - 25 pum. Dimensiunea particulelor de hidroxiapatitd poate fi un neajuns in ceea ce priveste
adsorbtia vitaminelor, particulele mai mici, de dimensiuni nano, avand o suprafata specifica
mai mare si putdnd adsorbi mai multd vitamind, ducdnd la o eliberare sustenabild (mai
indelungatd) si un efect mai bun in ceea ce priveste preluarea acestora de catre celule.

Brevetul CN103202483A (Compozitii nutritionale pentru suplimentarea
calciului) face referire la o serie de compozitii nutritive pentru suplimentarea calciului. Drept
supliment de Ca sunt mentionate diverse materiale cum ar fi minerale din lapte, carbonat de
caletu, gluconat de caleiu, fosfat de calciy, fosfat acid de caleiu si lactat de caiciu. Pe langa
alti aditivi, compozitiile din inventie contin si un adjuvant pentru calciu, cum ar fi vitamina D
sau una din proteinele CPP (calciu pump protein) si CBP (calcium bind protein). Exemplele
propuse ce contin vitamina D utilizeazd fosfatul dicalcic care este mai acid decéat
hidroxiapatita i nu este recomandat in suplimente alimentare.

Conform brevetului US 2014/0220151 Al (Stabilitate in suplimentele pe baza de
vitamine si minerale) sunt descrise compozitii de vitamine si minerale care cuprind cel putin
un metal polivalent, cel putin o vitamind oxidabila si un fosfat dicalcic anhidru. Vitaminele la
care se face referire sunt vitamina C, vitamina E, vitamina A, vitamina B6, vitamina D3,
vitamina K, acidul folic precum si combinatii ale acestora. Inventia propune fosfatul dicalcic
anhidru, evitdndu-se astfel utilizarea sdrurilor de calciu care contin api legatd, reducandu-se
tendinta de aparitie a reac‘giilof de oxidare promovate de apd. Cu toate acestea, trebuie avut in
vedere faptul ca fosfatul de calciu anhidru are o biodisponibilitate mai scazutd decét cel
hidratat.

Brevetul US 9,757,331 B2 (Compusi activi stabilizati) discutd compozitii solide pe
bazd de fosfat de calciu si derivatii acestuia gi o substantd adsorbitd pe acesta, substanta care
cuprinde o componenta activd si un stabilizator hidrofob. Fosfatii utilizati in inventie sunt
descrisi a avea raportul Ca/P in intervalul 0,95-2,0 si un sangnut de apa mai mic de 3,0%
pentru a evita degradarea prin oxidare si a creste astfel stabxlrta,t;'a preparatulul Din punct de

f,

vedere experimental, inventia face referire nurnar 1a dénxg&; a.‘l\ wtammel D, componentul
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hidrofob fiind ulei de fenicul, mésline, germene de grau, ulei de in sau ulei Miglyol. Folosirea
fazei uleioase este de inteles tinand cont ca vitamina D este solubild in ulei. Cu toate acestea
trebuie avute in vedere si anumite dezavantaje. Spre exemplu, pinorezinolul din componenta
uleiului de mésline scade absorbtia intestinald a vitaminei D.

Preparatele cunoscute in domeniu, dau rezultate nesatisfacdtoare in ceea ce priveste
formularile suplimentelor pe bazd de compusi cu calciu i vitaminele D si K, mai ales in ceea
ce priveste alegerea compusului cu calciu, care trebuie sd fie adecvat din punct de vedere al
evita astfel eliberarea rapidd a vitaminelor.

Prezenta inventie propune eliminarea problemelor prezente in starea actuald, pentru
obtinerea compozitelor care contin vitamine D s1 K.
evitd astfel problemele create de utilizarea hidroxiapatitei de origine naturald, cum ar fi
potentiala impurificare a acesteia cu hormoni si antibiotice (HAP de origine bovini, porcind,
ete.) sau metale grele Tn cazul hidroxiapatitei de origine marind (scoici. coral cic.). De
asemenea HAP sintetic are o absorbtie mai bund in organism fatd de alti compusi cu calciu
utilizati in starea actuald, eliminand totodatd si potentialele schimbari de pH a unora dintre
acestia, cum ar fi carbonatul de calciu (pH bazic) si fosfatul dicalcic (pH mai acid). Pe de alta
parte, un alt compus utilizat in suplimente, si anume lactatul de Ca este foarte bine tolerat dar
continutul sdu scazut in calciu (aprox 13%) il fac sa fie inferior hidroxiapatitei.

Hidroxiapatitele din prezenta inventie sunt obtinute dupa procedee proprii, [Brevet
RO 125817; Brevet RO 133124], putindu-se controla astfel dimensiunile particulelor,
acestea fiind la nivelul inferior al scalei nanometrice. De asemenea, uniformitatea
dimensiunilor si a formei nanoparticulelor in toatd pulberea de HAP ajutd la o distributie
uniformd a vitaminelor D sau K, sau a amestecului de vitamine in compozitul final.
Hidroxiapatita este liofilizatd, astfel elimindndu-se tendinta de aparitie a reactiilor de oxidare
promovate de apa, problema amintitd de cateva studii din starea actuala.

[nventia de fata imbunatateste starea actuald prin aceea ca hidroxiapatita este utilizatd
ca vehicul pentru transportul de vitamind. Vitamina este adsorbitd pe nanoparticula de
hidroxiapatitd ducdnd la o eliberare treptatd, cantitatea de vitamind administratd fiind
transportatd la celule aproape fard risipa. Eficienta vitaminelor creste in stare adsorbitd pe

suport, comparativ cu amestecurile fizice, eliberarea ficandu-se_treptat, evitind astfel

eliberarea brusci caracteristicd vitaminelor ca atare, si/sau aqumularé'&f?p cantitate mare in
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neadsorbitd, unde este necesard o cantitate foarte mare de substanta activd pentru prepararea
suplimentelor respective, adsorbtia pe HAP In inventia de fatd se face din solutie cu o
concentratie speciticd in vitamine. Astfel, se poate atinge usor o cantitate doritd de vitamina
sau amestec de vitamine in compozitul final, chiar daca aceasta este foarte mica. Prin urmare,
compozitele din prezenta inventie ar putea rezolva problema existenta de risipd de vitamine
costisitoare specificd amestecurilor fizice. Totodatd, eliminarea solventilor se face rapid (i.e.
rotavapor), fard o degradare a vitaminei adsorbite si fird a ldsa urme toxice.

De asemenea, prin utilizarea hidroxiapatitei de naturd sinteticd, cu particule
nanometrice, se creazd o suprafatd specificd mai mare (120-160 m%/g) pentru adsorbtia
efectiva a vitaminei, ducindu-se astfel la o cantitate adsorbitd mai mare si astfel, la un
complex final cu activitate mai buni din punct de vedere biologic. In acelasi timp, potentiala
utilizare a hidroxiapatitei multisubstituite cu ioni benefici In ceea ce priveste regenerarea
osoasa, cum ar fi Sr*, Zn**, Mg®", SiO4*", duce la un efect si mai pronuntat al compozitului
final, cu vitamine D si K. Acest lucru ajutd in sensul consumului unui singur supliment ce
aduce un aport atdt de vitanune necesare cal i de ionii necesdil peniru metaboiismul osos. De
asemenea, utilizarea HAP multisubstituit in compozitele cu vitamine pentru suplimente
alimentare este o altd imbunatatire adusa la starea actuald. Anumiti ioni metalici, benefici
organismului sunt utilizati si in alte studii, Impreund cu un compus pe baza de calciu si
vitamine, dar acestia sunt addugati sub alte forme (i.e. magneziul sub forma de MgO) si nu
toti Impreuna.

Compozitele realizate in cadrul prezentei propuneri de brevet de inventie au utilizat
hidroxiapatite preparate dupd procedee originale proprii [Brevet RO 125817; Brevet RO

133124] avind compozitiile corespunzatoare conform Tabelului 1.

Tabel 1. Compozitiile pulberilor de hidroxiapatite, HAP, sintetizate si folosite la
prepararea diverselor compozite cu vitamine D si K (i.e., exemple 1-12; Figura 3).

Nr. HAP Grad Element de substitutie Formuli teoretica
Crt. cristalinitate (Yowt)
Tip Simbol Calcinare Mg | Zn Si Sr
HAP
1 HAPA Necalcinat 484 0 0 0 0
HAP Ca;o(PO4)s(OH);
2 HAPAI 300°C, 1h 55,3
3 HAPc 850 °C, 4h 90,2
4 HAP - msHAPA Necalcinat 37,7 Cay 76M gy 632003
5 | 1,5%Mg | msHAPAI [ 300°C, Ih 39,6 =t Sro.53 (PO4)s 03
6 | -02%Si | msHAPc 600 °C, 4h 56,8 5 - Si04)y,07 (OH), 93
-0,2%2Zn .
- 5%Sr

i
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Intrucit structura morfologicd, porozitatea, suprafata specifici si dimensiunea
particulelor de HAP au un rol determinant asupra capacitaii de adsorbtie, s-au efectuat
masuratori care au evidentiat influenta tratamentelor hidrotermale si termice si a metodelor de
preparare asupra adsorbtiei vitaminei D3/HAP, K2/HAP si a amestecului de vitamine D3-
K2/HAP. Rezultatele prezentate in tabelele 2, 3 si 4, demonstreaza capacitatea de adsorbtie
net superioard a pudrei HAP amorfe (HAPA), la care uscarea s-a efectuat prin liofilizare.

Terapia combinatd cu HAP sau msHAP si simultan vitaminele K2 si D3 mareste
turnover-ul 0sos si promoveaza formarea si calcificarea osului, rezultind cresteri substantiale
ale densitdtii minerale osoase si astfel realizdndu-se imbunatatirea calitdtii osoase [Price and
Baukol 1980, Koshihara et al. 1996, Andrew 1997, Ushiroyama et al. 2002, Sanguineti et al.
20716, Kuroda et al. 2019, Tsugawa and Siraki 2020]. Efectul sinergic al acestor componente
din nanocompozitele inovative poate fi util persoanclor cu tulburari simuitanc ale sistemului
fibrinolitic st deficite de mineralizare osoasd (tulburdri specifice »osi-menopauzei sau

secundare statusuiui pacien .or hemodiaizat).

Tabel 2. Coeficientul de adsorbtie (a) si gradul de adsorbtie (% ads) al vitaminei D3" (dati in
Figura 1) pe hidroxiapatite (i.e. Tabel 1). Cantitatea de hidroxiapatitd este constantd (1g),
volumul de solutie alcoolica cu vitamina D3 este constant (10 mL).

Nr. Conc. Conc. a (mg/g) % ads
Crt. initiald, | initiala, D3 D3
D3 D3

(mg/mL) | (mg/g) | HAPA | HAPA1 | HAPc | HAPA | HAPA1 | HAPc
1 1,00 10,0 2,04 0,84 0,57 20,4 8,4 5,7
2 0,67 66,7 7,51 6,05 3,00 | 11,3 9,1 4,6
3 13,33 133,3 14,25 | 10,23 513 10,7 7,7 7,0
4 20,0 200,0 19,86 | 14,10 7,19 9,9 7,05 3,6 J
"Obs. Concentratia initiald este datd in mg de vitamind D3 in ImL de solutie alcoolicd;

coeficientul de adsorbtie (a) este dat in mg de vitamina D3 pentru lg de hidroxiapatite.

Hidroxiapatita utilizatd a fost obtinutd prin precipitare. HAPA - pulbere de hidroxiapatitd
(amorfa, A) obtinutd prin precipitare urmatd de liofilizare; HAPAL - pulbere obtinuta prin
precipitare urmata de liofilizare si calcinare la 300 °C, 1h (amorfd 1, Al); HAPc - pulbere
obtinutd prin precipitare urmatd de liofilizare si calcinare la 850 °C, 4h, cu grad de
cristalinitate (c) ridicat.
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Tabel 3. Coeficientul de adsorbtie (a) si gradul de adsorbtie (% ads) al vitaminei K2 (MK-4,
Figura 2) pe HAPA. Cantitatea de hidroxiapatitd este constantd (1g), volumul de solutie cu
vitamina K2 1n acetond este constant (10 mL).

Nr. Conc. initiala, | Conc. initiala, a (mg/g) % ads
Crt. K2 (mg/mL) K2 (mg/g) K2 K2

1 0,0067 0,067 0,0142 21,2

2 0,0670 0,67 0,0581 8,7

3 0,17 1,7 0,135 7,9

4 0,33 3,3 0,241 7,3

5 0,67 6,7 0,446 6,7

6 1,00 10 0,641 6,4

*Obs. Concentratia initiald este datd in mg de vitamind K in 1mL de solutie de acetond,;
coeficientul de adsorbtie (a) este dat in mg de vitamind K pentru 1g de hidroxiapatitd, HAPA.

Tabel 4. Coeficientul de adsorbtie (a) si gradul de adsorbtie (% ads) al vitaminelor D siK
pe nanoparticulele de HAPA. Cantitatea de hidroxiapatitd este constantd (1g), volumul de
solutie cu vitamine este de 10 mL (v : v este 1:1, 5 ml alcool etilic : 5 ml acetond; wD3:
wK?2).

,[Nr. ' Conc. | Cone. | a ' % | Conc. | Comc. | a B

Crt. | Initiald, | Inifiald, | (mg/g) ads Initiald, | Initiala, | (mg/g) ads
D3 D3 D3 D3 K2 K2 K2 K2

(mg/mL) | (mg/g) (mg/mL) | (mg/g)

1 0,0033 0,033 0,0184 | 55,8 0,0033 0,033 0,0048 | 14,5

2 0,033 0,33 0,086 26,1 0,033 0,33 0,021 6,4

3 0,083 0,83 0,13 15,7 0,083 0,83 0,053 6,4

4 0,17 1,67 0,20 12,0 0,17 1,67 0,11 6,6

5 0,33 3,33 0,37 11,1 0,33 3,33 0,23 6,9

6 0,50 5,00 0,48 9,6 0,50 5,00 0,36 7,2

*Obs. Concentratia initiald este datd in mg de vitamind D sau K in ImL de solutie respectiv
pe lg de hidroxiapatita, HAPA; coeficientul de adsorbtie (a) este dat in mg de vitamind D sau
K pentru 1g de hidroxiapatita, HAPA.

Tinadnd cont ca in unele afectiuni severe cu deficit mare de vitamine, cauzate de diete
dezechilibrate, interventii chirurgicale (cum ar fi chirurgia bariatrica) sau diverse tratamente
medicamentoase (cum ar fi chimioterapia) este necesar si un aport rapid din aceste vitamine,
am preparat si compozite cu efect dublu (sintetizate prin evaporare). Aceste compozite sunt
obtinute prin evaporarea solventului folosit si contin o parte din vitamine adsorbite pe
suprafata nanoparticulelor de hidroxiapatitd si o parte aflatd interstitial (intre nanoparticulele

de HAP acoperite cu vitamine adsorbite), oferind atdt o eliberare de vitamine bruscd, de

. . — G g 5 ST S
scurtd duratd, cét si o eliberare de vitamine sustenabild si de lunga durata. Astfgl, cantitatea -
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de vitamind aflatd interstitial se elibereaza rapid iar cea adsorbitd pe HAP se elibereazd cu

efect intarziat, oferind consumatorului aportul optim de vitamine indiferent de situatie.

Tabel 5. Continutul in vitamine D si K al compozitelor sintetizate cu hidroxiapatitd amorfd,
HAPA  prin evaporare (vezi exemplele 1-3); pentru caracterizarea fizicd si chimicd a
compozitelor vezi Figurile 4-6, Tabel 6.

Nr. Compozit HAPA D3 K2

Crt. (%) (%) (%)
1 HAPA-D3 94,4 5,6 -

HAPA-K2 96,1 - 3,9

3 HAPA-D3-K2 94,4 2,8 2,8

"Obs. HAPA - hidroxiapatitd obtinuti prin precipitare urmati de liofilizare; vitamina D:
vitamina D3; vitamina K: vitamina K2; HAPA-D3 reprezintd compozitul pe baza de
hidroxiapatitd liofilizatd, HAPA, si vitamina D3 obtinut prin evaporare; HAPA-K2 este
compozitul pe bazd de hidroxiapatitd liofilizatd, HAPA, si vitamina K2 obtinut prin
evaporare; HAPA-D3-K2 este compozitul pe bazi de hidroxiapatita liofilizatd, HAPA, si
amestecul de vitamine D3 si K2 (wD3: wK2 este 1:1), obtinut prin evaporare.

Tabel 6. Absorbtiile caracteristice prezentei vitaminelor D si/sau K adsorbite pe HAPA,
compozitele (HAPA-D3, HAPA-K2 sau HAPA-D3-K2) sintetizate prin evaporare, (vezi
exemplele 1-3), obtinute din spectrele FTIR (redate in Figura 5).

Numir de undi (cm™)
HAPA D3 K2 HAPA-D3 HAPA-K2 HAPA-D3-
K2
- 2933 2942 2952 2973 2932
1637,4 1647 1659 1633 1661 1661
- - 1295 - 1296 1295

Formarea compozitelor pe bazd de HAPA si cele doud vitamine, atat singure cét si in
amestec a fost investigatd cu ajutorul analizei FTIR (Figura 5). Spectrul HAPA prezinta
picurile benzilor de vibratie specifice pentru hidroxiapatitd (HAP), respectiv 3570 cm’
din HAP, 1637

adsorbita v2); 1092 si 1032 cm’' (alungire asimetrici PO4v3); 962 cm-' (alungire simetricd

"'specific gruparii O-H structurale em™ (mod  deformare apa
POs vi); 633 cm™ (libratie OH structural); 602 si 564 cm-' (deformare asimetrici PO, v4);
474 ¢’ (deformare simetrica PO, v2).

fn cazul spectrului vitaminei D3 avem picurile specifice, cele predominante fiind la
3304,1 cm™ (alungire O-H); 3077 cm’ (a]unglre C-H); 2933 (alungine asimetricd €‘H})

2866 cm’ (alunglre simetrica CH; ); 1647 cm™' (alungire C=C); 1438 si 1465 cm Lalunglre .

C=C ), in conformitate cu cele raportate in literatura de specialitate [Ignatmte,e 9?3,2@[,‘% }’
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Othayoth et al. 2015, Simana et al. 2015, Hasanvand et al. 2015, Zia et al. 2017, Trivedi et al.
2021, Balcers et al. 2022]. Prezenta vitaminei D3 iIn compozitul HAPA-D3 este evidentiatd
de aparitia unui pic la 2952 cm’' corespondent pentru banda de absorbtie maxima a vitaminei
D3, prezentd 1n spectrul acesteia la 2953 cm’. De asemenea se poate lua in considerare si
picul prezent in compozit la 1633 cm™, cu corespondenti in cazul HAPA la 1637 si in
spectrul D3 la 1647 cm’.

Spectrul pentru vitamina K2 prezintd picurile specifice la 2962 cm’’ (alungire C-H),
1659 cm™ (inel aromatic v(C-C)), 1617 cm™ (inel chinoid ¥(C-C)), 1295 cm™ (vibratie
cuplata C-C/C=C), in conformitate cu literatura de specialitate [Hellwig 2015, US Patent
2014/0314867 Al]. In compozitul HAPA-K2 se disting picurile specifice pentru vitamina
K2, respectiv la 2973,1 si 1296 cm™'. In plus, se poate lua in considerare si picul prezent in
compozit la 1661 cm™, cu corespondenti in cazul HAPA la 1637 si in spectrul K2 la 1659

-l
cm .

Spectrul pentru compozitul HAPA-D3-K2 este similar spectrelor celorlalte doua
compozite. Astfel prezenta vitaminelor se poate distinge prin benzile de la 2942, 1661 st
si 1295 cm™.

Conform inventiei, compozitele au drept component mineral (v, Tabel 1) HAP amorf,
HAPA, HAPA1 sau HAPc si HAP amorf multisubstituit (msHAPA) cu Sr**, Zn?*, Mg *",
Si04*", msHAPAIL, sau msHAPc, cu suprafati specifica 120-160 m?/g, conjugate cu
vitaminele D si K in proportie de 0,001-7%, de preferinta 0,002-4%, sau amestecul acestora
(in proportii egale) in proportie de 0,001-7%, de preferinta 0,005-5% al compozitului.

Conform inventiei, procedeul de preparare utilizeaza solutii pe baza de D3 si K2,
precum si alcoolul etilic si acetona in calitate de solventi ai vitaminelor D3 si respectiv K2,
solutii a cdror concentratii variazi intre 0,2-5%, de preferinti intre 0,5-2%. Indepartarea
solventilor se realizeazi usor prin evaporare la temperaturi mai mici de 20 °C si presiune
100-200 torr intr-un vas cu amestecare ceea ce asigura realizarea unui produs omogen.

Conform inventiei, tipul de aparat in care se realizeaza eliminarea solventului este cu
agitarea continud a amestecului, ceea ce asigurd obtinerea unui produs final omogen din
punct de vedere a dispersiei vitaminelor.

Avantajele compozitelor conform inventiei provin din faptul ca utilizeazd drept
componenta minerald hidroxiapatite cu structurd amorfa cu suprafata spﬂmfic?r}i()- 160 m*/g

si mare capacitate de adsorbtic (Tabel 1).
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Capacitatea mare de adsorbtiec a componentului mineral utilizat (HAP) elimina
posibilitatea eliberarii spontane, ceea ce conduce pe de o parte la pierderi de vitamine care
sunt scumpe, si pe de altd parte poate duce la intoxicatii daca celulele nu le pot metaboliza.

Utilizarea hidroxiapatitelor multisubstituite cu microelemente Sr2+, Zn2+, Mg2+,
Si0,*" active (Tabel 1) ce actioneazi sinergic potenteaza activitatea vitaminelor D si K cu
efectele pozitive asupra starii de sdnatate a pacientilor.

Conform procedeului inventia utilizeaza alcoolul etilic si acetond, solventi care pot fi
usor eliminati la temperaturi mai mici de 20 °C, fard a ldsa urme de compusi toxici evitdnd
totodatd degradarea vitaminelor in timpul evapordrii solventului.

Eliminarea prin evaporare sub vid a solventilor Intr-un aparat prevazut cu agitator (sau
rotavapor) asigurd o repartizare uniformd a vitaminelor rezultand astfel un produs omogen
din punct de vedere al compozitiei chimice.

In cele ce urmeaza se dau 12 exemple de realizare a inventiei.

Exemplul 1

Intr-un balon cu dop, cotat, de 250 ml, se introduc 90 ml alcool etilic 98% peste care,
sub agitare se adaugd 1,5 g vitamina D3, in conditiile in care temperatura si nu
depiseasca 20 °C. Agitarea se continui 45 minute pani la completa dizolvare a vitaminei. In
solutia alcoolicd de vitamina D3 se adaugd sub agitare energicd 25 g HAP pulbere cu
structurd amorfa, obtinutd prin liofilizare (HAPA). Se continud agitarea timp de 2 ore (500
rpm), In conditii de intuneric pentru a proteja vitamina de degradare pdnd se stabileste
echilibrul de adsorbtie, timp in care temperatura din balon sd nu depidseascd 5 °C. Suspensia
astfel preparata este trecutd intr-un decantor si supusd evaporarii Intr-un rotavapor la P=100-
200 mm col Hg. Indepirtarea completi a solventului se realizeazi prin liofilizare la P=(5-
10)*10° torr si temperatura intre 230 si -35 °C. Produsul rezultat, compozitul HAPA-D3, in
cantitate de 26,3 g se prezintd ca o pulbere de culoare alba cu un continut de 5,6% vitamina
D3; vezi Tabel 5, linie 1, Figura 4A, Figura SA, Figura 6A. Similar se pot folosi HAPA1 si

HAPc (Tabel 1) drept suport pentru vitamine D, respectiv vitamina D3.

Exemplul 2

Identic cu exemplul 1, cu deosebirea ca solventul este acetona peste care se

adaugd o cantitate de 1g vitamina K2. Dupd eliminarea solventului si uscare Intr<tun .. -

liofilizator la P=(5-10)*10" torr si temperaturd intre -30 $i -35 °C se obtin 25,8 g pulbere de L

culoare albd cu tentd galbend, compozitul HAPA-K2, cu concentratia de 3,9% -Vitain
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K2; vezi Tabel 5, linie 2, Figura 4B, Figura 5B, Figura 6B. Similar se pot folosi HAPALI si
HAPc, drept suport pentru vitamina K2.

Exemplul 3

Identic cu exemplele 1 si 2 cu deosebirea ca dizolvarea vitaminelor se realizeaza
separat, 1,5¢ D3 in alcool si 1,5¢ K2 in acetond. Dupa completa dizolvare a vitaminelor, cele
doua solutii (alcoolica cu vitamina D3 si acetond cu vitamina K2) se amesteca, si sub agitare
energicd se adaugd 50g pulbere HAP amorfa obtinuta prin liofilizare (HAPA). Se continud
agitarea timp de 2h (500 rpm) 1n conditii de intuneric pentru a proteja vitamina de degradare,
pana se stabileste echilibrul de adsorbtie, dupd care se trece la indepartarea solventilor intr-un
rotavapor. Dupa indepartarea solventilor pulberea obtinutd este trecutd iIntr-un liofilizator,
unde la P=(5-10)*10~ torr si temperaturd intre -30 si -35°C se indepirteazi urmele de
solventi. Rezultd 52,4¢ compozit HAPA-D3-K2, cu un continut de 2,8% vitamina D3 si 2,8%
vitamina K2; vezi Tabel 5, linie 3, Figura 4C, Figura 5C, Figura 6C. Similar se pot folosi

HTAPAT 5i HHAPC, dicpt suport pentru vitamina D3 si vitaming K2, folosite sunaltan.

Exemplul 4
Similar cu exemplul 1 cu deosebirea cd drept suport pentru vitaminele D s-a utilizat
hidroxiapatita multisubstituita cu Sr 2+, Zn?** , Mg 2+, SiO 4 4", avind structurd amorfi,

msHAPA. Similar se poate folosi msHAPA | sau msHAPc (Tabel 1).

Exemplul §
Similar cu exemplul 2 cu deosebirea cd drept suport pentru vitaminele K s-a utilizat
hidroxiapatita multisubstituiti cu Sr**, Zn?", Mg?', SiO4*, avand structurd amorf3,

msHAPA. Similar se poate folosi msHAPA1 sau msHAPc.

Exemplul 6
Similar cu exemplul 3 cu deosebirea cé drept suport pentru vitaminele D3 si K2 s-a
utilizat hidroxiapatita multisubstituitd cu Sr 2 Zn?, Mg ¥ Si0 4+ %, avand structurd amorf3,

msHAPA. Similar se poate folosi msHAPA1 sau msHAPc.

Exemplul 7
Vitamina D3 (colecalciferol) a fost dizolvata in,_cggnélf,,asgfjél-incét sd aibd o

concentratie de 20 mg/mL. 150 mL din aceastd solutie Scfirﬁl;’é ; %‘y’pﬂacon de sticla
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brund cu inchidere etansd. Ulterior, in acest tub se adaugd 15 g de hidroxiapatita amorfa,
HAPA. Flaconul ce contine solutia de D3 si hidroxiapatita se supune unei agitdri timp de 2
ore la 500 rpm in conditii de Intuneric si o temperaturd in intervalul 0-5 °C pentru a proteja
vitamina de degradare. Dupd 2h continutul flaconului a fost centrifugat pentru a separa
hidroxiapatita de supernatant. Cantitatea de vitamnind D3 din supernatant a fost determinat cu
ajutorul cromatografiei lichide de inaltd performantda (HPLC, Perkin Elmer Series 200)
[Becze et al. 2021]. Compozitul HAPA-D3 umed a fost ulterior liofilizat pentru a indeparta
umiditatea remanentd. Cantitatea de vitamind D3 adsorbitd pe nanoparticulele de
hidroxiapatitd HAPA s-a cuantificat prin extractie cu metanol si s-a determinat prin HPLC.
Rezultd un compozit cu un continut de 1,95% in vitamina D3; Vezi Tabel 2, linie 4. Similar

se poate folosi HAPA1 sau HAPc drept suport pentru vitamina K2.

Exemplul 8

Vitamina K2 (menachinoné-4, MK-4) a fost dizolvata in acetoni, astfel Incét sd aibad o
concentratie de i mg/mL. 150 mL din aceasid solutie se introduc intr-un flacon de sticla
brund cu inchidere etansa. Ulterior, in acest tub se adaugd 15 g de hidroxiapatitd amorfa
(HAPA). Flaconul ce contine solutia de K2 si hidroxiapatitd se supune unei agitari timp de 2
ore la 500 rpm in conditii de intuneric si o temperaturd in intervalul 0-5 °C pentru a proteja
vitamina de degradare. Dupa 2 h continutul flaconului a fost centrifugat pentru a separa
hidroxiapatita de supernatant. Cantitatea de vitamind K2 din supernatant a fost determinata cu
ajutorul cromatografiei lichide de 1inaltd performantda (HPLC, Perkin Elmer Series
200). Compozitul HAPA-K2 a fost ulterior liofilizat pentru a indepidrta umiditatea
remanentd. Cantitatea de vitamind K2 adsorbitd pe nanoparticulele de hidroxiapatita HAPA s-
a cuantificat prin extractie cu metanol §i s-a determinat prin HPLC. Rezultd un compozit
HAPA-K2 cu un continut de 0,06% in vitamina K2; Vezi Tabel 3, linie 6. Similar se pot
folosi HAPA1 si HAPc, drept suport pentru vitamina K2.

Exemplul 9

Vitamina D3 (colecalciferol) a fost dizolvatd in etanol, astfel incidt si aibd o
concentratie de | mg/mL. Vitamina K2 (menachinoni-4, MK-4) a fost dizolvati in acetona,

astfel incit si aibd o concentratie de 1 mg/mL. Cate 75 mL din fiecare solutie (D3 in etanol si

-,

K2 in acetond) se amestecd intr-un flacon cu inchidere etang%ﬁéfg
R v

P -
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i

finald de I mg/mL (D3+K2). Peste solutia din flacon se adaugd 15 g hidroxiapatitd amorfa,
liofilizatd. Flaconul ce contine solutia de D3+K2 si hidroxiapatitd se supune unei agitari timp
de 2 ore la 500 rpm in conditii de intuneric si o temperaturd in intervalul 0-5 °C pentru a
proteja vitamina de degradare. Dupd 2 h continutul flaconului a fost centrifugat pentru a
separa hidroxiapatita de supernatant. Cantitatea de vitamine D3 si K2 din supemnatant a fost
determinatd cu ajutorul cromatografiei lichide de Tnaltd performantd (HPLC, Perkin Elmer
Series 200). Compozitul HAPA-D3-K2 umed a fost ulterior liofilizat pentru a indeparta
umiditatea remanentd. Cantitatea de amestec de vitamine (D3+K2), adsorbitd pe
nanoparticulele de hidroxiapatitd s-a cuantificat prin extractie cu metanol si s-a determinat
prin HPLC. Rezultd un compozit HAPA-D3-K2 pulbere cu un continut de 0,05% 1n vitamina
D3 si 0,04% in vitamina K2; Vezi Tabel 4, linie 6. Similar se pot folosi HAPAI si HAPc,

drept suport pentru vitamina D3 si vitamina K2.

Exemplul 10

Similar cu exemplul 7 cu deosebirea cd drept suport pentru vitaminele D s-a utilizat
hidroxiapatita multisubstituitd cu Sr ¥ Zn*, Mg ¥ Si04%, avand structurd amorfa,

msHAPA respectiv msHAPA sau cristalind msHAPc. -

Exemplul 11

Similar cu exemplul 8 cu deosebirea ca drept suport pentru vitaminele K s-a utilizat
hidroxiapatita multisubstituitd cu Sr > Zn?, Mg 2 Si0.4*, avand structurd amorf3,

msHAPA respectiv msHAPA sau cristalind msHAPc.

Exemplul 12

Similar cu exemplul 9 cu deosebirea ca drept suport pentru vitaminele D si K s-a
utilizat hidroxiapatita multisubstituita cu Sr > Zn ¥, Mg 7 8i0 4%, avand structurd amorf3,

msHAPA respectiv msHAPA sau cristalind msHAPc.
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sectiune transversald pe directia sagetii din imaginea a); aria de scanare ! pm x 1 um; unde
HAPA-hidroxiapatitd amorfa obtinutd prin precipitare urmata de liofilizare; D3 — vitamina
D3; K2 — vitamina K2; HAPA-D3 - compozitul pe baza de hidroxiapatitd liofilizatd si
vitamina D3 obtinut prin evaporare; HAPA-K2 — compozitul pe bazd de hidroxiapatita
liofilizatd si vitamina K2 obtinut prin evaporare; HAPA-D3-K2 — compozitul pe baza de
hidroxiapatita liofilizata si amestecul de vitamine D3 51 K2 (wD3:wK2 este 1:1), obtinut prin

evaporare.
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Revendicari

1. Compozite pe bazd de hidroxiapatite, utilizate In medicina regenerativd o0soasa,
caracterizate prin aceea ca utilizeazd drept suport mineral pentru vitaminele D si/sau K
hidroxiapatite preferabil cu suprafatd specifica de 120-160 m*/g, hidroxiapatite
stoechiometrice simple sau hidroxiapatite multisubstituite cu ioni St**, Zn*", Mg2+, Si0.", in
proportie de 2-40%, de preferintd 5-20%, obtinute prin liofilizare, amorfe necalcinate, sau

calcinate avind diverse grade de cristalinitate.

2. Compozite pe bazad de hidroxiapatite utilizate in medicina regenerativd osoasa, conform
revendicarii 1 caracterizate prin aceea cd hidroxiapatita simpld sau multisubstituita

este conjugatd cu vitaminele D si/sau K 1in proportie de 0,001-7%, de preferinta 0,02-4%.

3. Compozite pe baza de hidroxiapatite utilizate in medicina regenerativd osoasa conform
revendicdrilor 131 2 caracterizate prin aceea ¢d hidroxiapatita simpld sau multisubstituitd este

conjugatd cu vitaminele D3 si/sau K2 in proportie de 0,001-7%, de preferintd 0,005-5%.

4. Procedeul de obtinere al compozitelor conform revendicarilor 1, 2 si 3 caracterizat prin
aceea cd utilizeaza drept solventi alcoolul etilic pentru vitaminele D respectiv acetona pentru

vitaminele K.

5. Procedeul de obtinere a compozitelor conform revendicarii 4 caracterizat prin aceea cd
concentratia solutiei alcoolice de vitamina D3, respectiv vitamina K2 in acetond, este in

limitele 0,2-5%, de preferinta 0,5-2%.

6. Procedeul de obtinere a compozitelor conform revendicéarilor 4 si 5 caracterizat prin aceea
cd indepdrtarea solventilor se realizeaza prin evaporare sub vid intr-un rotavapor sau alt vas

cu agitare legat la vid.
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Figura 1. Structurile vitaminei D: A) ergocalciferol (vitamina D2); B) colecalciferol
(vitamina D3); C) 25 hidroxi-colecalciferol (25(OH)D3); D) 1,25 dihidroxi-
colecalciferol (1,25(OH),D3).
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Figura 2. Structura vitaminelor K: A) vitamina K1 (filochinond) si vitamina K2: B)

menachinond-4 (MK-4) si C) menachinona-7 (MK-7).
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Figura 3. XRD pentru (A) HAPA; (B) msHAPA; (C) HAPAL; (D) HAPc; unde HAPA-

pulbere obtinutd prin precipitare urmatd de liofilizare; msHAPA - pulbere HAP

multisubstituitd obtinutd prin precipitare urmaté de liofilizare; HAPA1-pulbere obtinutd prin

precipitare urmatd de liofilizare si calcinare la 300 °C, 1h; HAPc-pulbere obtinutd prin

precipitare urmata de liofilizare si calcinare la 850 °C, 4h.
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Figura. 4 XRD pentru (A): 1-HAPA, 2-D3, 3-HAPA-D3; (B): 1-HAPA, 2-K2, 3-HAPA-K2;
(C): 1-HAPA, 2-D3, 3-K2, 4-HAPA-D3-K2; unde HAPA-hidroxiapatitd obtinutd prin
precipitare urmatd de liofilizare; D3 — vitamina D3; K2 — vitamina K2; HAPA-D3 —
compozitul pe bazd de hidroxiapatitd liofilizatd si vitamina D3 obtinut prin evaporare;
HAPA-K2 — compozitul pe bazi de hidroxiapatitd liofilizatd gi vitamina K2 obtinut prin
evaporare; HAPA-D3-K2 — compozitul pe baza de hidroxiapatitd liofilizata si amestecul de

vitamine D3 si K2 (wD3: wK2 este 1:1), obtinut prin evaporare.
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Figura 5. Spectrele FTIR pentru (A): 1-HAPA, 2-D3, 3-HAPA-D3; (B): 1-HAPA, 2-K2,

3-HAPA-K2; (C). 1-HAPA, 2-D3, 3-K2, 4-HAPA-D3-K2 (vezi Tabel 6); unde HAPA-
hidroxiapatita amorfd obtinutd prin precipitare urmata de liofilizare; D3 — vitamina D3; K2 —
vitamina K2; HAPA-D3 — compozitul pe bazd de hidroxiapatitd liofilizatd §i vitamina D3
obtinut prin evaporare; HAPA-K2 — compozitul pe bazd de hidroxiapatitd liofilizatd si
vitamina K2 obtinut prin evaporare; HAPA-D3-K2 — compozitul pe bazi de hidroxiapatitd

liofilizata gi amestecul de vitamine D3 si K2 (wD3: wK2 este 1:1), obtinut prin evaporare.
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Figura 6. Imagini AFM pentru (A) HAPA-D3; (B) HAPA-K2; (C) HAPA-D3-K2, uride a)
topografie 2D, b) imagine de fazd. c¢) imagine de amplitudine, d) topografie 3D, ¢) profil-.
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