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Wprowadzenie

Hydroksyapatyty (HA; o wzorze chemicznym
Ca,o(PO,)s(OH),) nalezg do szerokiej grupy mineratow
nazywanej apatytami. Apatyty wystepujg w przyrodzie jako
mineraty geologiczne oraz biologiczne [1]. Hydroksyapatyty
biologiczne stanowig sktadnik nieorganiczny zebow i kosci [1].

Krzem jest mikroelementem niezbednym dla prawi-
dtowego funkcjonowania organizmu cziowieka. Dzienna
zalecana przez FDA dawka krzemu dla kobiet i mezczyzn
wynosi odpowiednio 19 i 40 mg. Krzem jest niezbedny do
prawidtowego funkcjonowania skéry, wtoséw i paznokci.
Zaleca sie jego suplementacje w przypadku podwyzszonego
ryzyka miazdzycy oraz osteoporozy. Pierwsze badania na
temat roli krzemu w organizmie cztowieka prowadzono juz w
latach siedemdziesigtych XX w. Wskazujg one na duzg role
krzemu w mineralizacji kosci. Jest on réwniez niezbednym
skfadnikiem w procesach syntezy kolagenu oraz stymulacji
podziatu komérek kostnych [2,3].

Syntetyczne hydroksyapatyty sg wykorzystywane w
medycynie i stomatologii jako materiat wypetniajacy lub
pokrywajgcy implanty [1]. Prowadzone badania zmierzajg
do ciggtego poszukiwania nowych materiatbw na bazie
hydroksyapatytow, gdyz, szczegdlnie hydroksyapatyty krze-
mowe, dajg duze nadzieje na podwyzszenie bioaktywnosci
i biozgodnosci takich materiatéw [4].

Celem prowadzonych badan byta synteza serii hydrok-
syapatytow krzemowych o réznej zawartosci krzemu a
nastepnie opracowanie metody oznaczenia zawartosci
tego pierwiastka w tych zwigzkach metodg fluorescenciji
rentgenowskiej z dyspersjg dtugosci fali (WD-XRF).

Materialy i metody

W trakcie syntezy poprzez wytrgcenie z roztworu wodne-
go uzyskano serie probek hydroksyapatytow krzemowych
o réznej zawartosci krzemu. Jezeli przyjmiemy wzor ogoiny
otrzymanych zwigzkoéw jako Ca,o(PO,)sx(SiO,)x(OH),,, to
zaplanowano, ze x=0; 0.4;0.6;0.8;1.0; 1.2; 1.4 oraz 1.8.
Jony SiO,* zastepujg jony PO,* oraz grupy OH-.

Nastepnie otrzymane probki poddano badaniom w
celu oceny ich podobienstwa do stechiometrycznego
hydroksyapatytu oraz zakupionego hydroksyapatytu
krzemowego o deklarowanej zawartosci krzemu (Sigma
-Aldrich). Badania strukturalne przeprowadzono metodag
dyfraktometrii proszkowej (XRD), spektroskopii w pod-
czerwieni (IR) oraz metodg magnetycznego rezonansu
jadrowego w ciele statym (NMR). Natomiast badania
zawartosci krzemu wykonano metodg fluorescencji ren-
tgenowskiej z dyspersjg dtugosci fali (WD-XRF), a jako
metode poréwnawczg zastosowano atomowg spektro-
metrie emisyjng z wzbudzaniem plazmowym (ICP-AES).
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Introduction

Hydroxyapatites (HA; chemical formula - Ca,,(PO,)s(OH),)
belong to the group of minerals named apatites. Apatites
exist naturally as geological and biological minerals. Bio-
logical hydroxyapatites are inorganic components of teeth
and bones [1].

Silicon (Si) is a chemical element essential for humans.
Daily Si intakes of 40 and 19 mg are recommended by FDA
for men and women, respectively. Si is beneficial in the case
of arteriosclerosis and osteoporosis, for aging of skin, hair
and nails. First studies on the function of Siin higher organ-
isms were carried out in the early 1970s. They showed that
Si plays an important role in the calcification of bones. It is
also required for the synthesis of collagen and stimulates
bone cells division [2,3].

Synthetic HAs are used in medicine and dentistry as ma-
terials for bioceramics and implant coatings [1]. Researchers
are still looking for better biomaterials based on modified
HAs. Silicon-substituted hydroxyapatites (Si-HA) seem to
be promising as far their bioactivity and biocompatibility are
concerned [4].

The aim of our study was to synthesize various Si-HA
materials and determine their Si concentrations using
wavelength—dispersive x-ray fluorescence spectroscopy
(WD-XRF).

Materials and methods

The Si-HA samples with various concentrations of Si were
synthesized by precipitation in aqueous solutions. Chemical
formulas of those samples were Ca,,(PO,)s-x(SiO4)x(OH),.,
with x =0; 0.4; 0.6; 0.8; 1.0; 1.2; 1.4 and 1.8. The SiO,* ions
were introduced instead of PO,*> and OH- groups (0 £x<2).
The Si-HA samples were compared with stechiometric
HA and commercial Si-HA (Sigma-Aldrich). Structural dif-
ferences were analyzed using powder X-ray diffraction
(XRD), infrared spectroscopy (IR) and nuclear magnetic
resonance (NMR). The Si concentrations were measured
using WD—XRF and compared to those obtained using
inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy
(ICP — AES). Crystals were visualized using transmission
electron microscopy (TEM).

Procedure

Wavelength dispersive X-ray fluorescence spectros-
copy

The Si content was determined using a Thermo Advant’x
WD-XRF spectrometer and the Si Ka line. Calibration curve
were prepared on 9 points in the range from 0 to 5.5 wt.%.
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W celu oceny ksztattu krysztatow wykonano zdjecia metodg
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM).

Wykonanie badan

Fluorescencja rentgenowska z dyspersja dtugosci fali

Oznaczenie zwartosci krzemu wykonano na aparacie
WD-XRF firmy Thermo model Advant'’x wykorzystujac linie
emisyjng krzemu Ka. Wykorzystano linie kalibracyjng opartg
na 9 punktach w zakresie od 0 do 5.5% krzemu. Tabletki
uformowano przy uzyciu prasy hydraulicznej firmy Specac
uzywajgc matrycy o srednicy 13 mm przy nacisku 10 ton
przez 10 minut. Do wykonania krzywej wzorcowej uzyto
talku jako zrodta krzemu, mieszaniny kwasu borowego jako
lepiszcza oraz hydroksyapatytu. Tabletki z prébek badanych
przygotowano w identyczny sposéb mieszajgc kwas borowy
i badane hydroksyapatyty domieszkowane krzemem.

Atomowa spektrometria emisyjna z wzbudzaniem pla-
zmowym

Badane probki byty réwniez oznaczane z uzyciem apa-
ratu ICP-AES Perkin ElImer OPTIMAL 3100 XL. Roztwory
wzorcowe przygotowano rozciehczajgc roztwér wzorcowy
krzemu (1000 mg/ml £ 4mg/l, Sigma-Aldrich, wzorzec krze-
mu dla AAS, c¢(NaOH)=2% ) w zakresie od 10 do 50 ppm.
Badane probki zostaty rozpuszczone w stezonym kwasie
azotowym i rozcienczone woda.

Transmisyjna mikroskopia elektronowa

W celu oceny krysztatéw hydroksyapatytow krzemo-
wych wykonano zdjecia TEM z uzyciem mikroskopu Jeol
JEM 1400. Kropla probki zawieszonej w etanolu zostata
naniesiona na niklowg siatke pokrytg btong z formvaru. Po
wyschnieciu siatki byty oglgdane przy napieciu 80kV.

The measurements were done on tablets formed with a
hydraulic Specac press (a 13 mm pellet die, pressure of 10
tons applied during 10 min). The tablets used for the cali-
bration were made of talc as a source of Si and a mixture
of boric acid with HA. The boric acid was used as a binder.
The tablets containing samples were prepared in a similar
way — they included boric acid and Si-HA. Each analysis
was repeated 6 times.

Inductively coupled plasma atomic emission spectros-
copy

The Si content was also measured using a Perkin EImer
OPTIMAL 3100 XL apparatus. For the calibration, solu-
tions containing from 10 to 50 ppm of Si were prepared
by dilution of a standard Si solution (1000 mg/ml + 4mgl/l,
Sigma-Aldrich, Si standard for AAS, ¢(NaOH)=2% w/w). The
studied samples were dissolved in concentrated nitric acid
and diluted with water.

Transmission electron microscopy

The studied Si-HA crystals were observed using a Jeol
JEM 1400 microscope. A drop of sample suspension in
ethanol was placed on a Ni grid covered with a formvar
film, allowed to dry and analyzed under the accelerating
voltage of 80kV.

Results and discussion

The recorded XRD, NMR and IR spectra were typical
for hydroxyapatites [7]. This proves that the synthesis was
correct and successful.

The Si concentrations determined using WD—XRF and
ICP-AES are presented in the TABLE 1. The results for the
commercial material (WD-XRF 2.33 wt.%; ICP-AES 2.16
wt.%) were similar to that declared by the producer (2.33
wt.%). Generally, the Si concentrations determined using
ICP-AES were lower than those from the WD-XRF method.

The HA and Si-HA crystals were observed on the TEM
images. The images were of very good quality and clearly
showed that the HA crystals were much larger than the
Si-HA crystals.

TABELA 1. Zawartos¢ procentowa krzemu w komercyjnym SI-HA oraz zsyntetyzowanych Si-HA
TABLE 1. Concentration of Si in the commercial Si-HA and synthesized Si-HA.

Zawartos¢ % krzemu
wyliczona na podstawie
reagentéw syntezy

Concentration of Si

Zawartos¢ % krzemu
oznaczona metoda XRF
Concentration of
Si determinated

Zawartosc¢ % krzemu
oznaczona metoda ICP
Concentration of

Si determinated

expected from synthesis using XRF using ICP

(% wt.) % Si % Si

0,4 1,12 0,03 0,07

0,6 1,69 0,66 0,65

0,8 2,27 0,60 0,47

1,0 2,85 2,25 1,46

1,2 3,43 2,70 1,86

1,4 4,02 2,29 2,42

1,8 5,21 4,38 2,67
Komercjalny

commercial 2,33 2,33 2,16

Si-HA
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Dyskusja wynikéw

Widma otrzymane metodami XRD, NMR i IR sg zgodne
z doniesieniami literaturowymi i potwierdzajg otrzymanie
hydroksyapatytow domieszkowanych krzemem [7]. W
TABELI 1 zaprezentowano procentowe zawartosci krzemu
oznaczone metodami WD-XRF oraz ICP-AES. Dla zaku-
pionego hydroksyapatytu domieszkowanego krzemem
uzyskano wartosci bardzo zblizone do deklarowanej przez
producenta. Zaobserwowano rowniez zaleznosg¢, iz wyniki
otrzymane metoda ICP-AES sg nisze niz wyniki otrzymane
metodg WD-XRF.

Analizujgc zdjecia wykonane metodg TEM zauwazono,
ze krysztaty hydroksyapatytow domieszkowanych krzemem
s$g znacznie mniejsze niz krysztaty hydroksyapatytu ste-
chiometrycznego.

Whioski

1. Udato sie uzyskac¢ serie hydroksyapatytéw krzemo-
wych o réznej zawartosci krzemu. Ich strukture po-
twierdzono metodami spektroskopowymi (IR i NMR)

2. Potwierdzono mozliwo$¢ wykorzystania metody WD
-XRF do oznaczania zawartosci krzemu w hydrok-
syapatytach domieszkowanych tym pierwiastkiem.

3. Zaobserwowano, ze wielko$¢ krysztatow hydrok-
syapatytow krzemowych maleje wraz ze zwieksza-
niem sie zawartosci krzemu w probce.
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Conclusions

1. We have successfully synthesized hydroxyapatites
(Si-HA) containing various concentrations of Si.
Their structure was confirmed using MAS NMR and
IR spectroscopies.

2. We have proved that the WD-XRF spectroscopy
can be used to estimate the Si content in the Si-HA
samples.

3. It has been shown that the Si-HA crystals become
smaller with increasing Si content.
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