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Streszczenie

W pracy przedstawiono badania struktury chemicz-
nej oraz morfologii nanokrystalicznych hydroksyapa-
tytow: niedomieszkowanego oraz domieszkowanego
jonami krzemianowymi SiO,*. Prébki do badan
uzyskano niekonwencjonalng technikg chemicznej
kondensacji w fazie gazowej z wykorzystaniem
niskoci$nieniowego ptomienia (CCVC). Do badan
zastosowano mikroskopie elektronowg TEM i SEM
oraz metody spektroskopii NMR i IR w ciele statym.
Stwierdzono istotny wptyw jonéw krzemianowych na
strukture chemiczng hydroksyapatytu.

Stowa kluczowe: krzem, hydroksyapatyt, NMR w ciele
statym, spektroskopia FTIR, mikroskopia elektronowa
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Wprowadzenie

Apatyty ze wzgledu na wysoka bioaktywnos¢, biozgod-
nosc¢ i osteokonduktywnos¢ stosowane sg do tworzenia
implantéw ceramicznych, materiatow wypetniajgcych ubytki
kostne (materiaty ko$ciozastepcze), a takze cienkowarstwo-
wych pokry¢ na implantach metalicznych [1-2]. Wzorcowym
przedstawicielem apatytow jest hydroksyapatyt wapniowy
Ca,,(PO,)s(OH),, dalej oznaczany jako HA. Przedstawiony
wzor chemiczny dotyczy apatytu stechiometrycznego, jed-
nakze cechg charakterystyczng apatytow jest mozliwosé
wystepowania réznorodnych podstawien (substytucji) jono-
wych. Wprowadzenie do sieci krystalicznej innych jonow w
miejsce jonéw PO,> Ca®" i OH- bedzie wptywato na struk-
ture chemiczna, a takze na wiasciwosci fizykochemiczne
oraz biologiczne hydroksyapatytu [3]. Mozna w ten sposéb
uzyskac¢ materiat implantacyjny o poszerzonym dziataniu
biologicznym, polepszonych parametrach mechanicznych
czy fizykochemicznych (wytrzymato$c¢, rozpuszczalnoseé,
porowatos¢, trwatos¢ w wysokich temperaturach) [4-5].

Apatyty domieszkowane krzemem od kilku lat sg przedmio-
tem zainteresowan inzynierii materiatowej i chirurgii odtworczo-
naprawczej. Badania wykazaty, ze krzem odgrywa znaczacq
role w formowaniu sie tkanki kostnej i prawidtowym jej wapnie-
niu. Okazato sie, ze zahamowanie namnazania oraz pogorsze-
nie funkcjonowania osteoblastéw w osteopenii oraz osteoporo-
Zie jest zwigzane ze zmniejszong zawartoscig krzemu w tkance
kostnej [6,7]. W zwiazku z tym przypuszcza sie, ze obecnosé
w hydroksyapatycie krzemu moze korzystnie wptywac na
interfejs implant/kos¢ zwiekszajac aktywnos¢ osteoblastow,
a tym samym poprawiajac nowotworzenie tkanki kostnej [8].
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Abstract

This paper reports a systematic investigation on
Si-substituted and unsubstituted synthetic hydroxy-
apatites produced by the NanoSpray™ and combu-
stion chemical vapor condensation (CCVC) process.
The studies were focused on structural properties,
crystal morphology and chemical composition of the
samples. Various analytical methods, such as elec-
tron microscopy, high-resolution solid-state nuclear
magnetic resonance (NMR) and infrared spectroscopy
were used. A significant effect of silicate ions on the
hydroxyapatite structure was found.

Keywords: silicon, hydroxyapatite, solid-state NMR,
FT-IR spectroscopy, electron microscopy
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Introduction

Apatites are widely used in reconstructive surgery as
bone substitutes, ceramic implants and thin metallic implant
coatings because of their beneficial bioactivity, osseocon-
ductivity and biocompatibility with the bone tissue [1,2].
The main, representative member of the apatite group is
calcium hydroxyapatite Ca,,(PO,)s(OH),, hereafter desig-
nated by HA. The presented formula is valid for stoichio-
metric HA, but the characteristic feature of this mineral is
its propensity to undergo various ionic substitutions into
the crystal lattice. The incorporation of various ions into
the crystal lattice for PO,*, Ca?* and/or OH- determines
the chemical structure, physicochemical and biological
properties of substituted HA [3]. The ionic substitution
may improve implantation efficacy, osseointegration or
mechanical properties of a ceramic implant, and extend and
diversify its properties (mechanical resistance, solubility,
porosity and thermal stability) [4,5].

Silicon substituted apatites are the subjects of intense
studies in material engineering and reconstructive surgery.
Researches proved a crucial role of silicon in the meta-
bolic process and calcification in bone tissue. Recently, it
has been demonstrated that silicon deficiency may cause
inhibition of osteoblasts proliferation in osteopenia and
osteoporosis [6,7]. Accordingly, it can be assumed that the
silicon incorporation into the HA material may improve the
implant/bone interface by stimulation osteoblasts activity
and bone formation [8].
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Hydroksyapatyty domieszkowane krzemem mozna otrzy-
mywac na drodze syntezy réznymi metodami, m.in. metodg
zol-zel, metodg mokra czy tez metoda reakcji w ciele statym
[9-11]. Z dostepnego pismiennictwa wynika, ze metoda
syntezy moze wptywaé na niektore parametry fizykoche-
miczne hydroksyapatytu, m.in. na morfologie krysztatéw
i ich wielko$¢, a takze na jego krystalicznosé.

Celem naszej pracy jest analiza struktury chemicznej
oraz wiasciwosci fizykochemicznych hydroksyapatytu
domieszkowanego krzemem, syntetyzowanego z zastoso-
waniem potaczonych metod NanoSpray™ wraz z procesem
kondensacji w fazie gazowej z wykorzystaniem niskocisnie-
niowego ptomienia (ang. combustion flame-chemical vapor
condensation, CCVC) [12-14]. Ta niekonwencjonalna me-
toda stosowana jest do otrzymywania nanokrystalicznego
hydroksyapatytu badz amorficznych fosforanéw wapnia.
Jej zaletg jest mozliwos¢ uzyskania materiatu jednorodnego
morfologicznie, najczesciej w postaci kulistych czastek.
W celu zbadania wptywu obecnosci krzemu na strukture
hydroksyapatytu, analizie zostat poddany rowniez hydrok-
syapatyt zsyntetyzowany w tych samych warunkach bez
dodatku krzemu. Badania fizykochemiczne wykonane zo-
staty nastepujacymi metodami analitycznymi: mikroskopig,
elektronowg TEM oraz SEM, spektrometrig emisyjng z pla-
zma wzbudzong indukcyjnie ICP-OES, spektroskopiag NMR
oraz FTIR. Mikroskopia elektronowa pozwolita na analize
morfologii i wielkosci krysztatéw badanych hydroksyapaty-
tow, a takze na ocene tendencji do tworzenia aglomeratow.
Dzieki metodzie ICP-OES zbadano zawarto$¢ krzemu w
probce domieszkowanej. Metody magnetycznego rezo-
nansu jadrowego NMR oraz spektroskopii w podczerwieni
FTIR w ciele statym byty narzedziami do oceny struktury
chemicznej obydwu materiatow.

Materiatl i metody

W badaniach wykorzystano prébki syntetycznego
hydroksyapatytu (HA) oraz syntetycznego hydroksyapa-
tytu domieszkowanego krzemem (Si-HA) (Sigma-Aldrich).
Prébki zsyntetyzowano opatentowang technikg NanoSpray
Combustion™ oraz poddano procesowi kondensacji w fazie
gazowej (CCVC). Producent nie dostarcza szczegoétowych
informacji dotyczacych metody otrzymania badanych probek.

Deklarowana przez producenta zawarto$¢ krzemu w
prébce Si-HA wynosi 2,33 + 0,93% wag.

W celu zbadania morfologii krysztatow otrzymany mate-
riat badano pod transmisyjnym mikroskopem elektronowym
TEM (JEM 1400, Jeol). Krople zawiesiny sporzadzonej
w etanolu umieszczano na miedzianej siateczce pokrytej
formvarem, suszono i umieszczano pod mikroskopem.
Napiecie przyspieszajace wynosito 80 kV.

Zdolnos¢ hydroksyapatytéw do tworzenia aglomeratéw
badano pod skaningowym mikroskopem elektronowym SEM
(Quanta 200 ESEM, FEl). Prébki napylano ztotem, napiecie
przyspieszajace wynosito 25 kV.

Krystalicznos¢ hydroksyapatytéw analizowano metodg
XRD korzystajac z dyfraktometru D8 Discover Bruker
pracujacego z lampg miedziowg - promieniowanie Cu Ka
(A=1,54 A).

Zawartos¢ krzemu zostata oznaczona metodg ICP-OES
(Optima3100, Perkin Elmer) technikg krzywej kalibrac;ji.

Widma w podczerwieni zostaty wykonane przy uzyciu
spektrometru dziatajacego w zakresie Sredniej podczerwie-
ni od 4000 do 400 cm™ (Spectrum 1000, PerkinElmer) w
technice transmisyjnej z pastylki z KBr. Widma wykonano
z rozdzielczoscig 2 cm™, a liczba wykonanych powtérzen
(skandw) wyniosta 30.

Silicon substituted hydroxyapatite can be synthesized
by various methods, i.e. sol-gel methods, wet methods
and solid-state reactions [9-11]. Many studies indicate that
the way of synthesis may affect various physicochemical
properties, such as morphology and sizes of crystals, and
material crystallinity.

The present work is focused on the chemical structure
and physicochemical properties investigations of two sam-
ples: hydroxyapatite and Si-substituted hydroxyapatites.
Both samples were synthesized by the NanoSpray and
combustion chemical vapor condensation (CCVC) process
[12-14]. This unconventional method is used for production
of nanocrystalline or amorphous materials. Its great advan-
tage is morphological homogeneity of obtained materials
(usual in spherical particles). In order to determine the
Si-substitution effect on the HA structure, the unsubstituted
sample synthesized in the same conditions was studied as
a reference material. This comprehensive study was done
using various analytical methods: transmission and scanning
electron microscopy (TEM and SEM), inductively coupled
plasma atomic emission spectroscopy (ICP-OES), FT-IR
spectroscopy in the middle infrared range (transmission
mode) and high-resolution solid-state NMR ('H, 3'P and
2Si nuclei observed). The electron microscopy provided
information on the morphology and crystal sizes, and their
tendency to agglomeration. The Si content was analyzed
using the ICP-OES method. The solid-state NMR and IR
spectroscopy were found suitable for the chemical structural
analysis of the apatites.

Materials and methods

Nanocrystalline hydroxyapatite (HA) and nanocrystal-
line Si-substituted hydroxyapatite (Si-HA) were purchased
from Sigma-Aldrich, Poland. The samples were synthe-
sized by the NanoSpray and combustion chemical vapor
condensation (CCVC) process. The manufacturer has not
provided more detailed information on the synthesis of HA
and Si-HA.

The concentration of silicon in Si-HA sample was de-
clared as 2.33 £ 0.93 wt%.

Morphology of hydroxyapatite crystals was monitored
by transmission electron microscopy TEM (type JEM 1400,
Jeol). A drop of sample suspension in EtOH was put on a
Cu grid covered with a formvar film, then dried in air. The
acceleration voltage was 80 kV.

Agglomeration tendency of crystals was investigated us-
ing scanning electron microscopy SEM (Quanta 200 ESEM,
FEI). The samples were coated with Au, the accelerating
voltage was 25 kV.

Crystallinity of samples were examined by X-Ray powder
diffraction (XRD) using D8 Discover Bruker diffractometer
with Cu Ka (A = 1.54 A) radiation.

The silicon content was determined by ICP- OES method
(Optima3100, Perkin Elmer) using the calibration curve
technique.

FT-IR spectra were recorded between 4000-400 cm™' in
the transmission mode from KBr pellets using a Spectrum
1000 spectrometer of Perkin Elmer. The measurements
were done with 2 cm™ spectral resolution and with 30
scans.

55



56

Widma NMR w ciele statym wykonano w temperaturze

® o o o o o @ pokojowej na spektrometrze Bruker Avance 400 WB (Bru-

ker) o czestosci 400, 160 i 80 MHz, odpowiednio dla 'H, 3'P
oraz #Si. Eksperymenty 'H wykonano przy uzyciu sondy do
rotoréw o srednicy 2,5 mm. Pozostate eksperymenty prze-
prowadzono przy uzyciu sondy do rotoréw o srednicy 4 mm.
Wszystkie pomiary zostaty przeprowadzone z wirowaniem
pod katem magicznym (MAS). Dla obydwu prébek, HA oraz
Si-HA zostaty wykonane konwencjonalne eksperymenty
jednoimpulsowe na protonach i jadrach fosforu-31 (tzw.
eksperymenty Bloch-decay — BD). Pomiary 'H BD MAS
NMR przeprowadzono z wirowaniem pod katem magicznym
30 kHz, czas repetycji wynosit 50 s, a liczba powtérzen
32. Pomiary *'P BD MAS NMR wykonano przy czestosci
wirowania 7 kHz, czasie repetycji 30 s i liczbie powtorzen
32. Dla probki Si-HA przeprowadzono eksperyment 2°Si BD
MAS NMR przy czestosci wirowania 5 kHz, czasie repetycji
40 s oraz liczbie skanow 2000. Ponadto, dla probki zawiera-
jacej krzem wykonano eksperyment z polaryzacjg skrosng
od protonéw do krzemu-29, pozwalajacy na wzmocnienie
sygnatéw od jader krzemu-29 znajdujacych sie w poblizu
protonéw. Eksperyment 'H—2°Si CP MAS NMR wykonano
przy czestosci wirowania 5 kHz, czasie repetycji 5 s, cza-
sie kontaktu 2 ms i liczbie powt6rzen 14400. Przesuniecie
chemiczne dla protonéw oraz 2°Si mierzono wzgledem TMS,
dla fosforu-31 wzgledem 85% H;PO,.

Wyniki i dyskusja

Mikroskopia elektronowa, dyfraktometria proszkowa
XRD oraz analiza zawartosci krzemu

Na RYS. 1 (a oraz b) przedstawiono obrazy badanych
materiatéw HA oraz Si-HA uzyskane pod mikroskopem
elektronowym TEM. Jak widac¢, obydwie prébki sg nanokry-
staliczne. Krysztaty charakteryzuja sie regularnym, kulistym
ksztattem, co jest charakterystyczne dla zastosowanej w
procesie syntezy techniki CCVC. Srednica krysztatéw w oby-
dwu materiatach jest dos¢
zréznicowana i waha sie w
granicach 20-120 nm.

Zdjecia uzyskane pod
mikroskopem SEM (RYS.
1c i 1d) wskazujg jedno-
znacznie na silng tenden-
cje do tworzenia aglome-
ratow przez krysztaty ba-
danych hydroksyapatytow.
Wydaje sie, ze probka HA
jest bardziej zwarta, krysz-
taly sg bardziej zbite, na-
tomiast domieszkowanie
hydroksyapatytu krzemem
powoduje rozluznienie” tej
swoistej makrostruktury.

,‘, .,;n

High-resolution solid-state NMR spectra were measured
at 298 K using a Bruker Avance 400 WB spectrometer at
resonance frequencies of 400, 160 and 80 MHz for 'H, 3'P
and ?°Si, respectively. The proton spectra were acquired
using a 2.5 mm probe. Other spectra were acquired using a
4 mm probe. The experiments were done under magic-angle
spinning (MAS) using ZrO, rotors driven by dry air. For both
HA and Si-HA samples, conventional pulse-acquire experi-
ments (Bloch-decay, acronym BD) were done on protons
and phosphorus-31. The proton BD/MAS NMR spectra
were recorded with MAS at 30 kHz and a repetition time of
50 s, using 32 scans. The *'P BD/MAS NMR spectra were
recorded with MAS at 7 kHz and a repetition time of 30 s,
using 32 scans. For Si-HA, the 2Si BD/MAS NMR spectrum
was recorded with MAS at 5 kHz and a repetition time of 40 s,
using 2000 scans. Moreover, for that sample, we have
also done an experiment with cross-polarization (CP) from
protons, which enhances signals from #Si nuclei having
nearby protons. The 'H—?°Si CP/MAS NMR spectrum was
recorded with MAS at 5 kHz and repetition time of 5 s, using
a contact time of 2 ms and 14400 scans. Proton and #°Si
chemical shifts were referenced to TMS, while ®'P chemical
shifts were referenced to 85% H;PO,.

Results and discussion

Electron microscopy, X-ray powder diffraction and
silicon content analysis

The TEM images of HA and Si-HA materials are pre-
sented in FIG. 1a and 1b. Samples are composed of regular,
spherical particles, typical of the CCVC synthetic method.
The obtained materials are nano-sized powders with
20-120 nm particles (on average).

The SEM images (FIG. 1c and 1d) show crystal aggre-
gation. Both samples, HA and Si-HA, form dense grains.
However, the Si-HA powder macrostructure seems to be
more fluffy and less packed.

RYS. 1. Zdjecia TEM (a, b) oraz SEM (c, d) probki HA (a, c) i Si-HA (b, d).
FIG. 1. TEM (a, b) and SEM (c, d) images of HA (a, c) and Si-HA (b, d).
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RYS. 2. Dyfraktogramy proszkowe probki HA
(u dotu) oraz Si-HA (u gory).

FIG. 2. XRD diffractograms of HA (bottom) and
Si-HA (top).

W celu potwierdzenia tozsamosci analizowanych mate-
riatdw wykonano badania metoda dyfraktometrii proszkowe;j
(RYS. 2). Obydwie probki nie wykazaty cech obecnosci
dodatkowej fazy krystalicznej. Do$¢ szerokie, ale dobrze
rozdzielone refleksy na dyfraktogramie prébki HA wskazujg
na obecnos$¢ fazy stabokrystalicznego hydroksyapatytu.
Dyfraktogram probki Si-HA zawiera znacznie szersze
refleksy i stabiej rozdzielone, co swiadczy o nizszym
stopniu krystalicznosci probki domieszkowanej krzemem.
Korzystajac ze wzoru Scherrera uwzgledniajgcego posze-
rzenie reflekséw na dyfraktogramie mozna byto oszacowac
wielko$é krysztatéw w badanych materiatach. Srednia
wielkos¢ krysztatébw w probce niedomieszkowanej krze-
mem wynosi 31 nm, natomiast w prébce zawierajacej jony
krzemianowe 20 nm.

W hydroksyapatycie Si-HA zostata oznaczona zawartosé
krzemu metodg ICP-OES na poziomie 2,43%. Otrzymana
przez nas wartosc¢ jest zgodna ze specyfikacjg analizowane-
go materiatu, gdzie deklarowana zawarto$¢ krzemu wynosi
2,33 + 0,93% wag.

Spektroskopia w podczerwieni

Widma IR uzyskane technikg transmisyjng przedsta-
wiono na RYS. 3. W obydwu widmach dominujg pasma
fosforanéw w zakresie 1200-900 cm* pochodzace od drgan
v,i v; oraz w zakresie 650-500 cm™ pochodzace od drgan
v, [15]. Nalezy zauwazy¢, ze widma w tych zakresach
réznig sie szerokoscia i rozdzieleniem pasm. Widmo HA
charakteryzuje sie znacznie wezszymi pasmami drgan
grup fosforanowych, a w zakresie v, mozna tatwo wyréznié¢
dwie sktadowe. Z dostepnego pismiennictwa wiadomo, ze
waskie pasma v, i v; a takze dobrze rozdzielony zakres v,
charakteryzujg apatyty o wysokim stopniu krystaliczno$ci
[16-17]. Widmo prébki Si-HA w zakresie 650-500 cm™ jest
praktycznie nierozdzielone, a ztozone pasmo w zakresie
1200-900 cm' jest bardzo szerokie. Swiadczyé to moze o
duzym udziale fazy amorficznej w badanym materiale i/lub
o niskiej krystalicznosci badanego hydroksyapatytu.

Zakres 3700-2500 cm™" odpowiada draniom rozcia-
gajacym wolnych, niezwigzanych wigzaniami wodoro-
wymi strukturalnych grup OH- apatytu oraz od molekut
wody zaadsorbowanej na powierzchni apatytu lub ulo-
kowanych w wakancjach jego sieci krystalicznej [15].

To confirm chemical identity of the analyzed samples,
the XRD experiments were performed (FIG. 2). The powder
diffraction patterns ruled out the presence of extra crystal-
line phases. Broad but sufficiently resolved peaks in the HA
patterns indicated that the unsubstituted material was poorly
crystalline. The Si-HA diffractogram contained broader and
poorly resolved peaks giving evidence of even less crystal-
line material than in the HA sample. The peak broadening
of the XRD reflections was used to estimate the crystallite
size according to the Scherrer’s formula. The average crystal
sizes were estimated at 31 and 20 nm in the HA and Si-HA
samples, respectively.

In the Si-HA sample, silicon content was determined us-
ing the ICP-OES method as 2.43 wt%, which result agrees
well with the value declared in the material specification
(2.33 £ 0.93%).

Infrared spectroscopy

The IR spectra recorded in the transmission mode are
presented in FIG. 3. Both our spectra contain prominent
phosphate v, and v; bands in the 1200-900 cm™' range, and
v, bands in the 650-500 cm' range [15]. Consider that the
observed phosphate bands differ in resolution and width,
which is indicative of the sample crystallinity. It has been
shown that those bands are broader and worse resolved in
less crystalline samples [16,17]. In our case, the phosphate
(v4+ v;) bands of Si-HA are broader and its v, bands worse
resolved (the splitting has disappeared) than those of HA.
In accordance with the former XRD results, one may con-
clude that the Si-HA powder is poorly crystalline and can
contain a significant amount of amorphous phase.

The 3700-2500 cm region corresponds to stretching
vibrations, both from apatite structural hydroxyl groups
and from water, the latter adsorbed on the apatite surface
and/or located in crystal vacancies. Free structural hydroxyl
groups (those uninvolved in hydrogen bonding) give a nar-
row band at ca. 3570 cm'. Such band is only detectable in
the HA spectrum. In the HA spectrum, the broad water band
over 3000 cm' is very weak and the water bending band at
1640 cm is hardly visible. In the Si-HA spectrum we can
easily detect both water bands. This fact indicates that the
water content is higher in the Si-HA material.
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RYS. 3. Widma FT-IR prébek HA (u dotu) oraz
Si-HA (u gory).

FIG. 3. FT-IR spectra of HA (bottom) and Si-HA
(top).
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Strukturalne grupy OH- (nie zaangazowane w tworzenie
wigzan wodorowych) dajg waskie pasmo przy ok. 3570 cm-,
ktore widoczne jest wytacznie w widmie probki HA. Szerokie
pasmo drgan grup OH- wody jest bardzo stabe na widmie
HA, niewidoczne jest takze pasmo drgan zginajacych wody
przy ok. 1640 cm™. W widmie Si-HA pasma wody przy
3700-2500 cm™ oraz 1635 cm™ sg wyrazne, co $wiadczy
0 wigkszej zawartosci wody w tym materiale. Brak pasma
przy 3570 cm™ w widmie Si-HA moze by¢ wynikiem niskiej
zawartosci strukturalnych grup hydroksylowych. Nalezy tutaj
podkresli¢, ze wprowadzenie jonéw krzemianowych SiO,*
w miejsce jonéw fosforanowych wymaga zbilansowania
tadunku w sieci krystalicznej hydroksyapatytu. W zwigzku
z tym w procesie takiej substytucji moze dochodzi¢ do
usuwania czesci jonéw hydroksylowych [18].

Warto tez zauwazy¢, ze w widmie HA widoczne sg dosé
intensywne pasma w zakresie 1550-1400 cm™ odpowiada-
jace drganiom jonéw weglanowych, podczas gdy w widmie
Si-HA sg one $ladowe. Jony weglanowe sg podstawowym
,Zanieczyszczeniem” w hydroksyapatytach syntetycznych,
dos$¢ tatwo podstawiajg sie zarbwno w miejsce grup fosfo-
ranowych jak i hydroksylowych [19]. Korzystajac z metody
opisanej przez Clasena i Ruytera [20] mozliwe byto oszaco-
wanie zawartos$ci weglanéw zajmujacych miejsce grup OH-
(typ A) oraz grup PO* (typ B). Zawartos¢ weglandw typu A
w probce HA wynosi ok. 0,4% wag., natomiast weglanow
typu B ok. 2,1% wag. Znaczne obnizenie zawartosci jonow
CO4% w prébce Si-HA moze swiadczy¢ o ich konkurowaniu
z jonami SiO,* w procesie substytucji jonéw PO,* podczas
syntezy tego materiatu.

Spektroskopia NMR w ciele statym

RYS. 4 przedstawia widma 3'P NMR uzyskane dla oby-
dwu prébek konwencjonalng technika jednoimpulsowg BD
NMR. Prébka HA daje niesymetryczny sygnat gidwny przy
ok. 3,2 ppm. Na lewym zboczu wida¢ dodatkowy sygnat
niewielkiej intensywnosci przy ok. 6,7 ppm. Praca Jarbrlinga
i in. [21] oraz praca Kolmas i in. [22] pokazuja, ze gidwny
sygnat pochodzi od fosforu znajdujacego sie we wnetrzu
krysztatu hydroksyapatytu, natomiast sygnat po lewej stronie
reprezentuje nieprotonowane grupy fosforanowe znajdujace
sie na powierzchni. Uzyskany sygnat przy 3,4 ppm dla prébki
Si-HA jest bardzo szeroki i symetryczny. Jednak blizsza
analiza sygnatu wskazuje na obecnos¢ sygnatow bocznych
po obydwu stronach sygnatu gtéwnego odpowiadajgcych
nieprotonowanym (lewe zbocze) i protonowanym (prawe
zbocze) powierzchniowym grupom fosforanowym. Moze-
my wiec przypuszczac, ze prébka jest stabo krystaliczna
i charakteryzuje sie niskim stopniem uporzadkowania w
sieci krystalicznej i duzg zawarto$cig powierzchniowych
grup fosforanowych.

Widma protonowe z zastosowaniem szybkiego wiro-
wania pod katem magicznym przedstawiono na RYS. 5.
Obydwa otrzymane widma sg ztozone z kilku sktadowych,
niektérych z nich przypisania nadal sg dyskutowane w lite-
raturze [23,24]. Nalezy zauwazy¢, ze sygnat pochodzacy
od protonéw strukturalnych grup hydroksylowych widocz-
ny jest przy ok. 0,1 ppm. Stosujac metode opisang przez
nas w pracy [25] mozliwe bylo oszacowanie zawartosci
grup OH- w badanych materiatach. Wykonane obliczenia
pokazaty, ze w materiale niedomieszkowanym HA za-
wartos¢ strukturalnych grup hydroksylowych wynosi ok.
40%, natomiast w probce zawierajgcej jony krzemianowe
ok. 10% wzgledem stechiometrycznego hydroksyapatytu.
Tak mata zawarto$é grup OH- w hydroksyapatytach bada-
nych moze wydawac sie zaskakujgca. Przede wszystkim
nalezy jednak pamietaé, ze badane prébki sg nanokrysta-
liczne. W literaturze mozna znalez¢ hipoteze dotyczacq
wptywu wielkosci krysztatdéw na zawarto$¢ grup OH- [26].

The band from free structural OH- groups of Si-HA has not
been detected, probably because of their deficiency in this
material. The decreased content of the structural OH- groups
is related to the silicon incorporation into the hydroxyapa-
tite. It is simply a matter of a charge balance in the crystal
lattice, since the SiO,* substitution requires simultaneous
elimination of the structural OH- groups [18].

Let us focus now on distinctive bands in the 1550-1400
cm” region of the HA spectrum. They correspond to car-
bonate ions, often present as “contamination” of synthetic
hydroxyapatites. Carbonates can easily be incorporated
into the crystal lattice, both for phosphates and structural
OH- groups [19]. Using the Clasen and Ruyter method [20],
it was possible to determine contents of carbonate groups
in HA, which replaced hydroxyl (A-type carbonates) and
phosphate (B-type carbonates) groups. The estimation gave
0.4 and 2.1 wt%, respectively. Consider that for Si-HA the
carbonate bands are much lower than for HA. This is a hint
that, during the Si-HA synthesis and the concomitant sub-
stitution processes, carbonates may compete with silicates
for the phosphate sites.

Solid-state NMR spectroscopy

FIG. 4 shows the *'P MAS NMR spectra recorded using
conventional pulse-acquire (BD) technique. The HA sample
gives one central peak at ca. 3.2 ppm with a minor high-
frequency component at ca. 6.7 ppm. According to Jarbrling
et al. and our previous work [21,22] the main peak comes
from bulk phosphate groups buried in the crystal interior,
whereas the left-side peak can be assigned to unprotonated
phosphate groups on the crystal surface. The Si-HA signal
at ca. 3.4 ppm is significantly broader and for this reason
looking quite symmetric. However, a closer inspection sug-
gests that within the base this signal contains side peaks
from unprotonated (left slope) and protonated (right slope)
surface phosphate groups [21,22]. Thus, we can assume
that the Si-containing sample is poorly crystalline, with sub-
stantial disorder in the crystal lattice and rich in unprotonated
and protonated surface phosphate groups.

3.4
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ppm from 85% H,PO,

RYS. 4. Widma 3'P BD/MAS NMR prébek HA
(u dotu) oraz Si-HA (u gory). Gwiazdki oznaczajg
rotacyjne pasma boczne.

FIG. 4. *'P BD/MAS NMR spectra of HA (bottom)
and Si-HA (top). Asterisks denote rotational
sidebands.
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RYS. 5. Widma '"H BD/MAS NMR prébek HA (u dotu)
oraz Si-HA (u gory).

FIG. 5. 'H BD/MAS NMR spectra of HA (bottom)
and Si-HA (top).

Dodatkowo wptyw moze réwniez mie¢ niekonwencjonal-
na metoda syntezy CCVC. Badany materiat oprocz fazy
krystalicznej moze zawieraé faze amorficzna, zubozong w
strukturalne grupy hydroksylowe. Obnizenie zawartosci grup
OH- w prébce Si-HA wynika dodatkowo z usuwania ich z
sieci krystalicznej podczas substytucji jonéw fosforanowych
jonami krzemianowymi.

Warto zauwazy¢, ze w obydwu probkach obecne sg
,Srednio” kwasne grupy wodorofosforanowe (na widmach
widoczne sg sygnaty w zakresie 7,2-7,6 ppm). Grupy P-OH
mogg znajdowac sie na powierzchni krysztatow hydroksy-
apatytu, badz tez jony HPO,* mogg zajmowac¢ wakancje
w zaburzonej sieci krystalicznej [27]. Na widmach obydwu
materiatébw HA oraz Si-HA widoczny jest sygnat pocho-
dzacy od wody (odpowiednio przy ok. 4,8 oraz 5,3 ppm).
Znaczaca roznica w przesunieciu chemicznym sygnatu
wody moze wynika¢ z réznego stopnia zwigzania wody w
badanych prébkach. Wydaje sie, ze hydroksyapatyt niedo-
mieszkowany krzemem zawiera przede wszystkim wode
silnie zwigzana (sygnat przy 4,8 ppm), natomiast hydrok-
syapatyt krzemowy réwniez wode stabiej zaadsorbowang,
na powierzchni [23].

W celu oceny lokalizacji jondw krzemianowych w probce
domieszkowanej krzemem wykonano eksperymenty 2°Si
NMR dwiema technikami: standardowg jednoimpulsowg
oraz technika z polaryzacjg skrosng (RYS. 6). Ogodlnie
mozna powiedzie¢, ze eksperyment jednoimpulsowy daje in-
formacje o catej puli jader krzemu-29 w materiale, natomiast
eksperyment z polaryzacjg skrosng promuje jadra krzemu
znajdujace sie w poblizu protonéw. Na widmie Si-HA wyko-
nanym technikg BD (RYS. 6) obecne sg dwa sygnaty przy
-78,3 ppm oraz przy -85,7 ppm (wykonane dopasowanie
linii pokazato, ze jadra krzemu-29 dajace sygnat przy -78,3
ppm stanowig ok. 90% catej puli jader krzemu w prébce).
Zgodnie z danymi z literatury sygnat przy -78,3 ppm mozna
przypisa¢ grupom krzemianowym podstawionym w miejsce
grup fosforanowych [28,29]. Trudno przypisac drugi sygnat
przy -85,7 ppm. W widmie wykonanym technikg CP (RYS. 6)
jest on bardziej intensywny i przesuwa sie w strone wyz-
szych przesunie¢ chemicznych (-83,7 ppm). Mozna wiec
przypuszczac, ze sygnat ten pochodzi od krzemu na po-
wierzchni krysztatéw apatytu. Jadra te moga polaryzowac
sie od protonéw wody zaadsorbowanej na powierzchni
materiatu i stgd wzmocnienie tego sygnatu w widmie CP.

The proton spectra recorded under fast magic angle
spinning (MAS) are shown in FIG. 5. Both spectra contain
several peaks, some of them with uncertain assignments
still discussed in the literature [23,24]. The signal originating
from structural hydroxyl groups was found at. ca 0.1 ppm.
According to the procedure described in our previous
work [25], we have estimated contents of the structural
OH- groups in the HA and Si-HA samples at 40 and 10%,
respectively, comparing to the stoichiometric hydroxyapatite.
Such low OH- concentrations may be surprising, but one has
to consider that the studied samples were nanocrystalline.
Some authors postulate that the OH- group content in hy-
droxyapatite decreases with the crystals size [26]. Moreover,
in this case, the effect of the unconventional CCVC synthetic
process may be of the crucial importance. The studied
materials could probably comprise an amorphous calcium
phosphate phase deficient in structural hydroxyl groups.
We would like to emphasize that the significant decrease
of the OH- content in the Si-HA sample may be caused by
the silicate incorporation.

In the both proton spectra (FIG. 5), there are clearly vis-
ible signals at 7.2-7.6 ppm from moderately acidic hydrog-
enophosphate groups. The P-OH groups can protrude from
the crystal surface of hydroxyapatite, whereas HPO,? ions
can be located in vacancies of the disordered crystal lattice
[27]. The proton signal of water is present in the HA and
Si-HA spectra at ca. 4.8 and 5.3 ppm, respectively. This
noticeable difference in chemical shifts may result from
different types of water, contributing to those resonances.
It seems that the unsubstituted HA predominantly contains
strongly adsorbed water (signal at ca. 4.8), whereas the
Si-HA sample has more loosely-adsorbed liquid-like water
on the crystal surface [23].
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RYS. 6. Widma °Si MAS NMR probki Si-HA zareje-
strowane technika BD (u dotu) oraz CP (u gory).
FIG. 6. 2Si MAS NMR spectra of Si-HA recorded
using BD and CP techniques.
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Podsumowanie i wnioski

W pracy wykonano badania strukturalne nanoapatytow,
niedomieszkowanego (HA) i domieszkowanego krzemem
(Si-HA), zsyntetyzowanych kompleksowa metoda Nano-
Spray™ CCVC. Wyniki tych badan mozna podsumowac
nastepujgco:

¢ probki HA oraz Si-HA sg morfologicznie do siebie zbli-
zone. Charakteryzuja sie kulistymi, regularnymi krysztatami
o wielkosci 20-120 nm. Krysztaty wykazujg tendencje do
tworzenia gestych skupisk,

e zawartos¢ krzemu w materiale domieszkowanym
Si-HA jest zgodna z deklarowang przez producenta i wynosi
ok. 2,42 % wag.,

e krzem zlokalizowany jest zaréwno na powierzchni
(ok. 10%), jak i we wnetrzu krysztatéw hydroksyapatytu,

e hydroksyapatyty HA oraz Si-HA cechujg sie stabg
krystalicznoscia, podstawienie jonéw fosforanowych
jonami krzemianowymi powoduje obnizenie stopnia
krystalicznosci,

e obydwa materiaty r6znig sie znacznie zawartoscig
strukturalnych grup hydroksylowych od stechiometryczne-
go hydroksyapatytu (HA — 40%, Si-HA — 10% wzgledem
stechiometrycznego hydroksyapatytu),

e podstawienie jonoéw fosforanowych jonami krzemia-
nowymi powoduje obnizenie zawartosci grup OH w sieci
krystalicznej, co wynika najprawdopodobniej z usuwania
tych grup w celu zbilansowania tadunku,

¢ wylgcznie probka niedomieszkowana krzemem zawiera
jony weglanowe, jony te prawdopodobnie konkurujg z jonami
krzemianowymi w podstawianiu jonéw fosforanowych,

e obydwa analizowane materiaty zawierajq ,Srednio”
kwasne grupy wodorofosforanowe (8" = 7,2-7,6 ppm),

o materiat domieszkowany krzemem zawiera wiecej wody
niz probka HA.
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In order to obtain information on the location of the SiO*
ions in Si-HA, the ?°Si NMR experiments were performed
(FIG. 6). The spectra were measured using two different
techniques: conventional pulse-acquire (BD) and cross-
polarization (CP) pulse sequences. Generally, the BD lines
are from all the 2°Si nuclei in the samples, while the CP lines
come from the 2°Si nuclei located close to protons. In the
BD spectrum, two signals at ca. -78.3 and -85.7 ppm are
observed, with the area ratio 9:1 (curve-fitting not shown).
According to the literature, the signal at ca. -78.3 ppm
originates from silicates substituted for phosphates into
the apatite crystal lattice [28,29]. The assignment of the
-85.7 ppm peak is not trivial. Consider that in the CP spectrum
this line is relatively stronger than in the BD spectrum and
shifted to -83.7 ppm. Thus we can assume that this signal
corresponds to the silicon nuclei located at the crystal sur-
face. Such species cross-polarize from protons of adsorbed
water, so they give enhanced peaks in the CP spectrum.

Summary and conclusions

We have carried out comprehensive structural examina-
tion of nanoapatites, regular (HA) and Si-doped (Si-HA),
both synthesized using the combined NanoSpray™ - CCVC
method. The main conclusions of our studies can be sum-
marized as follows:

¢ The HA and Si-HA samples were morphologically similar.
They contained regular spherical crystals of the 20-120 nm
size. The crystals in both apatites were agglomerated into
dense grains.

e The measured silicon content in the Si-HA sample
(2.42 wt%) was in good agreement with the specification
value.

¢ In Si-HA, silicate ions were present on the crystal
surface (ca. 10%) and were incorporated into the crystal
lattice.

e The HA and Si-HA samples were poorly crystalline;
the crystallinity (reflecting crystal size and lattice order)
decreased with the silicate substitution.

¢ The concentrations of the structural hydroxyl groups in
the HA and Si-HA samples were estimated at 40 and 10%,
respectively, in reference to stoichiometric hydroxyapatite.

e The silicate substitution for phosphates significantly
reduced concentration of the structural hydroxyl groups.
This was probably caused by the requirement to maintain
electric charge balance in the crystal lattice, disturbed by
such substitution.

e The HA sample contained carbonate ions, while in Si-
HA they were practically absent. Carbonates may compete
with silicates for the phosphate sites.

e Both studied materials contained moderately acidic
hydrogenphosphate groups (proton chemical shifts in the
range 7.2-7.6 ppm).

e The water content in Si-HA was higher than in HA.
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