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OZET

Anahtar kelimeler: Hidroksiapatit, sinterleme, antibakteriyel test.

Insan yasamu icin en dnemli eksiklerden biri yedek parcasinin olmamasidir. Herhangi
bir kaza veya hastalik sonucunda kaybedilen veya hasara ugrayan bir organ ancak
implant denilen disaridan bir malzeme ile onarilabilmektedir. Bu yiizden biyolojik
sistemlerle etkilestiginde uyum saglayabilecek (biyouyumlu) ve viicudun istedigi
mekanik Ozellikleri tagiyan yeni malzemelerin gelistirilmesi i¢in yogun ¢aba
harcanmaktadir. Bu konuda son yillarda yapilan ¢aligsmalar, insanin kemik yapisinin
%60 hidroksiapatit igerdigini kanitlanmistir. Hidroksiapatitin {iretimi temelde
kimyasal ve dogal hammaddelerden {iretim seklide ayrilabilir. Bu c¢alismada,
tilkemizde hayvancilik gelismis oldugu ve dogal hammaddelerden {iretim yonteminin
cok daha ekonomik bir proses olmasi sebebiyle termal yontem olarak bilinen dogal
hammaddelerden iiretim metodu kullanilmistir. Yapilacak deneysel c¢aligmalari
Ozetleyecek olursak; termal yontem ile hayvan kemiklerinin ilik ayirma, yakma,
karbon uzaklastirma, 6giitme islemleri sonunda hidroksi apatit toz eldesi, igerisine
biyouyumlulugunu bozmayacak sekilde sinterlemeyi kolaylastirici ilaveler kullanarak
veya kullanmadan atmosfer kontrollii firinlarda yogun hidroksi apatit parca iiretimi
gerceklestirilmistir. Uretilen hidroksiapatit tozlarinin anti bakteriyel testlere tabi
tutularak anti bakteriyel ozellikleri incelenmistir. Kullanilacak bakteriler insan
vucudunun en ¢ok maruz kaldig1 bakterilerden secilmistir. Uretilen hidroksi apatit tozu
taramal1 elektron mikroskobuyla (SEM) tane morfolojisi, X-Isin1 kirinimi (XRD) ile
faz olusumlar1 karakterize edilecektir. Uretilen tozlara gerekli anti bakteriyel testler
uygulanmistir. Uretilen hidroksiapatit tozu katkisiz, farkli sinterleme ilaveleriyle ve
farkli oranlarda kullanilarak sinterlenme-yogunlasma davraniglar: incelenmistir. Elde
edilen nihai liriinler Arsimet prensibiyle yogunluklari, sertlik ve basma mukavemetleri
incelenmistir. XRD analiziyle faz icerigi, SEM yogunlagsma davranislar1 ve gozenek
morfolojileri FTIR, ICP, XRF analizleri ile element analizleri belirlenmistir.
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NATURAL HYDROXYAPATITE POWDER PRODUCTION
CHARACTERIZATION AND DETERMINATION OF
ANTIBACTERIAL PROPERTIES

SUMMARY

Keywords: Hydroxyapatite, sintering, antibacterial activity

One of the most important handicaps of human body is not to be available spare parts
in the event of missing body parts because of accident, illness or senility. In this case,
host organ or body part can recovery and replace with implant materials. Therefore,
the result of interaction of the produced implants to body tissues have to be compatible
and to exhibit adequate mechanical values for the choice to use in host body.
Hydroxyapatite has been intensively studied and these works revealed that human
bone structure contains 60 % hydroxyapatite. Fabrication of hydroxyapatite could be
mainly divided into two methods; from chemical raw materials and from natural raw
materials. In our country, animal raw material source is plentiful because of the
improved animal breeding. Thus, the thermal extraction method was picked to produce
hydroxyapatite powder. To summary the experimental process, hydroxyapatite powder
was produced from bovine bone as a natural raw material by thermal methods, which
is fairly inexpensive technique. The HAp powder extraction method involves crushing
to small pieces, boiling up at 100°C for 3h on hot plate, burning up the remained
organic materials, heat treating of the precursor in heat treatment furnace and grinding
by planetary milling.. The powder was subjected to antibacterial tests to investigate
bacterial activity. Scanning electron microscopy was performed to examine particle
morphology of the fabricated HAp powder. EDS Elemental analyses of the HAp
powder the resulting powder were carried out to determine elements in the product.
The HAp powder was analysed using XRD, XRF, ICP for identifying its phase
compositions. FTIR was used to reveal the presence of the structures. Densification
behaviour of the sintered samples was investigated Archimedes technique.
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BOLUM 1. GIiRiS

Bilimsel anlamda yeni bir alan olmasina karsin uygulama agisindan biyomalzeme
kullanimi1 tarihin ¢ok eski zamanlarmma kadar uzanmaktadir. Misir mumyalarinda
bulunan yapay g6z, burun ve disler bunun en iyi érnekleridir. Altinin dis hekimliginde
kullanimi, 2000 y1l 6ncesine kadar uzanmaktadir. Bronz ve bakir kemik implantlarinin
kullanimi, milattan 6nceye kadar gitmektedir. Bakir iyonlarin zehirleyici etkisine
ragmen 19. yiizyil ortalarina kadar daha uygun bir malzeme bulunamadigindan bu
implantlarin kullanim1 devam etmistir. On dokuzuncu ylizyil ortasindan itibaren
yabanct malzemelerin viicut igerisinde kullanimma yonelik ciddi ilerlemeler
kaydedilmistir. ilk metal protez, vitalyum alasimindan 1938’de iiretilmistir. 1960’lara
kadar kullanilan bu protezler, metal korozyona ugradigindan ciddi tehlikeler
yaratmistir. 1972°de aliimina ve zirkonya isimli iki seramik yap1 herhangi bir biyolojik
uyumsuzluk yaratmaksizin kullanilmaya baglanmis, ancak inert yapidaki bu
seramikler dokuya baglanamadiklarindan ¢ok cabuk zayiflamislardir. Ayni yillarda

Hench tarafindan gelistirilen biyoaktif seramikler ile bu problem ¢oziilmustiir [1,2].

Hasta veya zarar gormiis dokular1 saglikli olanlariyla degistirmeye doku nakli ya da
doku aktarimi denilmistir. Travma, kemik enfeksiyonlari, konjenital anomaliler, kas
iskelet sistemi tiimor cerrahisi, revizyon artroplasti cerrahisi ve spinal cerrahi gibi
rekonstriiktif islemler sirasinda olusan kemik hatalarini tedavi etmek amaciyla kemik
greftleri ve kemik yerini tutabilecek maddeler artan siklikla kullanilmaktadir. Kemik
grefti olarak otogreftler ve allogreftler kullanilir. Kemik yerine gecebilecek maddeler
arasinda ise seramikler (dogal ve sentetik), demineralize kemik matriksi, otolog kemik

ilig1, bliylime faktorleri ve kompozit greftler tercih edilebilir [3].

Bu amagla kullanilan en yaygin malzemeler kalsiyum fosfat seramikleridir. Viicudun

hasarli veya hastalikli bolgelerinin onarimi i¢in yeniden yapilandirma veya yerine



geeme amactiyla 6zel olarak gelistirilen seramikler ise biyoseramikler adini alir.
Biyoseramikler aliimina, hidroksiapatit, biyoaktif cam, biyoaktif cam-seramik veya
biyoaktif kompozitlerdir [4]. Kemik yerine ge¢en maddeler arasinda olan
hidroksiapatit Caio(PO4)6(OH)> kimyasal formiiliine sahip olup kemik ve disin
mineral yapisina ¢ok benzeyen apatit ailesinin bir {iyesidir. Bu benzerliginden dolay1
biyolojik olarak en uyumlu malzemelerden biridir. Hidroksiapatitin sert dokularla bag
yapma kabiliyeti, hastalikli veya hasarl1 bolgelerde kemik olusumunu hizlandirmakta
ve bagisiklik sisteminin neden olacagi bir takim ters etkileri 6nlemektedir. Bu nedenle
hidroksiapatit, ortopedik uygulamalar, dis implantlar1 ve kontrollii ilag salim sistemleri
gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Hidroksiapatit elde etmek icin ¢esitli yontemler
mevcut olup bunlar kimyasal c¢oktiirme, mikroemiilsiyon ve hidrolizdir. Bu
yontemlerin uygulamasinin ¢ok karisik ve biyolojik agidan giivenilir olmamasindan
dolay1 balik kil¢ig1, dis ve kemik gibi biyolojik kaynaklarin kalsinasyonu ile de elde
edilebilir. Bu sayede daha ekonomik olarak istenilen formda hidroksiapatit elde

edilebilir [5].

Bu calismada hayvancilik agisindan gelismis olan Marmara bolgesinde bolca temin
elebilen hayvan kemiklerinin 850°C’de 4 saat boyunca kalsinasyonu sonucu yiiksek
kalitede hidroksiapatit tozlari tiretilmistir. Katki maddeleri olarak giimiis ve schiff bazi
kullanilmustir. Uretilen sinterlenmis HAp tozlar1 basit geometrik sekillerde soguk
preslenip izostatik presleme ile ham yogunlugu arttirtlacaktir. Ayrica 6glitme vb. ile
ham yogunlugu arttirma ¢alismalar1 yapilmistir. Soguk preslenen pargalar koruyucu
ortamda yatay tiip firin veya yiiksek sicaklik basingsiz karbon element firininda 1000-
1300°C sinterlenmistir. Sinterleme sonucu elde edilen iirlinlerin sertlik, basma gibi
mekaniksel ve XRD, SEM (Taramali1 Elektron Mikroskobu), EDS, XRF, ICP gibi
kullanilarak mikro yap1 ve elemetel analizlerle karekterizasyonu islemleri yapildi.

Ayrica giimiis ve schiff baz katkili hidroksiapatite antibakterial testler yapilmistir.



BOLUM 2. BIYOMALZEMELER

2.1. Giris

Biyomalzemeler, insan viicudundaki organ ya da dokulara yapisal destek saglamak
amaciyla kullanilan dogal ya da sentetik malzemelerdir [2,6]. Biyomalzemelerin
sertlik icin mekaniksel kararliliga, fizyolojik kosullarda yapisal biitiinliigiin korunmasi
icin kontrol edilmis araylizey Ozelliklerine, hastanin konforu, uzun implant 6mrt,
kimyasal dayanim ve yapisma 6zelliklerine uygun c¢ok iyi anlagilmis yiizey kimyasina
sahip olmas1 amaglanir [7]. Biyomalzemelerde en énemli 6zellik biyouyumluluktur
[7]. Biyomalzemelerin kullanim yerleri; tamamen viicut disinda, kismen viicut diginda
ya da tamamen viicut icinde olabilir. Ornegin yapay kalp, kalp kapake¢ig, kalp destek
araglar1, gogiis ve dis implantlari, katarakt i¢in intra okiiler lensler, damarlar, omuz,
kalca, eklem protezleri, baz1 uzun siireli ilag salinim sistemleri (6zellikle dogum
kontrol amagcli), eklem protezlerinin ya da dikilmeye uygun olmayan dokularin
tedavilerinde kullanilan biyolojik yapistiricilar tamamen viicut iginde kalan ve
normalde bir daha ¢ikarilmas1 planlanmamis biyomalzeme tiplerindendir [8].
Herhangi bir malzemenin viicuda yerlestirilmesinin uygun olmasini saglayan en
onemli dzelligi, biyouyumlu olmasi ve ters bir doku tepkimesi vermemesidir. Implant
malzemenin fizyolojik veya mekaniksel yiikleri tasiyabilmesi ve bulundugu ortamda
herhangi bir tepkiye ve hasara yol agmamasi gerekir. Malzeme kanla etkilesime
girmemelidir [3]. Biyomalzemeler yalnizca implant olarak degil ekstra korporeal
cthazlarda (viicut disina yerlestirilen ama viicutla etkilesim halindeki cihazlar), cesitli
eczacilik iirlinlerinde ve teshis kitlerinde de yaygin olarak kullanilmaktadir [1,6].
Ancak, halen biyomalzemelerde asilamamis sorunlar da vardir. Bunlarin ¢éziimiinde

doku miihendisligi ve gen tedavisi alternatif yaklagimlar sunmaktadir.



Ozellikle nanoteknoloji, bilisim teknolojileri ve imalat yontemlerindeki gelismelere
paralel olarak daha mitkemmel biyomalzemelerin gelistirilmesi hedeflenmektedir [2].
Biyomalzemeler temel olarak tibbi uygulamalarda kullanilmalarma karsin,
biyoteknolojik alandaki kullanimlar1 da goz ardi1 edilmemelidir. Bunlar arasinda hiicre
teknolojisinde hiicre ve hiicresel {iriin {iretiminde destek malzeme olarak, atik su
aritiminda adsorban (yakalayici tutucu) malzeme olarak, biyosensdrlerde, biyoayirma
islemlerinde, enzim, doku, hiicre gibi biyoaktif maddelerin immobilasyonunda
(tutuklanmasinda) ve biyo ¢iplerdeki kullanimlar sayilabilir [1,7]. Viicutta kullanilan
malzemelerin performanslar1 birka¢ farkli agidan incelenebilir. Cozlinmesi gereken
problemin bulundugu alana gore, doku-organ seviyesinde veya kullanilan

malzemelere gore bir siniflandirma yapilabilir [8].

2.2. Biyomalzemelerin Tanim ve Tarihcgesi

Biyomalzemeler prostetik, teshis yada tedavi amagli kullanilan, viicut igerisinde doku,
kan ve diger viicut sivilart ile temas halinde olan dogal veya sentetik olarak elde
edilebilen ve canliy1 olumsuz olarak etkilemeyen malzemelerdir [9]. Amerikan Ulusal
Saglik Enstitiisi’niin kabul ettigi tanim ise; bireylerin hayat kalitesini yiikseltmek
amaciyla viicuttaki herhangi bir organ, doku ya da fonksiyonun gorevlerini belli bir
zaman arali1 igin veya kalic1 olarak saglayan dogal veya yapay yoldan elde edilmis
ilag haricindeki tiim malzeme ve malzeme kombinasyonlaridir [10]. Metalik, seramik,
kompozit ve polimerik olarak {iretilebilirler. Kullanimlart 19. Yiizyilda yayginlasmaya
baslamis olsa da ilk kez Misir ve Romalilar tarafindan altin ve fildisinden tiretilerek
kafatasindaki hasarlar1 gidermede kullanilmistir.  1860°larin basmna kadar
gerceklestirilmis  olan ¢ogu ameliyat aseptik cerrahi tekniginin  heniiz
gelistirilememesinden dolayr enfeksiyon sebebiyle basarisizlikla sonuglanmistir.
Ancak doktor J. Lister aseptik cerrahi teknigini gelistirerek biyomalzemelerin pratik
olarak kullanilmasina olanak saglamistir. Basarili olan ilk biyomalzeme uygulamasi
giinimiiz uygulamalarinin da biyik bir kismini olusturan iskelet sistemi
uygulamasidir. Kemik protezleri ilk olarak 1900’14 yillarin basinda uzun kemik
kiriklarinin tedavisinde uygulamaya konmustur. Ancak yanlis tasarimdan kaynaklanan

sebeplerden o&tiirii cogu implant hasara ugramistir. Ayrica istiin mekanik 6zellikleri



sebebiyle tercih edilen vanadyum c¢eligi gibi malzemeler viicutta ¢ok hizli korozyona
ugrayarak iyilesmeyi olumsuz yonde etkilemistir. 1930’larda tanisilan paslanmaz ¢elik
ve kobalt-krom alasimlar1 kiriklarin tedavisinde biiylik basari saglanmasina ve ilk
eklem degisimi ameliyatinin gergeklestirilmesine olanak saglamistir. Polimerlerlerin
biyomalzeme olarak kullanilmasina ise 2. Diinya Savasi sonrasinda baglanmistir. Savas
sirasinda pilotlarin ucagin biinyesinde bulunan polimetil metakrilat (PMMA)
malzemesi ile yaralanmasi ancak viicutlarinda herhangi bir kronik reaksiyona yol
agmamasi1 bu malzemelerin biyolojik uygulanmalarda kullanilirliginin fark edilmesini
saglamigtir. Daha sonra PMMA kornea ve kafatasi hasarlarinin giderilmesinde
kullanilmaya baslanmistir. Kalp kapak¢igi ve damar protezleri 1950°1i, eklem
protezleri ise 1960°li yillarda gelistirilmistir. Kronolojik olarak biraz daha ayrmtil
incelendiginde; 1870’lerin sonlarina dogru doktor J. Lister aseptik cerrahi teknigini,
1910’1arm basinda W.D. Sherman vanadyum ¢eliginden kendi ismi ile anilan Sherman
plakasini, 1920’le rin basinda A.A. Zierold kobalt-krom- molibden alasimlarini,
1930’larin baglarinda M.N. Smith-Petersen paslanmaz celikten ilk boyun sabitleme
cihazini, 1930’larin sonlarinda P. Wiles ilk eksiksiz kalga protezini tasarlamistir.
Tantalyumun biyomalzeme olarak kullanilmasi 1939°da J.C. Burch, H.M. Carney ile,
polimerlerin ise 1946 yilinda J. Judet ve R. Judet’in polimetil metakrilattan eklem
protezi Uretmesiyle baslamistir. 1960 yilinda A. Starr ve M.L. Edwards’in katkilariyla
ilk ticari kalp kapagiklarinin ve 1970’lerde Willem J. Kolff sayesinde ise biitiinciil kalp
protezleri kullanilmaya baslanmistir [9]. Dr. Kolff diyaliz ve yapay bdobrek
caligmalarina da biiylik katkilar saglamistir [11]. Biyomalzemelerin tarihini dort
doneme bolmek yanlis olmayacaktir; tarih Oncesi devir, cerrahi kahramanlik devri,
miihendislik devri ve modern devir. Arkeologlar, Washington, ABD’de medeniyet
oncesi biyomalzemeye 6rnek olabilecek 9000 yillik kalintilar bulmugslardir. Bulunan
birey uzun boylu, saglikli, hareketli ve kalgasinda bir mizrak pargasi olan bir erkektir.
Viicudundaki mizrak yarasi bireyin hareketlerini engellememistir ve glinlimiizdeki
modern biyomalzeme 6rneklerini andirmaktadir. Ik dis implantlari ise milattan sonra
200 yillarinda Avrupa’da demirden ve 600 yilinda Maya medeniyeti tarafindan
kullanilmis deniz kabuklarindan elde edilen sedef dislerdir [11]. Giiniimiiz dental
implantlarinin temelleri ise 1809 yilinda Maggiolo tarafindan atilmis ancak 1937 yilinda

kobalt-krom-molibden alasimlar1 ile Strock ve Venable tarafindan basar1 ile



uygulanabilmistir. Ortopedik bir cerrah olan Per Ingvar Branemark Lund
Universitesi'nde tavsanlarm kemiklerine titanyum vidalar yerlestirerek iyilesme
reaksiyonlarini gézlemlemek istemistir. Ancak aylar stiren gozlem sonucu yerlestirdigi
implanlar1 tavsanlarin kemiklerinden ¢ikarmak istediginde, titanyum implantlarin
kemik ile biitiinlestigini farketmistir. Dr. Branemark bu olay1 osseointegrasyon olarak
adlandirmig ve glinimiizde kullanilan titanyum dental ve ortopedik implantlarin
gelistirilmesine vesile olmustur [11]. Tarihte ilk yapay kalp uygulamasina ise fransiz
fizyolojist Le Gallois’nin viicudu canli tutmanin organlar boyunca pompalanacak
kan ile miimkiin oldugu diisiincesi ilham olmustur. 1828-1868 yillar1 arasinda
organlar iizerinde pompa larla yapilan deneyler sonucunda 1881 yilinda bilim adami
Etienne-Jules Marey yapay kalp tasarlanmis ancak hayata gecirememistir. 1938
yilinda Alexis Carrel ve Charles Lindberg tarafindan yazilan ‘The Culture of Organs’
kitab1 bu arastirmalara 1g1k tutmustur ve yapay kalp patenti 1950’lerin ortalarinda Dr.
Paul Winchell tarafindan alinmistir [ 11]. Kanadali elektrik miithendisi John Hopps’un
hipotermi {iizerinde c¢aligmalar yaptigir sirada sogutulan kalbin durdugunu ancak
elektrik verilerek tekrar atmaya basladigini farketmesi ilk kalp pilin icat edilmesini
saglamistir. Ancak ilk uygulamanin hastalarda agr1 ve yanmalara sebebiyet vermesi
nedeniyle 1959 yilinda miithendis Wilson Gratbatch ve kardiyolog W. M. Chardack
tarafindan tekrar gelistirilmistir [9].

Biyomalzemelerin optik uygulamalari, 2. Diinya Savasi sonrast kokpit i¢inde
kullanilan plastik malzemeler ile gozlerinden yaralanmis askerlerin muayenesinde
herhangi bir enfeksiyon tespit edilmemesi ile baslamistir. Harold Ridley 1940’larda
ilk plastik g6z i¢i lensi icat etmis ve yilda yedi milyondan fazla hastaya nakletmistir.
[lk kalga implant: ameliyati ise 1891 yilinda alman cerrah Theodoro Gluck tarafindan
kaynastirilmis fildisi kullanilarak uygulanmistir. 1930 ile 1950 yillar1 arasinda kalca

protezi gelistirmek i¢in bir¢cok girisim olmustur [11].
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Sekil 2.1. Yaygin olarak kullanilan metalik biyomalzemeler [12].

Cerrah M. N. Smith-Petersen 1925 yilinda kalga yuvarlagi yerine cam implant
kullanmis ancak diisiik mukavemeti nedeniyle basariya ulagilamamistir. 1931 yilinda
ise metalik malzemeden kalga protezi tasarlamistir. 1938 yilinda ilk basarili kalga
protezi ameliyat1 gerceklestirilmistir [11]. Sekil 2.1.’de yaygin olarak kullanilan
metalik biyomalzemeler gosterilmistir [12]. Tablo 2.1.”de ise biyomalzeme ¢esitleri ve

mevcut uygulamalart 6zetlenmistir.



Tablo 2.1. Biyomalzeme ¢esitleri ve mevcut uygulamalari [13].

Malzeme Cesidi

Mevcut Kullanim Alani

Paslanmaz Celik

Eklem protezleri, kalp kapakgiklari, elektrodlar

Titanyum ve alagimlari

Eklem protezleri, stentler, dental
protezler

Kobalt-Krom alagimlari

Eklem protezleri, kemik onarim
aparatlar1

Altin Dental dolgu ve kuronlar, elektrodlar
Glmis Dental dolgular
Platin Elektrodlar, sinirsel uyarim cihazlari

Aliiminyum oksit

Kalca protezleri, dental protezler, koklear protezler

Zirkonya

Kalga protezleri

Kalsiyum fosfat

Kemik asilari, eklem protezi kaplamalari, hiicre
iskeletleri

Kalsiyum siilfat

Kemik agilart

Kalp kapakeig1 kaplamalari, ortopedik ptotezler

Karbon
Cam Kemik agilari, dental dolgular
Naylon Trekeal tiipler, sindirim sistemi segmentleri
- Parmak eklemleri, yapay deri, gogiis
Silikon C
protezleri, gozigi lensler, kataterler
Polyester Emilebilir dikis , hiicre iskeletleri, ilag
tagtyicilar
Polictilen Kalga ve diz protezleri, yapay tendonlar, vaskiiler

graftlar, yiliz implantlar

Polimetil metakrilat

Kemik dolgulari, gozigi lensler

Polivinil klorid

Yiiz protezleri

Kolajen

Hiicre iskeletleri




2.3. Biyomalzemelerden Beklenen Ozellikler

Bir 6nceki boliimde yapilan biyomalzemeler prostetik, teshis ya da tedavi amagh
kullanilan, viicut igerisinde doku, kan ve diger viicut sivilart ile temas halinde olan
dogal veya sentetik olarak elde edilebilen ve canliyr olumsuz olarak etkilemeyen
malzemelerdir tanimindan yola ¢ikilarak bu malze melerden beklenen &zellikler
siralanabilir. Biyomalzemeler siirekli veya aralikli olarak viicut sivilariyla temas eder
ve mekanik yiiklemelere maruz kalirlar [14]. Bu nedenle, tasarlandig1 fonksiyon igin
uygun kayma ve elastik modiilii, cekme ve basma mukavemetinin yaninda kimyasal ve
1s1l dayanima sahip olmalidir. Ayrica biyouyumlu yani, temasta oldugu doku ve viicut
stvilarina zarar vermemelidir. Bazi uygulamalar igin aranan bir diger 6zellik ise
dokularla etkilesim olusturabilmesi ve implantt bulundugu konumda sabit
tutabilmesidir [15]. Biyomalzemelerin sahip olmasi gereken bir diger Kritik unsur ise
biyoaktivite ve yorulma dayanimidir. Bunun yanisira dental, gozi¢i veya deri
uygulamalari igin uygun optik ozellikler gerekir. Makul yogunluk ve tasarim, steril
edilebilme, islenebilme ve uzun siire depolanabilme diger 6nemli 6zelliklerdir [17]. Bu

boliimde biyomalzemelerden beklenen baslica 6zellikler incelenmistir.

2.3.1. Biyouyumluluk

Insan viicudunda bulunan sivilarin pH degeri yasamin devamlilig igin asidik ve bazik
bir dengede seyretmelidir. Bunu saglayan ise viicut sivilarimizdaki hidrojen iyon
konsantrasyonudur. Hidrojen iyon konsantrasyonu arttigi takdirde ortam asidik,
azaldiginda ise bazik olacaktir. Saglikli bir bireyin hiicre dis1 pH seviyesi 7.35 ile
7.45 arasindadir. insan viicudunda bulunan diger sivilarin pH seviyeleri ise, hiicre
icinde 6.9-7.2, idrarda 6.0, mide sivisinda 1.0-2.0, bagirsak sivisinda 6.6-7.6, safrada ise
5.0-6.0 arasinda degismektedir [16]. Anlasildig1 iizere viicuda implante edilecek
herhangi bir malzeme hedef dokunun igerdigi veya ¢evrelendigi sivinin pH seviyesine
uygun tasarlanmali ve s1v1 tarafindan olumsuz etkilenmemelidir. Insan viicudundaki
kemikler giinliik hayatta yaklasik olarak 4 MPa, tendonlar 40 ila 80 MPa degerinde

gerilmelere maruz kalirlar. Ornegin bir kalca siirekli tekrarlanir [14].
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Viicut-biyomalzeme etkilesimleri ¢ift yonliidiir; her ikisi de kullanim sirasinda
birbirlerini etkilemektedirler. Dolayisiyla biyomalzemeler bireylere implante
edilmeden once her iki agidan oldukga dikkatli olarak incelenmelidir [13]. En genel
olarak, biyouyumluluk, malzemenin c¢evrelendigi doku, organ ve eklemlerde
istenmeyen bir reaksiyona sebep olmamasi ve bu yapilarin normal gelisimlerini
engelememesidir [17]. Cevrelendigi doku ve organlarlar tarafindan kabul edilebilme
olarak da tanimlanabilir. Biyouyumlu bir malzeme ¢evrelendigi dokuda efeksiyona,
inflamasyona, alerjik reaksiyona, ve kanser olusumuna sebebiyet vermez [9]. Bir
malzemenin biyouyumlu olup olmadiginin anlasilmasi yasayan organizmada yapilan
testler sonucunda hassaslasma, enfeksiyon, deri reaksiyonu, genotoksisite,
hemokompatibilite, karsinojenite ve biyolojik bozunma parametreleri ile anlasilir [17].
1950’11 yillara kadar uygulanan implantlarin cogu biyouyumluluk ve sterilizasyonun
tam olarak anlasilmamasi nedeniyle basarisizlikla sonuglanmistir. Yasayan organizma
(in vivo) tizerinde ilk kez H. S. Levert 1829 yilinda ¢aligsmalar yapmustir. Altin, giimiis,
kursun ve platinden iirettigi biyomalzemeleri kdpekler lizerinde deneyen H. S. Levert,
bu malzemeler i¢inde en uygun olaninin platin olduguna karar vermistir. 1886 yilinda
nikel kaplamali ¢elikten ortopedik plaka ve vidalar tedavi amacl kullanilmigstir. 1924
yilinda ise A. Zierold kdpekler tizerinde yaptig1 ¢alisma sonucunda demir ve ¢eligin
¢ok hizli korozyona ugrayip komsu kemikte emildigini, bakir, magnezyum ve nikelin
dokularda renk degisimlerine sebep oldugunu, altin, glimiis, ve alliminyumun uygun
oldugunu ancak mekanik olarak yeterli olmadigini gérmiistiir [11]. Eklemindeki
ortalama ytik bireyin viicut agirliginin 10 katina kadar ¢ikabilir ve hareketlere bagh

olarak.

2.3.2. Korozyon direnci

Insan viicudu korozyon agisindan oldukga agresif bir ortamdir. Sulu bir ortam
olmasinin yani sira anyon, katyon (Cl-, HCO3-, HPO4-, Na2+, K+, Ca2+, Mg2+) ve
proteinlerce zengindir. Biyoaktiviteden once aranmasi gereken 6zellik malzemenin
korozyona direngli olmasidir [18]. Bu durum metalik biyomalzemelerde korozyon
riskini artirmaktadir. Metalik biyomalzemenin korozyona ugramasi, implantin

mekanik 6zelliklerinin zayiflamasi, konumunun degismesi ve ¢evrelendigi organ veya
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dokular i¢in zararlar ile sonuglanabilir [9]. Viicut i¢inde korozyonu engellemenin en
etkili yolu metalik malzeme iizerinde oksit tabakasi olusturmaktir [19]. Bir
malzemenin biyomalzeme olarak kulanilmasi i¢in Oncelikle korozyon direnci
arastirilmalidir. Ornegin, altin dental uygulamalarda kullanilabilmesine ragmen zayif
mekanik Ozellikleri ve yliksek yogunlugu sebebiyle ortopedik uygulamalarda
kullanilamamaktadir. Korozyon direnci s6z konusu oldugunda akla gelen ilk
biyomalzeme titanyumdur. Yiizeyinde korozyona ugramasini engelleyen ve fizyolojik
kosullarda bunu koruyabilen pasif bir tabaka olusturur. Mitkemmele yakin korozyon
direncinin yaninda titanyum, celik ve kobalt-krom alagimlar1 kadar sert ve dayanikli
degildir. Kobalt-krom alasimlar1 da yiizeylerinde pasif bir tabaka bulundururken
titanyum gibi fizyolojik kosullarda korozyona dayaniklidir ve ortopedik
uygulamalarda kullanilirlar. Paslanmaz ¢eliklerin ylizeyinde bulunan pasif tabaka ise
titanyum ve kobalt-krom alasimlarindaki kadar dayanikli degildir [9]. Bir implantin
korozyona ugramasi durumda hastada agr1 ve sislik belirtileri ortaya ¢ikar. Cerrahi
gozlemde ise implanti ¢evreleyen dokuda renk degisimi ve metal pargagiklarina
rastlanabilir. Korozyon ortopedik implantlarda rastlanan mekanik hasarlarda da
kritikrol oynamaktadir ve yorulma hasarlar1 viicut sivisi gibi tuzlu ortamlarda artig

gostermektedir.

2.3.3. Biyoaktivite

Viicut igerisine yerlestirildiginde, malzeme-doku ara yilizeyinde kendine 0zgi
biyolojik bag olusturabilen malzemelere biyoaktif malzemeler denir. Bagin olusma
stiresi, kuvveti ve mekanizmasi biyomalzemelere gore farklilik gosterebilir [18].
Malzeme-doku arayiizeyinde olusan bag, doku tipi, yasi, saghgi, doku i¢i kan
sirkiilasyonu, ara ylizey hareketliligine baglidir. Ayrica implant bilesimi, implantin
yilizey morfolojisi, gbzeneliligi, faz sayis1 ve mekanik yiiklemeye gore de degisim
gosterebilir. Biyoaktivitesi en yliksek malzemeler seramik ve cam-seramiklerdir [14].
Prostetik uygulamalardan kullanilacak malzemeler uygun mekanik o6zelliklerinin
yaninda biyoaktif de olmalidirlar. Biyoaktivitenin tayini i¢in yapay olarak laboratuar
ortaminda (in vitro) hazirlanmis viicut sivist kullanilir. Malzeme eger biyoaktif ise

belli bir siirenin sonunda yiizeyinde apatit tabakast olusmaya baslayacaktir [18].
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2.3.4. Uygun mekanik ozellikler

Biyomalzemeler uygun kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin yanisira uygulandiklari
bolgeye miinasip mekanik 6zelliklere sahip olmalidirlar. implant ile doku, kemik veya
organlarin mekanik 6zelliklerinin uyusmamast durumunda hasta viicudunda gecici
veya kalic1 zararlar olusacaktir. Bu nedenle, ortopedik imlantlarin mekanik
ozelliklerinin kemige oldukga yakin olmasi istenmektedir. Insan viicudunda bulunan
kemikler kortikal wve trabekiiler kisimlardan olugsmakta ve hidroksiapatit
(Ca10(PO4)6(0H).) ile trikalsiyum fosfat (Ca3(POa)2) icermektedir. Bu kemikler
gozenekli bir yapida olup dogal kemik iligi ile doldurulmus vaziyettedirler.
Kemiklerde bulunan gozeneklerin boyutlari1 100 ile 500 um arasinda degismektedir.
Ayrica yapisinda bulunan kolajen esnekligi ile HA nin gevrek kirilmasini engellerken,
HA ise kolajenin plastik deformasyona ugramasini engeller. Kullanilan biyomalzeme
ile ¢evrelendigi veya temas halinde oldugu doku, organ ve kemiklerin mekanik
ozelliklerinin ¢ok farkli olmasi durumunda hem dokularda hem de biyomalzemede
hasarlar olusacaktir. Ornegin, viicuda implante edilen protezin mukavemetinin
cevrelendigi kemigin mukavemetinden ¢ok fazla olmasi gerilme yigilmasina sebep
olur [19]. Tablo 2.2.’de insan kemiginin mekanik 6zellikleri ve yasa gore degisimi
verilmistir. Tablo 2.3.’de ise hidroksiapatitin mekanik &zellikleri verilmistir. Tablo

2.4.°de ise kemik, dis ve baz1 biyomalzemelerin mekanik 6zellikleri karsilagtirilmigtir
[21].

Tablo 2.2. Insan kemiginin mekanik 6zellikleri ve yasa gore degisimi [20].

Kirilma Kopma Kopma Elastik Modiil Yogunluk
- Dayanim Uzamasi
Yk (kg) ) ” (kg/mmz) (g/cm3)
(kg/mm?) (%)
Geng 73.03 10.27 1.73 1766 1.93
Yash 61.87 7.73 1.27 1500 1.80
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Tablo 2.3. Hidroksiapatitin mekanik 6zellikleri [19].

Elastisite modiilii (GPa) 4.0-117
Basma mukavemeti (MPa) 294
Egilme mukavemeti (MPa) 147

Sertlik (Vickers, GPa) 3.43

Yogunluk (teorik, g/cm3) 3.16

Tablo 2.4. Kemik, dis ve bazi biyomalzemelerin mekanik 6zellikleri [21].

Malzeme Elastik Modil Yogunluk Mukavemet(MPa)
(GPa) (g/cm3)

Sert organ, dis, kemik 17 18 130 (¢ekme)
Dis Dentini 18 2,1 138 (basma)
Dis Minesi 50 29 -
Polimerler 1-3 0,94-1,18 30-65 (¢cekme)
Metaller 110-230 45-8,3 ‘660-1800
Kompozitler 10-215 1,55-1,63 570-1240 (gekme)

170-260 (basma)

2.3.5. Uygun tasarim

Kimyasal, biyolojik ve mekanik 6zellikleri ile yeterli olan bir biyo malzeme uygun
tasarlanmadig1 takdirde uygulandigi bolgede beklenmedik hasarlara sebep olacaktir.
Spesifik uygulama alanlarina 6zel tasarlanmayan malzemeler kullanim esnasinda
yorulma ve aginma gibi 6nemli hasar mekanizmalarinin devreye girmesiyle viicuda

zarar verirler. Bu nedenle uygun tasarim biyo malzemelerin sahip olmasi gereken kritik

ozelliklerdendir [21].
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2.4. Biyomalzemelerin Simiflandirilmasi

2.4.1. Metalik biyomalzemeler

Metaller biyomalzemelerde en ¢ok tercih edilen malzemelerdir [13]. insan viicudunda
kullanilmak {izere {iretilen ilk metalik biyomalzeme 1910’larin basinda W.D.
Sherman’in vanadyum c¢eliginden gelistirdigi ve kendi ismi ile anilan Sherman
plakasidir. Biyomalzeme iiretiminde kullanilan diger metaller; demir, bakir, krom,
kobalt, titanyum, tantalyum, niobyum, molibden, platin, altin, glimiis ve tungstendir.
Ancak bu metaller viicut igerisinde sinirli miktarda kullanildig: takdirde insan sagligi
icin bir tehlike arz etmez. Viicut sivisi metaller i¢in oldukca korozif bir ortam
oldugundan biyomalzeme olarak kullanilmasit planlanan metal olduk¢a hassas
secilmelidir. Metaller {istiin mekanik ve kimyasal dayanimlar1 nedeniyle giintimiizde
ortopedik protezlerde en ¢ok kullanilan malzemelerdir [9]. Medikal uygulamalarda
malzeme sec¢imi oldukca kritik ve karmasiktir. Kimyasal ve mekanik 6zelliklerin
yaninda biyolojik gereksinimler g6z dniinde bulundurulmalidir. Metalik malzemelerin
diz ve kalca protezleri, kemik plakalar, omurga fiizyonu cihazlar1i olarak
kullanabilmelerinin  sebebi mekanik ve biyolojik gereksinimlere cevap
verebilmeleridir. Ayrica metallerin seramik ve polimerlere kiyasla iistiin dayanim,
stineklilik ve islenebilme gibi birgok avantaji vardir. Metaller, alternatifleri olan ¢ogu
dogal biyomalzemeye gore yiiksek yogunluk ve dayanima sahiptir. Metalik
biyomalzemeler dokiim, bilgisayar destekli tasarim ile isleme ve toz metalurjisi
yontemleri ile {retilebilirler [22]. Gilniimiizde kullanilan O6nemli metalik
biyomalzemeler paslanmaz celik, titanyum/titanyum alagimlart ve kobalt-krom
alagimlaridir [17]. Biyomalzeme yapiminda kullanilan paslanmaz ilk ¢elik 302 kalite
celiktir ve vanadyum ¢eliginden hem mekanik 6zellikler hem de korozyon direnci
acisindan daha {stiindiir. Vanadyum celiginin, yasayan organizmalarda (in vivo)
gerceklestirilen testler sonras1 korozyon direncinin uygun olmadigini saptanmis ve
biyomalzemelerde kullanilmasina son verilmistir. Daha sonra tuz igeren sulu
ortamlarda korozyon direncini artirmak amaciyla molibden ilaveli paslanmaz c¢elik
kullanilmistir. Bu alasim 316 paslanmaz c¢elik olarak bilinmektedir. 1950’lerde 316

paslanmaz celiginin karbon orani daha {istlin korozyon direnci saglamak amaciyla
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%0.08’den 9%0.03’e diisiiriilmiistiir. Bu yeni alasima ise ‘316L paslanmaz celik’
denmistir. Ostenitik paslanmaz celikler biyomalzeme iiretiminde en ¢ok tercih edilen
celik grubudur [1]. % 16-30 krom, % 10-25 nikel, %7’ye kadar molibden, % 0.40'a
kadar karbon ve diisiik miktarda mangan titanyum, niobyum, bakir ve tantalyum gibi
diger alasim elementlerini igermektedirler [21,22]. Ostenitik ¢eliklerin icerdigi nikel
Ostenit fazini1 sabitler ve korozyon direnci saglar. Tablo 2.5.°de implant
uygulamalarinda kullanilan 316L paslanmaz ¢eligin mekanik 6zellikleri verilmistir.
Korozyona oldukga dayanikli olan bu gelikler yiiksek gerilme altinda ya da oksijence
fakirlesmis bolgelerde korozyona ugrayabilirler [9]. Sekil 2.3.’de paslanmaz ¢elik

implant uygulamalarina ait 6rnekler gosterilmistir [13].

Tablo 2.5. implant uygulamalarinda kullanilan 316L paslanmaz celigin mekanik 6zellikleri [9].

; Maksimum Cekme Akma Mukavemeti
Isl . 2 Uzama
N Gerilmesi (MPa) (MPa) (%)
Tavlanmig 485 172 40
Soguk iglenmis 860 690 12
-
-~

Sekil 2.2. Paslanmaz ¢elik implant uygulamalarina ait 6rnekler [13].

Paslanmaz ¢elik haricinde kullanilan metallerden bir digeri kobalt-krom alagimlaridir.
Kobalt-krom alasimlar1 kobalt-krom-molibden ve kobalt-krommolibden-nikel iceren
alagimlar olmak iizere ikiye ayirilmistir. Bunlardan ilki dokiilebilir iken ikincisi
doviilerek iiretilmektedir [9]. ASTM’ye gore biyomalzeme olarak kullanilabilecek
dort tane kobalt-krom alasimi vardir; F75, F90, F562, F563. Bu alasimlarin mekanik
Ozellikleri Tablo 2.6.’da gosterilmistir. Kimyasal bilesimleri ise Tablo 2.7.’de

verilmistir.



Tablo 2.6. Kobalt-krom alagimlar1 mekanik 6zellikleri [9].
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Ozellik F75(CoCrMo) F90(CoCrWNi) F562(CoNiCrM
0)
Cekme Mukavemeti
(MPa) 655 860 793-1000
Akma Mukavemeti
450 310 240-655
(MPa)
Uzama (%) 8 10 50
Kesit Alani
Daralmasi (%) 8 ) 65
Yorulma Dayanimi 310 ) )
(MPa)
Tablo 2.7. Kobalt-krom alagimlar1 kimyasal bilesimleri [9].
I F90 F562 F5
62
Element Enaz En En az En En az En Enaz E
¢ok cok cok n
Cr 27.0 30.0 19.0 21.0 19.0 21.0 18.0 22,
Mo 5.0 7.0 - - 9.0 10.5 3.0 4.0
Ni - 2.5 9.0 11.0 33.0 37.0 15.0 25.
Fe - 0.75 - 3.0 - 1.0 4.0 6.0
C - 0.35 0.05 0.15 - 0.025 - 0.0
Si - 1.0 - 1.0 - 0.15 - 0.5
Mn - 1.0 - 2.0 - 0.15 3.0 4.0
W - - 14.0 16.0 - - 3.0 4.0
P - - - - - 0.015 - -
S - - - - - 0.010 - 0.1
Ti - - - - - 1.0 0.50 35

Kobalt-krom alagimlarinda bulunan molibden elementi daha ince taneli bir yapi

olusturmaya yardimci olarak malzemeye yiiksek mukavemet saglar. Krom, dayanimin

yanisira korozyon direncine katkida bulunur [9]. Nikel ilavesi ise malzemenin yorulma

direncini artirarak kullanim dmriinii uzatmaktadir. Kobalt-krom alagimlar1 paslanmaz

celik biyomalzemeler ile kiyaslandiginda daha iistiin mekanik 6zellikler ve talash

islenebilme 6zelligine sahiptirler. Sekil 2.4.’de kobalt-krom alagimindan imal edilmis

kalca protezi gosterilmistir [23].
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Sekil 2.3. kobalt krom alagimindan imal edilmis kalca protezi.

Asinma veya korozyon sonucu implanttan serbest kalan metalik malzemeler organ ve
dokulara zarar vermektedirler. Yapilan deneyler sonucu kobaltin insan kemik

hiicrelerine zarar verdigi saptanmistir [9].

Titanyumun biyomalzeme olarak kullanilmaya baglanmasi 1930’lara rastlamaktadir.
Kediler tiizerinde yapilan deneylerde kalca kemiklerine yerlestirilen titanyum
implantlarin viicuda zarar vermedigi kesfedilmistir. Ayrica 4.5 g/cm3 olan diisiik
yogunlugu ve iistiin mekanokimyasal 6zellikleri biyomalzeme olarak kullanilmasina
olumlu katkilar saglamistir. Ticari olarak kullanilan alagimlandirilimamig titanyum
(ASTM F67) dort ayr1 derecede iiretilir. Bunlar1 birbirinden ayiran oksijen, demir ve
azot gibi elementlerin malzeme igerisindeki oranlaridir. Ozellikle oksijen siineklik ve
mukavemet iizerinde biiylik etki sahibidir. Tablo 2.8.’de bazi1 implantlarin 6zgiil

agirliklar gosterilmistir [9].

Tablo 2.8. Bazi implant malzemelerinin 6zgiil agirliklari [9].

Alagim Yogunl3uk
(g9/cm™)
Titanyum ve alagimlari 4.5
316 Paslanmaz Celik 7,9
CoCrMo 8,3
CoNiCrMo 9,2
NiTi 6,7

Biyomalzeme olarak en yaygin kullanilan titanyum alasimi Ti6A14V (ASTM F136)
alagimidir. Baglica alasim elementleri aliiminyumve vanadyum’dur. 550 MPa’lik
yorulma direnci kobalt-krom alasimindan iiretilmis implantlara ¢ok yakindir [1]. Tablo

2.9.’da ise titanyum ve Ti6Al4V alagiminin kimyasal bilesimleri verilmistir [9].



Tablo 2.9. Titanyum ve Ti6 Al4V Alasiminin kimyasal bilesimleri (% agirlik) [9].
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Element Derece 1 Derece 2 Derece 3 Derece 4 Ti6
Al
N 0,03 0,03 0,05 0,05 0,05
C 0,10 0,10 0,10 0,10 0,08
H 0,015 0,015 0,015 0,015 0,01
28
Fe 0,20 0,30 0,30 0,50 0,25
o] 0,18 0,25 0,35 0,40 0,13
Diger < %4,0 < %4,0 < %4,0 < %4,0 <
elemntler %4.0
Ti Geriye Geriye Geriye Geriye Geriy
kalan kalan kalan kalan e

Titanyum allotropik doniisiime sahip bir malzemedir. 882°C’ye kadar hegzagonal siki

paket (0-Ti) yapisint korurken bu sicakligin lizerinde hacim merkezli kiibik (B- Ti)

yaptya doniisiir. Titanyum alasimlandirilarak ve termomekanik islemler ile mukavemet

kazandirilabilen bir malzemedir. Aliiminyum titanyumun doniisiim sicakligin

yiikselterek o fazini stabilize ederken, vanadyum P fazim stabilize edici yonde etki

eder. Aliiminyum katkist ayrica mekanik ozelliklerini iyiden miikemmele yakin

seviyeye cikarirken yiiksek sicakliklarda (300-600 °C) oksidasyon direnci de

kazandirir [9]. Bir diger titanyum alasimi olan Til13Nb13Zr, %13 niobyum (Nb) ve

%13 zirkonya (Zr) igerir. Su verilme sonrasi martenzit yapiya sahip olan bu alasim

yiiksek krozyon direnci ve diisiik elastik modiile sahiptir. Titanyum ve alasimlarinin

mekanik 6zellikleri Tablo 2.10.’da verilmistir [9].

Tablo 2.10. Titanyum ve alasimlarinin mekanik 6zellikleri [9].
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Ozellik Derece | Derece | Derece | Derece | ricalav | Ti13Nb13zr
1 2 3 4

G ekme 240 345 450 550 860 1030
Mukavemeti(MPa)

Akma 170 275 380 485 795 900
Mukavemeti(MPa)

Uzama(%) 24 20 18 15 10 15

Kesit Daralmasi 30 30 30 25 25 45

Ticari saf titanyum ve Til3Nb13Zr disindaki alagimlarinin elastik modiilii yaklasik
olarak 110 GPa’dir. Ustiin biyouyumluluk ve korozyon direncinin yaninda titanyum,
diisiik kayma mukavemetine sahiptir. Bu nedenle kemik i¢i vidalar, plakalar ve benzer
uygulamalar i¢in tercih edilmezler [9]. Titanyum alagimlarindan titanyum-nikel
alagimlarinin en 6nemli 6zelligi sicaklik ile sekil degistirebilmeleridir. Titanyum-nikel
alagimlarinin bu 6zelligi ilk kez Buehler ve Wiley 1963 yilinda gézlemlenmistir [9].
Sekil hafizali bu alasimlar ortodontik teller, yapay kalplerde kullanilmak iizere yapay
kaslar, stentler ve ortopedik kelepcelerde kullanilmaktadirlar. Sekil 2.5.’de titanyum
stent ve Sekil 2.6.’da titanyum dis protezi gosterilmistir [24,25].

Sekil 2.4. Titanyum stent [24].

Sekil 2.5. Titanyum dis protezi [25].

Celik, kobalt-krom alasimlar1 ve titanyum disinda biyomalzeme olarak kullanilan

metaller tantalyum, altin, platin grubu metaller (Pt, Pd, Rh, Ir, Ru ve Os), bakir, nikel,
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giimiig, civa ve aliiminyumdur. Ancak mekanik veya kimyasal dezavantajlarindan
dolay1 yeni nesil biyomalzemelerin kesfinden sonra kullanimlar1 olduk¢a azalmistir
[9]. Tantalyumun mekanik dayanimi diisiik, yogunlugu yiiksektir. Platin grubu
metaller ¢ok iistiin korozyon direncinin yaninda oldukca diisiik mekanik 6zelliklere

sahiptirler [22].

2.4.2. Polimerik biyomalzemeler

Polimerik biyomalzemeler prostetik, optik, dental ve ila¢ salinimi1 gibi uygulamalarda
yaygin olarak kullanilmaktadirlar. En biiyiik avantajlar1 metal ve seramiklere gore
karmagik sekillerde {iretilebilmeleridir. Polimerik biyomalzemelerden beklenen
ozellikler diger biyomalzemeler gibi biyouyumluluk, uygun mekanik ve kimyasal
ozellikler, steril edilebilme ile islenebilmedir [9]. Biyomalzemelerin 6nemli bir sinifini
teskil eden polimerler yap1 ve ozellik olarak genis bir dagilima sahiptirler. Temel
olarak kovalent bagli molekiillerden olusan bu yapilar ikincil baglar1 da biinyelerinde
bulundururlar. Bu uzun zincirler kolayca biikiilebilirler [15]. Polimerlerin fiziksel
ozellikleri kimyasal bilesimleri ve zincirlerin dizilimlerine olduk¢a baglidir. Bu da
istenilen ozellikte kolayca iiretilebilmeleri demektir. Tablo 2.11.’de yaygin olarak
kullanilan polimer biyomalzemeler ve uygulama alanlari verilmistir [9]. Dogal
polimerler biyolojik olarak iiretilirler. Proteinler, polisakkaritler ve poliniikleotidler
(DNA ve RNA) baslica dogal polimerlerdir. Cozelti/jel, siinger, kiire/mikrokiire, tiip,
membran ve toz formda iiretilebilen dogal polimerler ila¢ salinim sistemleri, ortopedik
protezlerin kaplanmasi, kemik dolgu ve onarimi gibi alanlarda biyomalzeme olarak
kullanilirlar. Sentetik polimerler ise kimyasal stabilite, korozyon direnci, yliksek
mukavemet, diisiik alerjenite ve uygun ilag salinimi profili ile dolgu malzemesi, damar
protezleri, kalp kapakciklari, eklem, ¢ene, burun ve dis kulak protezleri ve kalp pili

gibi birgok uygulamada kullanilmaktadirlar [9,15].

Tablo 2.11. Polimer biyomalzemeler ve uygulama alanlari [9].

Polimer Cesidi Uygulama
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Kan ve soliisyon torbasi, diyaliz geregleri,
Polivinilkloriir (PVC) cerrahi paketler, kantil, katater sisesi
Polietilen (PE) Katater, ortopedik implatlar
Polipropilen (PP) Yapay damarlar, dikis malzemeleri
Polimetil- metakrilat (PMMA) Kemik dolgu malzemesi, gozigci lensler
Polistiren (PS) Filtreler, doku kiiltiir kaplari
Polietilen-tereftalat (PET) Dikis ipi, yapay fiam?rlafj kalp
Politetrafloroetilen (PTFE) Katater, yapay damarlar
Poliiiretan (PU) Film ve boru sistemleri
Poliamid (Naylon) Katater ve dikis ipi

Polimerler sentetik veya dogal yollarla elde edilebilirken, sentetik polimerler mekanik
acidan daha elverisli olsa da dogal polimerler biyouyumlu ve biyo¢oziiniirdiir. Ancak
tiretim kisitlamalar1 mevcuttur. Sentetik ve dogal biyomalzemelerin olumlu
katkilarindan birlikte faydalanilmasi i¢in bu malzemeler karistirilmasiyla yeni
malzemeler gelistirilmistir. Boylelikle hem termal ve mekanik 6zellikler acisindan
istiin hem de biyouyumluluk bir malzemede toplanmistir. Dogal olarak hayvanlardan
elde edilen polimerler ¢itosan, kolajen, ¢itin, keratin, elastin ve ipektir [21]. Metal ve
seramik biyomalzemelere gore daha kolay islenmeleri, ekonomik olmalari, genis
yelpazede kimyasal ve fiziksel 6zelliklerde tiretilebilmeleri gibi avantajlarinin yaninda
zay1f mekanik 6zellikleri, zor steril edilmeleri ve kullanimlari sirasinda sagliga zararl
baz1 kimyasallar agiga ¢ikarmalari polimerlerin biyomalzeme olarak kullanilmalarini
kisitlar. Siklikla kullanilan polimer biyomalzemeler; polivinilklor (PVC), polistiren

(PS), polietilen (PE), poliamid ve polipropilen (PP)’dir [26,27].

2.4.3. Kompozit biyomalzemeler

Kompozit kavrami, iki veya daha fazla, birbirinden kimyasal ve fiziksel olarak ayri
malzemenin {stlin 6zelliklerinden yararlanilmak iizere bir araya gelerek ihtiva ettigi
malzemelerden daha {istiin 0Ozelliklere sahip yeni malzemeyi tanimlamakta
kullanilmaktadir [28]. Biyomalzeme olarak iiretilen kompozitlerde de bilesenlerin
iistin mekanik ve biyolojik 0Ozelliklerin faydalanilmasi esastir [27]. Kompozit
biyomalzemeler polimer matrisli kompozitler, metal matrisli kompozitler ve seramik
matrisli kompozitler olmak iizere li¢ grupta toplanabilir. Metal matrisli kompozitlere

HA katkili titanyum matrisli kompozitler, polimer matrisli kompozitlere polietilen
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matrisli HA katkili kompozitler, seramiklere ise HA matrisli paslanmaz ¢elik katkili
kompozitler Ornek olarak gosterilebilir. Kompozit biyomalzemeler, biyo-inert,
biyoaktif ve ¢Ozlnebilir olabilirler [26]. Kemik dokusu, damar sistemi, kalp
kapakgiklar1 ve sinirdoku sistemlerinde kompozit biyomalzemeler kullanilmakta ve

kullanimlar1 giderek artmaktadir [29].

2.4.4. Seramik biyomalzemeler

Seramikler yapilarinda bulunan baglar ve sahip olduklart az sayida kayma sistemleri
nedeniyle sert ve kirilgandirlar. Bu nedenle tarihte bir¢ok uygulamalari bulunmasina
ragmen biyomalzeme olarak kullanilmalar1 son ylizyila kadar yayginlasmamaistir. Yeni
gelistirilen tiretim teknikleri ile birlikte seramikler biyomalzeme olarak kullanilmaya
baslanmigtir [9]. Seramiklerin karakteristik oOzellikleri sert, kirilgan, gozenekli,
korozyona ve viicut sivilarina direngli, yiiksek basma mukavemetli ve biyouyumlu
olmalaridir. Bu 6zellikleri sayesinde ortopedik, dental ve kalp ile ilgili uygulamalarda
kullanilmaktadirlar. Seramik malzemenin biyomalzeme olarak kullanilmasi igin,
toksik olmamasi, kanserojen olmamasi, alerjik olmamasi, biyouyumlu olmasi,

uygulandig1 bolgede etkin bir foksiyona sahip olmasi gerekmektedir [9].

2.4.4.1. Aliimina (Al203)

Oksit biyoseramikler sinifinda yer alan aliimina yiiksek yogunluk, korozyon direnci,
yiiksek dayanim ve biyouyumluluk 6zellikleri ile ortopedik ve dental uygulamalarda
kullanilmaktadir. Bu uygulamalarda kullanilan kullanilan aliimina polikristalin o-
Al203 1600-1700°C’de sinterlenerek biyomalzeme halini alir. % 99.7 safliga sahip

alliminanin mekanik 6zellikleri Tablo 2.12.’de verilmistir [30].

Tablo 2.12. % 99.7 safliga sahip aliiminanin mekanik 6zellikleri [30].

Ozellik Deger
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Yogunluk (g/cm3) 3,96
Cekme Mukavemeti (MPa) 220
Egme Mukavemeti (MPa) 410

Elastik Modiil (GPa) 375
Kirilma Toklugu (MPa.) 45

2.4.4.2. Zirkonya(Zr0O2)

Zirkonya yiiksek kirilma toklugu, yiiksek mukavemet, kimyasal kararlilik, {istiin
asinma ve korozyon direnci, yiiksek sertlik, diistik 1s1l iletkenlik ve biyouyumluluk
gibi Ozellikleri ile biyomalzeme olarak kullanilmaya elverisli bir malzemedir.
Zirkonya oda sicakliginda monoklinik, 1180 ile 1205°C arasinda tetragonal, bu
sicakligin tizerinde ise kiibik yapidadir. Bu yapilar aras1 gecis, malzemede hacimsel
olarak degisime neden olmakta ve iiretim esnasinda malzemede hasar olusumuna
sebep olmaktadir. Bunun engellenmesi kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), aliiminyum
(Al) ve ytriyum (Y203) ile zirkonyanin stabilize edilmesi ile saglanabilir. Bu
stabilizatorlerden en ¢ok kullanilan ytriyumdur. Ytriyum ile stabilize edilen zirkonya
oda sicakliginda boyutsal kararliliga ve yiiksek mekanik dayanima sahip olur [31].
Sekil 2.6.’de zirkonyadan imal edilmis biyomalzemelere 6rnekler gosterilmistir [32].
Tablo 2.13.’de zirkonyanin mekanik 6zellikleri siralanmistir [24]. Tablo 2.14.’de ise

alimina ve zirkonya biyomalzemelerin sahip olmasi gereken 6zellikler gosterilmistir.

- <
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Sekil 2.6. Zirkonyadan imal edilmis biyomalzemelere drnekler [32].

Tablo 2.13. Zirkonyanin mekanik 6zellikleri [31].
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Ozellik Deger
Basma Dayanimi(MPa) 1700-2000
Elastik Modiil(GPa) 195-210
Sertlik(HV) 1100-1200
Poisson Orani 0.27
Yogunluk(g/cm3) 5.5-6.5

Tablo 2.14. Aliimina ve Zirkonya Biyomalzemelerinin sahip olmas1 gereken 6zellikler.

Ozellik Aliimina Zirkonya
Elastik modiil(GPa) 380 190
Egme direnci (GPa) 0,4 1,0
Sertlik (mohs) 9 6,5
Yogunluk(g/cm?’) 3,8-3,9 5,95
Tane boyutu (pum) 4,0 0,6

2.4.4.3. Hidroksiapatit (HA)

Insan viicudunda bulunan kemikler kortikal ve trabekiiler kisimlardan olusmakta ve
hidroksiapatit (Ca;o(PO4)6(OH),) ile trikalsiyum fosfat (Ca;(POs),) icermektedir.
Biyoseramiklerden biri olan ve biyoaktivitesinden dolay1 kimyasal olarak canli kemige
baglanabilen, miikemmel biyouyumlulugu ile bilinen ortopedik ve dental
uygulamalarda kullanilabilen en popiiler biyoseramik olan HA dis minesi dokusunun
inorganik yapisini olusturan kalsiyum fosfat esasli bir seramik olup, biyouyumlulugu
nedeniyle yapay kemik olarak cesitli protezlerin yapiminda, ¢atlak ve kirik kemiklerin

onariminda ve metalik biyomalzemelerin kaplanmasinda kullanilmaktadir.

2.4.4.4. Trikalsiyum fosfat (TCP)
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Ca3(PO4)2 kimyasal formiiliine sahip olan trikalsiyum fosfat a, B, y ve a fazlari olmak
tizere dort sekilde kristallesebilmektedir. Biyomalzemelerde goriilen ve kullanilan
fazlar1 a- ve B- TCP fazlaridir. Yapilan c¢alismalar - TCP fazinin 1120- 1290 °C
araliklarinda o- TCP fazina doniistiiglinii gostermistir. TCP’nin Ca/P orami 1.5°tir.
Biyouyumlu bir seramik malzeme olan TCP en yaygin olarak kullanilan
biyoseramiklerdendir. Ancak zayif mekanik o6zellikleri gelistirilmelidir [21]. TCP
graniil, cimento ve blok seklinde ortopedik ve dental tedavilerde kullanilmaktadir [23].

Ayrica ilag salinimi uygulamalarinda da tercih edilmektedir [24].

2.4.4.5. Cam ve cam-seramikler

Cam ve cam seramikler biyoaktif ve biyoinert (temasta oldugu doku ile
etkilesimegirmeyen) olarak iki sinifta incelenebilirler. Biyoaktif camlar ilk kez Hench
ve arkadaslar tarafindan gelistirilmistir. Biyoaktif camlar ile temasta bulundugu doku
arasinda olusan HA tabakasinin mukavemeti dokunun kohezif mukavemetine esit veya
biiylik olmaktadir. Yapilan son ¢alismalara gore ortalama kristal boyutu 30 um ve ana
kristal fazlar1 Na;Ca3SisO16 ile CazP20s olan cam seramikler insan kol ve bacaklari ile
karsilastirilabilen mukavemet degerlerine sahiptir. Sekil 2.7.”de biyoaktif cam ve cam-

seramiklerin insan viicudundaki uygulamalar1 gosterilmistir.
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cam
cam
~ cam-scramik

cam

T cam

cam

cam

cam
cam-seramik

cam-seramik
cam-seramik
cam graniil

cam-seramik grantil
metal tizerinde cam ve
cam-seramik kaplamalar

Sekil 2.7. Biyoaktif cam ve cam-seramiklerin insan viicudundaki uygulamalari.

Ortopedik uygulamalarda kullanilan cam seramiklerden biri apatit-wolastonit (A-W)
cam-seramiklerdir. Biyoaktif olan bu malzemeler MgO-CaO-SiO2 cam matris
icerisinde kristal apatit-wolastonit igerirler. Insan kemigine yakin ¢ekme
mukavemetine sahiptirler. Kokubo agirlik¢a % 34 SiO2, % 44.7 CaO, % 4.6 MgO,
%16.2 P.Os ve % 0.5 CaF> kompozisyonlu bir apatit-wollastonit cam-seramik

gelistirmistir.

Biyoaktivite cam ve cam-seramiklerin bilesimlerine gore degismektedir. Tablo
2.16.’da yaygin olarak kullanilan biyoaktif cam ve camseramikerin % agirlik olarak

bilesimleri siralanmustir [33].
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Tablo 2.15. Yaygin olarak kullanilan biyoaktif cam ve cam-seramiklerin % agirlik olarak bilesimleri.

Malzerme 4555 45S5-F | 45S5-B5 5254.6 Coravital A-W

Biyocam | Biyocam Biyocam Biyocam Cam

| Seramik
si02 45,0 45,0 45,0 52,0 40-50 3
A
P205 6,0 6,0 6,0 6.0 10-15 1
6
Cao 245 12,3 24,5 21,0 30-35 4
4
Na20 - 245 245 21,0 5-10 -
B203 - - 5,0 - - -
CaF2 ; 12,3 ] ] ] 0
K20 ] ] : - 0,5-3,0 .
MgO - i - - 2,5-5,0 4
Al203 i i i i i i
Tio2 - - - - - -
Ta205 - - - - - -

2.4.4.6. Magnezyum oksit (MgO)

Magnezyum insan viicudu i¢in ¢ok onemli bir elementtir. Kemik, protein, asit
yapiminda, B vitamini aktivasyonunda, kaslarin gevseme hareketinde, kanin
pihtilagsmasinda, adenozin trifosfat iiretiminde aktif rol oynamaktadir. Ayrica insiilin
salgilanmasi i¢in magnezyuma gereksinim vardir. Magnezyum insan viicudunda en
¢ok bulunan dordiincii elementtir. Bunun % 60’1 kemiklerde bulunmaktadir. Geri
kalani1 ise doku ve organlari olusturan hiicrelerin i¢inde bulunmaktadir. Kanda bulunan
magnezyum orani yalnizca %]1°dir. Yapilan ¢aligmalarda kemiklerin kirilganliginin
igerdikleri magnezyum oraniyla iniltili oldugu saptanmistir. Magnezyum eksikliginde
iskelet sistemi olumsuz etkilenmekte ve kemik gelisimi ile osteoblastik aktivitede

diisiis meydana gelmektedir [35].

Tablo 2.16.”de magnezyum oksitin genel 6zellikleri verilmistir [35,36]. Sekil 2.12.’de
ise kristal yapis1 gosterilmistir [35] .



Tablo 2.16. Magnezyum oksitin genel 6zellikleri [35,36].
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Ozellik Degerler
Kristal yapis1 Yiizey merkezli kiibik (a: 4.216 A)
Yogunluk ( g/cm3) 3.58
Kaynama noktasi (°C) 3600
Erime noktasi (°C) 2852
Basma direnci (MPa) 2200-2600
Sertlik (HV) 910
Elastik modiilii (GPa) 250
Coziiniirlik 0.00062 g/100 g su

| - [ -
[ -
[ - - [ = I | "
[ - -

- 1. B aatworry ()
e 2. o aatwvoan ()
e SMwrvwerorm (=

Sekil 2.8. MgO’ in kristal yapis1 [35].

Karmasik yapida olan ortopedik dokularin yapay olarak iiretilmesi, uygun mekanik,

kimyasal ve biyolojik 6zelliklere sahip malzemelerin eksikliginden dolay1 oldukca

zordur. Bir baska problem ise viicuda yerlestirilen implantin bakteriyel enfeksiyon

sonucu ikincil ameliyatlar, implant hasarlar1 veya enfeksiyonun viicuda yayilmasi gibi

insan saghgmni tehdit edici yonde sonuglar dogurmasidir. Magnezyum oksit

biyouyumlu, antibakteriyel ve uygun mekanik 6zellikleri ile ortopedik biyomalzeme

olarak gelecek vadeden bir malzemedir. Taneboyutu kiigiildiik¢e antibakteriyel

Ozelligi artmakta olan bu malzeme gelisen iiretim teknikleri ile birlikte biyomalzeme

olarak kullanilmaktadir [37].
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2.4. Biyomalzemelerin Uygulama Alanlari

Stibhesiz biyomalzemeler ilk bakista insan igin gelistirilen malzemeler olarak
algilanmasina karsin bunun veterinerlik uygulamalarinda oldugu gibi klasik olarak
adlandirilan sanayi uygulamalarinda 6zellikle polimer teknoloji uygulamalarinda da
yerbuldugu bilinmektedir. Ancak bu malzemelerin insan gereksinmesine yonelik
oldugu da unutulmamalidir.Bu agidan bakildiginda saglik uygulamalar1 bu

malzemelerin kullaniminda 6n plan1 almaktadir. Bu alan i¢inde;

Hastalikli veya hasar gormiis kisimlarin yerine (diyaliz,protezler)
Iyilesmeye yardimci olmak (ameliyat ipligi,vidalar,teller)
Fonksiyonelligi arttirmak (Lens,kalp pili,isitme cihaz1)

Kozmetik problemleri diizeltmek (dis teli,deri implatasyonu,silikon)

Tedaviye yardimci olmak (katater,direnaj)

© a0k~ w0 N RE

Teshise yardimei olmak (biyoalgilayicilar,endoskopi,enjektor)

2.5.1. Ortopedi uygulamalar:

Metalik, seramik ve polimerik biyomalzemeler ortopedi uygulamalarinda, yogun
olarak kullanilmaktadir. Metalik malzemeler normalde sabitleme igneleri, plakalar ve
femoral kokler gibi ylike maruz kalan uygulamalarda kullanilmaktadir. HA ise implant
uyumunu artirmaya yardimci olan kemik bagli uygulamalarda kullanilmaktadir. Poroz
alumina da hastalik nedeniyle 6nemli kism1 alinmis kemiklerin alinan kisminin yerine

kemik aras1 hazne olarak kullanilmaktadir [38].

2.5.2. Discilik uygulamalar:

Metalik biyomalzemeler dis¢ilik alaninda kemige sabitlenen dis implantlarinin
sivri kisimlar1 ve ortodonti cihazlarinin parcalart olarak kullanilmaktadir. Seramikler
alumina iceren dig implantlar1 ve porselen dislerde kullanilmaktadir. HA’le metalik

sabitleme ignelerinin kaplanmasinda ve hastalik yada travma sonucu olusan kemik
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kayiplarinda dolgu malzemesi olarak kullanilmaktadir. Polimerler de plaka ve takma

dis gibi ortodonti uygulamalarinda kullanilmaktadir [38].

2.5.3. Kardiyovaskiiler uygulamalar

Uygulama amact ve tasarimina bagli olarak pek ¢ok farkli tiir biyomalzeme
kardiyovaskiiler uygulamalarda kullanilmaktadir. Ornegin kalp kapakgiklarinda
karbon kullanilmaktir [38].

2.5.4. Estetik cerrahi uygulamalari

Silikon gibi malzemeler go6gilis biiylitme gibi estetik cerrahi uygulamalarinda

kullanilmaktadir [38].



BOLUM 3. HIDROKSIAPATIT

3.1. HA’nin Genel Ozellikleri

Kemikler, dentin, dis minesi; HA, protein, diger organik maddeler ve su i¢ceren dogal
kompozitlerdir. Kemik kollajen lifleri igerisine gOmiilmiis, diizgiin siralanmus,
nanokristalin ve 25-50 nm uzunlugunda ¢ubuksu yapida inorganik malzemeler iceren,
dogal bir organik-inorganik seramik kompozittir. Kemigin yapisal siralanist daha
oncede bahsedildigi iizere ¢esitli hiyerarsik diizeylerden olusur ve bilesenlerinin
mekanik 6zelliklerini yansitir. Dis minesi, bu dokular arasinda en ¢ok mineral igeren,
en sert dokudur. Apatit, M1o(RO4)X> genel kimyasal formiiliine sahip bilesiklere
verilen genel isimdir. Burada R genellikle fosfor, M genellikle Ca olmak tizere cesitli
metaller, X ise ¢ogunlukla hidroksit veya flor, klor gibi halojenlerdir. Miimkiin
olabilecek M, R ve X gruplar1 Tablo 3.1.’de verilmistir [39,40].

Tablo 3.1. Apatit M10(RO4)X?2 genel kimyasal formiiliinde M, R ve X yerine gelebilecek elementler [40].

Grup Element
M Ca, Sr, Ba, Cd, Pb, Mg, Na, K vb
R P,CO3, V, As, S, Si, Ge, Cr,Bvb
X OH, C0O3, 0, B0O2, F, CI, Br, vb

Hidroksiapatit olduk¢a kompleks bir yap1 olan kemik dokusunun inorganik bilesenine
kimyasal olarak oldukg¢a benzer olup, Ca,(OH),(POs), kimyasal formiiliine sahiptir
[41]. Dogal kemik dokusu ile HA'nin yapisi arasindaki benzerlik Sekil 3.1.’de verilen
SEM goriintiilerinden de anlagilmaktadir [42].
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Sekil 3.1. Kemik dokusu (sagda) ve hidroksiapatitin (solda) yapisinin benzerligi [42].

HA kristallerinin X-1s1n1 incelemelerinden elde edilen birim hiicre yapis1 Sekil 3.2.’de
gosterilmektedir. Hidroksil iyonlari, birim hiicrenin c-eksenine dik olacak sekilde
paralel olarak yerlesmislerdir. Bu birim hiicre, 1/4c ve 3/4c’deki iki ayna diizlemine
bagli olarak hidroksil iyonlarinin bulundugu boélgelerde diizensizlikler sergiler. Bu
diizensizlik, birim hiicre basina hidroksil iyonlar1 sayisinin iki katina ¢ikmasi ve her

bir iyonun yarisinin hiicre bosluklarini doldurmasiyla sonuglanir.

Sekil 3.2. HA kristallerinin birim hiicre yapisi [43].

HA’ya kismi baglanmig OH™ gruplart Sekil 3.3.’de gorildigi lizere st iiste ¢akigir
dahas1 HA yapisinda bulanan bu iki OH grubu karsilikli olarak birbirlerini iterler. Bu
zorlugun tstesinden gelebilmek i¢in sliper HA kafesi olarak adlandirilan bir kafes
yapist kullanilir. Bu yapida HA (44 atom) simetrik degildir ve OH- gruplarinin asirisi
cikarilmistir [43].
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3,

Hidroksiapatitin Ca/P oran1 1,67 olup, teorik yogunlugu 3,156 g/cm™ tiir.

®©° °H

® ®p

Sekil 3.3. OH gruplarmimn fazlasinm ¢ikarildig: siiper HA kafes yapist.

HA kristalleri, Sekil 3.4.de P63/m uzay kiimesinden olusan hekzagonal rombik
(eskenar dortgen bicimi) prizma yapisindadir. Bu uzay kiimesi, birbirine 120°’lik
acilarda bulunan, birbirine esdeger ii¢ adet a-eksenine (a1, a2, a3) dikey dogrultuda

bulunan c-ekseniyle tanimlanir [45].

s S
@ P € F
& Ca €O

Sekil 3.4. HA kristallerinin hekzagonal rombik prizma yapisi [45].

Hidroksiapatitin genel 6zellikleri agsagidaki gibi siralanabilir;

1. HA’in biyouyumlulugu yiiksektir.
2. HA, sert dokularla dogrudan kimyasal bag kurar. HA partikiillerinin ya da
gozenekli bloklarin kemige yerlestirilmesi sonucunda 4-8 hafta igerisinde

sekillenme olusur.
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HA gozenekli yapisi; hiicrelerin, gozeneklerin i¢ine dogru biiyiimesinden
dolay1, dokularin implanta niifuz etmesini saglar. Ayrica HA'nin yapisindaki
gozenekler, bir kanallar sistemi gibi davranip, kemik yapiya kanin ve diger
onemli viicut sivilarinin ulagsmasini saglar.

Yapilan deneylerde HA implantlarin, Oncelikle fibrovaskiiler doku ile
kaplandig1 ve zamanla bu dokudaki olgun lamellerin, kemige doniistiigli tespit
edilmisti. HA’nin Osteokondiiktif 6zellikleri de implantlarin kemige siki
yapismasina ortam ve olanak saglar.

Yapilan deneylerde HA implantlarin, Oncelikle fibrovaskiiler doku ile
kaplandig1 ve zamanla bu dokudaki olgun lamellerin, kemige doniistiigli tespit
edilmistir. HA’nin Osteokondiiktif ozellikleri de implantlarin kemige siki
yapigmasina ortam ve olanak saglar.

Ayrica HA’nin lokal biiyiime faktorlerine, 6zellikle kemik proteinlerine karsi
kuvvetli kimyasal baglanma egilimi oldugu saptanmustir.

HA toksik olmayan 0Ozellikleri nedeniyle viicut reaksiyonlari da minimum
olmaktadir.

Oksijen ile tepkimeye girmediginden yanmaz.

Elmastan sonra dogada bilinen en sert maddedir. Bu nedenle yalnizca elmasla
asindirilabilir.

Esnekligi az.

Kimyasal olarak kararlidir. Organik ¢oziiciilerde ve asit haricindeki inorganik
¢oOziiclilerde ¢6ziinmez.

Mekanik dayanimi diisiiktiir ve plastisitesi yoktur. HA’in sahip oldugu mekanik
ozellikler detayli olarak Tablo 3.2.’deverilmistir[46,47].

Tablo 3.2. Saf HA’nin mekanik 6zellikleri [48].

Elastik Modiil (GPa) 40-100
Basma Dayanimi (MPa) 29
Egilme Dayanimi (MPa) 147

Sertlik (Vickers) 6,08
Yogunluk (teorik, g/cmg) 3.156
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3.2. Uretim Yontemleri

Literatiirde HA kristallerinin sentezlenmesine iliskin pek ¢ok yontem bulunmaktadir.
HA, genel olarak, ¢oktiirme, sol-jel, mikroemiilsiyon, hidrotermal ve

mekanokimyasal yontemlerle sentezlenmektedir [49].

3.2.1. Coktiirme yontemi ile HA sentezi

Coktiirme yontemi ile HA sentezi; sulu ortamda, CaPTris’ten ve SVS’den HA sentezi

olmak iizere genelde ii¢ sekilde gergeklestirilir.

3.2.1.1. Sulu ortamda HA sentezi

Asirt doygun sulu ¢ozeltilerden, HA kristallerinin sentezi, diisiik maliyetli ve kolay
oldugundan dolayr avantajlidir. Buna karsin giiniimiize kadar uygulanan sentetik
prosediirlerin ¢cogu sitokiyometrik olmayan {riinlerin olusuma neden olmustur. HA
sitokiyometrisinde olusan sapma, kristal kafes yapisinda atomsal bosluklarin veya
karbonat, hidrojen fosfat, potasyum, sodyum, nitrat ve kloriir gibi iyonlarin
bulunmasina baglhidir. HA’in bu iyonlarla birlesmesi veya yetersiz hidroksiapatit
olusumu, kristallografik yapida kotii yonde degisimlere ve sitokiyometrik HA ile
karsilagtirildiginda farkli kristal morfolojilerine sahip olmasina sebep olur. Sentetik
HA kristallerinin sulu ¢ozeltilerden sentezlenmesinde goriilebilecek diger zorluklar;
malzemenin bazi iyonlara karsi yiiksek afinitesi, kalsiyum fosfat sistemlerinin
kompleks yapisi, deneysel kosullara bagl olan kinetik parametrelerin etkisi olarak

siralanabilir.

HA kristallerinin asir1 doymus ¢ozeltilerden sentezi sirasinda ortamda trikalsiyum
fosfat ve oktakalsiyum fosfat gibi ¢ekirdeklenmeyi tetikleyici ara fazlar bulunabilir.
Cogu durumda bu maddelerin hidrolizden sonra da bulunmasi son iirliniin kalitesini
olumsuz yonde etkileyebilir. Karbondioksitsiz ii¢ kez distile edilmis su analitik saflikta
kalsiyum kloriir (CaCl,), kalsiyum nitrat [Ca(NOs),], potasyum di hidrojen fosfat
(KH,PO,), potasyum hidroksit (KOH), fosforik asit (H;PO,) ve amonyak (NH3)

kullanarak HA kristalleri sentezlemistir [50]. Cokelme sirasinda ¢ozelti pH’1 9,5’te
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sabit tutulmus, asir1 karbondioksit ¢6zlinmesini engellemek i¢in ¢dzeltiden azot gazi
gecirilmistir. Son {iriin, 24 saat geri sogutucuda ve 4 ay 37°C sicaklik ve pH 7’de sabit
kalacak sekilde yaslandirilmistir. Son iiriin filtre edildikten sonra 90°C’de kurutularak
depolanmuistir. Santos [51], kalsiyum hidroksit Ca(OH)2 ve orto fosforik asit (H3POa4),
amonyum fosfat (NH4)2HPO4 ve kalsiyum hidrojen fosfat hidrat Ca(H2PO4)2 H20
kullanarak faklt kosullar altinda HA sentezi gerceklestirmistir. Kalsiyum nitrat
tetrahidrat [Ca(NO3)2:4H20] ve diamonyum hidrojen fosfat [(NH4)2HPO4
cozeltilerini baslangic maddeleri olarak, amonyak ¢dzeltisini ise pH ayarlamasinda

kullanarak HA tozlar1 sentezlemislerdir [52].

Bu deneyleri oda sicakliginda gerceklestirmisler ve ¢okelme igin ¢ozeltileri 24 saat
sireyle yaslandirmaya birakmiglar, yaslandirmanin sonunda ¢okelen kismi filtre
ettikten sonra 100°C’de kurutmuslardir. HA tozlarinin ¢ékelmesinin ardindan ¢okelen
kisim ¢ozeltiden 3000 rpm dondiirme hizinda, santrifiijle ayrilmis ve 80°C sicaklikta
kurutulduktan sonra 100, 450, 900 ve 1000°C sicakliklarda 1 saat kalsine edilmislerdir.
Buradan goriilecegi tizere HA sentezinde farkli baslangi¢c maddeleri ve farkli deneysel
kosullar kullanilarak degisik Ozelliklerde sentetik HA seramik tozlari iiretilebilmis
olmasina karsin, elde edilen tozlarin kristallografik 6zelliklerinin zayif oldugu ve

yiiksek oranda topaklanma egilimi gosterdikleri gortilmiistiir.

Sekil 3.5. HA kristallerinin SEM goriintiileri (a) sulu ¢dzeltilerden ¢oktiiriilen , (b) sulu ¢dzeltilerden
¢oktiirdiikten sonra 1200°C’de kalsine edilen [53].
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3.2.1.2. CaPTris’ten HA sentezi

CaPTris ¢ozeltisi distile suda Tris, HCI, K2HPO4 ve CaCl2’iin tablo’da verilen

miktarlarinin ¢ozlindiiriilmesi ile elde edilirler [54].

Tablo 3.3. 1000 mL CaPTris ¢o6zeltisi hazirlamak i¢in gereken reaktifler ve miktarlar [55].

Reaktif Miktar (g/L)
Tris ((CH20H)3CNH?2) 24,22
HCI 6,57
K2HPO4 1,74
CaCl2 2,775

CaCl2 ve K2HPO4 baslangic maddelerini HA sentezlemek amaciyla CaPTris
cozeltisine eklemis ve karisimi 37°C’de 1 giin boyunca yaglanmaya birakmislardir. Bu
calismada daha sonra karisim, santrifiij ile ayrildiktan sonra 5 defa distile su ve etanol
ile yikanmistir. Yikama islemlerinin ardindan %1°lik PEG ve etanol santrifiij tilipiline
eklenmis ve 5 dk ultrasonik karistirmaya tabi tutulmustur. Coken iiriin 12 saat 70°C’de
kurutulmus ve 2 saat 700°C’de sinterlenmistir. Sinterlenen iirlinler partikiil boyutunu
diisiirmek amaciyla ultrasonik isleme tabi tutulmustur. CaPTris c¢ozeltisinden
sentezlenen HA kristallerinin Sherr esitligi ile hesaplanan boyutlarmin 15,88 — 16,12
nm arasinda degistigi ve herhangi bir diizene sahip olmadigi gozlenmistir. HA
parcaciklarinin  SEM goériintiileri ise bu cozeltilerden elde edilen taneciklerin
uzunlugunun 500 nm, genisliklerinin ise 100 nm’den daha diisiik degerlerde
degistigini gostermistir. Ayrica elde edilen {iirlinlinlin Ca/P oraninin 1,58 oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 3.6. CaPTris ¢ozeltisi kullanilarak ¢oktiiriilen HA tozlarmin SEM goriintiisi [55].

3.2.1.3. SVS’den HA sentezi

Ca(NO;),.4H,0 ve (NHy4),HPO, bilesiklerini kalsiyum ve fosfor kaynagi olarak
kullanarak, SVS ¢ozeltisi i¢erisinde HA tozlarini sentezlemistir. Bu ¢alismada NH40H
¢ozeltisi pH’1 ayarlamak amaciyla kullanilmistir. Caligsma kapsaminda ilk olarak, Ca
ve P kaynaklarin1 SVS igerisinde ¢oziindlirmiis ve fosfor ¢ozeltisini damla damla Ca
¢oOzeltisine eklemistir. Bu karisimi daha sonra karigtirma yapmadan bir giin oda
sicakliginda yaglandirmaya birakmistir. Cokelmenin ardindan filtrasyonla ¢oken kismi
ayirmig ve deiyonize su ile yikadiktan sonra 1 giin 80°C’de kurutmustur.
Kristalizasyon derecesini artirmak icin kuruyan tozlar1 6 saat 1200°C’de isleme tabi
tutmustur. Biyomimetik kosullar altinda (pH 7,4 ve 37°C) SVS ¢ozeltilerinde
sentezlenen HA tozlarmin dogal kemik yapisina ve minerelojisine, saf suda

sentezlenen tozlara kiyasla daha ¢ok benzedigi gortilmiistiir [56].

3.2.2. Sol-Jel yontemiyle HA sentezi

Sol—jel yontemi ile HA iiretim metodunda, uygun kimyasallar kullanilarak hazirlanan
cozeltiler jellestirme isleminin ardindan kurutma, kalsinasyon gibi islem basamaklari
uygulanir. Sol—jel liretim yonteminin en biiylik avantaji, diislik sicakliklarda yiiksek
saflikta HA tozu {iretilebilmesidir [48]. HA iiretiminde son {iriiniin Ca/P oraninin 1,67
olmasi istenir. Sol-jel yontemiyle HA sentezinde bu amagla, ¢esitli Ca ve P igeren
baslangic maddeleri arasinda farkli kombinasyonlar denenmistir. Bu kapsamda

600°C’den yliksek sicakliklarda kalsiyum dietoksit Ca(OEt)2] ve trietil fosfat
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[(PO(OEt); baslangic maddeleri kullanilarak saf HA tiretmislerdir [57,58]. Ayrica 24
saatten uzun siiren yaslandirma siiresinin, monofazik HA tozlarinin sentezlenebilecegi
daha kararl1 ¢ozelti sistemlerinin hazirlanmasinda kritik bir 6neme sahip oldugunu
bulmuslardir [59]. Bunun yaninda ayrica piroliz sirasinda yiiksek kiitle kayiplar1 ve
CaO gibi istenmeyen faz olusumlar1 gézlemlemislerdir. Jillavenkatase vd., 773°C’de
kalsiyum asetat (Ca(COO)2) ve trietil fosfat [(PO(OEt)3 baslangic maddelerini
kullanarak HA ve CaQO’in bir karisimin1 sentezlemislerdir. Daha sonra saf HA elde
etmek icin bu karisimi hidroklorik asit ile yikmislardir. Brendel vd, [60] 400°C gibi
daha diisiik sicaklilarda kalsiyum nitrat tetrahidrat [Ca(NO3)2.4H20] ve fenil dikloro
fosfit [CeHsPCl2 baslangic maddelerini kullanarak HA elde etmistir. Fakat elde
ettikleri HA’in dusiik saflikta ve zayif kristallografik 6zelliklere sahip oldugu
goriilmistiir. Daha sonra sentez sicakligini 900°C’ye arttirarak iyi kristallografide saf
bir iiriin elde etmislerdir [60]. Ca(NO3)2 4H20 ve KH2POs4 kullanarak sol-jel
yontemiyle HA sentezlemistir [61]. Calismasinda Sekil 3.7.’de yiiksek sicaklarda

kristalligin arttigmi ve topaklanma davraniginin kismen elimine edilebildigini

belirlemistir.
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Sekil 3.7. HA’in (a) XRD spektrumu ve (b) SEM goriintiisii [61].

Ca(OEt), ve H3PO4,1'in etanoldeki ¢ozeltilerinden HA jelini elde etmistir. Bu ¢alisma
kapsaminda, kalsiyum dietoksit ¢ozeltisi etanol ile (1000 mL) kalsiyum bilesiginin
6,88 graminin azot atmosferi altinda 80°C’de 4 saat karistirilmasiyla hazirlanmis ve

daha sonra bu ¢ozelti buz banyosunda sogutulmustur. Fosforik asit ¢ozeltisi, etanolde
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(200 mL) H3POg4’lin 11,67 graminin ¢oziilmesiyle hazirlanmis ve bu ¢ozelti damla
damla kalsiyum dietoksit ¢ozeltisine eklenmistir. Karisim 24 saat azot atmosferi
altinda yaslandirmaya birakilmis, daha sonra 10 dk 4000 rpm hizda santrifiij edilmistir.
Elde edilen ¢okelti firinda 100°C’de 8 saat kurutulmustur [53].

3.2.3. Mikroemiilsiyon yontemleri

3.2.3.1. Ters-misel yontemi ile HA sentezi

Mikroemiilsiyon yontemi, metal, oksit, halojeniir, siilfit, karbonat, siiperiletken ve son
yillarda biyoseramik nanopartikiillerin basarili bir sekilde sentezlenmesinde
kullanilmaktadir [62]. Ters mikroemiilsiyon sistemi, optik olarak seffaf yag fazi
icerisinde 5-20 nm c¢apinda su damlalar1 igerir. Reaksiyon, tepkimeye girecek
maddeleri tastyan farkli damlalar birbirleriyle ¢arpistiginda baslar. Bu damlalarin her
biri nano boyutta parcaciklar olusturacak nano boyutta reaktor olarak davranir. Distile
su, yag faz1 olarak bitkisel yag, notr yiizey aktif madde olarak Triton X-100 ve
yardimci ylizey aktif madde olarak etanol kullanilarak yag/su emiilsiyon sistemindeki
jelatinimsi kalsiyum fosfat bu sistemden ayrirarak HA tozlar1 sentezlemislerdir.
Mikroemiilsiyon sisteminde, yag fazi olarak siklohegzan, poli(oksietilen)5nonil fenol
eter (NP-5) ve poli (oksietilen)9nonil fenol eter (NP-9) karisimimi yiizey aktif
madde ve diger bir calismasinda da yag fazi olarak petrol eteri ve ntr karakterde bir
yiizey aktif madde kullanarak CaCl2 ile (NH4)2HPO4’lin reaksiyonuyla hidroksiapatit
tozlarini liretmis ve mikroemiilsiyon kaynakli baslangi¢c maddelerini 650°C’de kalsine
ederek HA tozlarmi elde etmistir. Sonugta pargaciklarin boyutu, parcacik boyut
dagilmi, parcaciklarin topaklanma miktar1 Onemli miktarda disiiriilmis ve

parcaciklarin kristaliniteleri arttirilmistir [63].

Yiizey aktif madde olarak TX-100 ve Tween 80 karisimini, yardimci yiizey aktif
madde olarak n-biitanol ve n-hekzanol karigimini ve yag fazi olarak da siklohekzan
kullanarak ters-mikroemiilsiyon sistemi olusturmuslar ve 0,5 M Ca(NOs), ile 0,3 M
(NH4)2HPO, ¢ozeltilerini baslangic maddeleri olarak kullanmiglardir. PH degerini

amonyak ¢ozeltileri kullanarak 10-11 degerine ayarlamislardir. Sistemin 30 dk
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karistirilmasiyla seffaf bir ¢ozelti elde edilmis ve 1 giin oda sicakliginda karistirma
yapilmadan yaslandirmaya birakilmistir. Son olarak ¢ozeltiye saf alkol eklenerek,
beyaz ¢amurumsu bir ¢okelek elde edilmis ve bu beyaz jelimsi HA parcaciklar
santrifiijle ayrilmistir. Cokelekler 3 kere saf alkol ile yikanmig, 80°C’de
kurutulmasinin ardindan 6 saat 650°C’de sinterlenmistir [63]. Elde ettikleri HA
tozlarin1 ¢Oktiirme metoduyla sentezlenen tozlarla kiysaladiklarinda, daha diisiik

boyutta ve daha diisiik derecede topaklanma egilimi gosteren iiriin elde etmislerdir

[63].

Sekil 3.8.’de ters-mikroemiilsiyon yoOntemiyle sentezlenen HA tozlarmin TEM
goriintlisli gosterilmektedir. Bu ¢alismada ayni zamanda iirettikleri HA tozunun 1s1l
davranisin1 incelemis ve 25-1200°C arasinda degisen sicakliklarda bu tozlari
sinterlemis ve sicaklikla kristalinitenin arttigin1 buna karsin ¢oktiirme yonteminde
oldugu gibi CaO ve B-TCP gibi herhangi bir faza doniigiimiiniin gergeklesmedigini
belirlemistir [63].

v
1200°C
5
[T, - — A w woa
=
=
un
750°C
650°C ‘
s an I Wac A (AR i & = .
N e 25°C 8- i N
-~ Ll
10 20 30 40 S0 S0 70
28

Sekil 3.8. HA seramik tozlarinin (a) XRD (b) TEM goériintiileri [55].

3.2.3.2. Sok dalga yontemi ile HA sentezi

PH-sok  dalga-mikroemiilsiyon = yontemiyle; baslangic  maddeleri  olarak
Ca(H2P0O4)2.H20 ile CaCl2, pH ayarlamak i¢in amonyak ¢ozeltisi, yiizey aktif
maddeler olarak setiltrimetilamonyum bromid (CTAB), I1-butanol ve n-oktan
maddelerini kulanlar HA sentezlemistir. Elde ettikleri iirtintin Sekil 3.9.’da parcacik

boyutunun dar bir dagilim araliginda degistigini ve amorf topaklanmis parcaciklar
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icerdigini belirlemislerdir. 650°C’de 1s1l isleme tabi tutulan iiriiniin 40-120 nm
parcacik boyutuna sahip oldugu ve i¢ yiizeyde herhangi bir por miktarina sahip

olmadig1 belirlenmis.

Sekil 3.9. Sok dalga yontemi ile sentezlenen HA’in SEM goriintiisii [56].

3.2.4. Hidrotermal yontemler

3.2.4.1. Basitlestirilmis hidrotermal yontem ile HA sentezi

Hidrotermal sentez 25°C’den yiiksek sicakliklarda ve 100 kPa’dan yiiksek basing
degerlerinde sulu ortamda ¢ozeltilerden dogrudan kristal seramik malzemeler elde
edilen tek veya ¢ok fazli reaksiyon yontemidir [64]. Fakat hidrotermal islem
sonucunda iirliniin Ca/P orani hidrotermal basincin veya sicakligin artmasina bagl
olarak artar [65]. Manafi vd, CaHPO4.2H20 ve NaOH bilesiklerini suda ¢ozdiikten
sonra sisteme 2-3 g setil trimetilamonyum bromiir ekleyerek HA sentezlemislerdir.
Hidrotermal sentez elektrikli firinda 150°C’de ve 2 saatte gergeklestirilmistir [66].
Isitilmis, Ca(OH)2 ve Ca(H2PO4)2. H20 tozlarinin sulu ¢ozeltilerinin basingli ortamda
109°C’de 1-3 saat 1sitilmasi sonucu igne yapisinda, 130-170 nm uzunlugunda ve 15-
25 nm genisliginde HA kristalleri igeren tozlar elde edilmistir. Bu tozlarin spesifik
yiizey alan1 31-43 m2/g, Ca/P ise 1,640—1,643 olarak bulunmustur. HA tozlar1 1200-

1300°C sicakliklarda sinterlendiginde herhangi bir doniisiim gézlenmemistir.

Sinterlenen tozlarin gézeneksiz bir yiizeye sahip oldugu, egilme mukavemetinin 120
MPa, mikro-Vickers sertliginin 5,1 GPa ve kirilma dayanimimin da 1,2 MPa.m1/2

degerinde oldugu belirlenmistir. Sinterlenen seramik tozlarmin kopeklere implante
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edilerek belirlenmis biyouyumluluklarinin, ticari hidroksiapatitle karsilastirilabilecek
kadar iyi oldugu goriilmiistiir. Bu sentezleme metodu; kolay, ekonomik ve sert
dokularin tekrar yapilandirilma uygulamalarinda kullanilabilecek kadar yiiksek kalite
de tozlar elde edilmesini saglamistir. Sirasiyla 12,9, 11,4, ve 9,7 pH degerlerinde
200°C’de gergeklestirdigi hidrotermal sentez yontemi ile HA seramik tozlarini
sentezlemistir. Sentezlenen HA tozlarina ait Sekil 3.10.’da XRD spektrumlar ve Sekil
3.11°de SEM gorintiileri verilmistir. Sonuglar diisiik pH’larda iiriiniin kristallaografik

ozelliklerinin olumlu yonde gelistirilebildigini gostermistir [67].

Sicldet

Sekil 3.11. HA seramiklerinin SEM goriintiileri (a) pH 12,9 (b) 11,4 (¢) 9,7 [67].

3.2.4.2. Mikrodalga-hidrotermal yontem ile HA sentezi
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Nano boyutta HA tozlari, H3PO4 ve Ca(OH)2 baslangic maddeleri kullanilarak
sogutma hiicreli mikrodalga cihazinda 30 dk, 600 psi basing ve 300°C sicaklik
degerlerinde mikrodalga-hidrotermal yontem kullanilarak tarafindan sentezlenmistir
[60]. Tozlara uygulanan mikrodalganin giicii ve Ca/P oran1 kalsiyum fosfat sentezinde
g0z Oniine alinmasi gereken 6nemli faktorlerdir. Goreceli olarak 450 W gibi diisiik
mikro dalga giiciinde ve 1,57 Ca/P oraninda sentezlenen tozlarda Ca(OH)2, CaHPO4
ve HA bilesiklerinin bir karigimi elde edilmistir. SEM goriintiileri morfolojilerden
birinin 4-15 nm genisliginde ve 20-50 nm uzunlugunda ignesel yapida ve digerinin
10-30 nm ¢apinda kiiresel yapida oldugunu gostermistir (Sekil 3.12a ve Sekil 3.12b).
Sekil 3.13.’de mikrodalga enerjisi degistirilerek sentezlenen HA tozlarinin XRD
spektrumu verilmis ve yiiksek giiclerde saf HA tozu elde edilebildigi goriilmiistiir.
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Sekil 3.13. Farkli mikrodalga enerjisi kullanilarak sentezlenen HA tozlarinin XRD spektrumu (a) 250 W, (b) 3(c)
450 W ve (d) 550W [68].

3.2.5. Mekanokimyasal yontemle HA sentezi
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Mekanokimyasal sentezler, esasen okside edilerek giiclendirilmis alasimlar igin
tasarlanmiglardir [69]. Son 20 yilda geliserek ve gesitlenerek, metalik ve metalik
olmayan malzemelerin fabrikasyonunda da kullanilmaya baslanmistir. Mekano sentez
metodu, reaksiyonun mekanik 6glitmeyle baslatildigi, HA veya CDHA iiretimine
alternatif olan bir metottur [70]. Ogiitiiciide, kiirelerin veya kiire ile duvarlarin (yatay
ve diizlemsel 6giitme kiiresi, titresen 6gilitme kiireleri) arasinda kalan reaktantlar ezilir.
Reaktifler, reaksiyon ic¢in gerekli olan carpismalarin veya siirtiinme tarafindan
saglanan enerjinin bir kismini1 absorbe ederler. Mekanik sentez, yas veya kuru sartlar
altinda uygulanabilir. Yas mekanik sentez, sivi: toz orani genellikle kiitlece %60-95
arasinda olacak sekilde, baslangic maddelerinin siv1 siispansiyonunda 6gtiilmesidir
(1slak 6gilitme-hidrotermal metod). Kuru mekanik sentezde, reaktif tozlara herhangi bir
¢oziicli olmadan dogrudan 6gilitme uygulanir. Kalsiyum fosfatlarin mekanik senteziyle
ilgili olarak yas yonteme ait pek ¢ok makale ve patent bulunmasina karsin, kuru
mekanosentez ile ilgili olarak ¢ok az sayida calisma bulunmaktadir [71,72]. Kuru
yontemle gerceklestirilen hidroksiapatitin mekanokimyasal yontemle sentezinde,
asagidaki bulgular1 gézlemisler ve daha sonra kalsiyum fosfatlarin sentezinde neden
yas yontemin tercih edildigini anlamak i¢in dikalsiyum fosfat dihidrat (DCPD) ile
kalsiyum oksitin mekanokimyasal reaksiyonun kinetik sabitleri iizerine suyun etkisini

incelemislerdir.

1. Asidik kalsiyum fosfatlarin, herhangi bir bazik kalsiyum fosfatla veya CaO,
Ca(OH)2 ve CaCO3 gibi bilesiklerle kuru ogitiitiilmesiyle, orta baziklikte
kalsiyum fosfatlarin (HA, CDHA, DCPD, gibi) olusumu gerceklesir. Bu
olusum secilen baslangic malzemelerine ve onlarin igerdigi Ca/P oranina
baghdir.

2. Mekanokimyasal reaksiyonlarinin kinetigi takip edilebilir.

3. Reaksiyon hiz1 deneysel ve enstriimantal parametrelere baglhdir.

Gergeklestirdigi bir ¢alismada ise hidroksiapatit seramigi, kalsiyum oksit (CaO) ile
susuz kalsiyum hidrojen fosfatin (CaHPO4) kuru karigiminin yiiksek enerjili mekanik
aktivasyonuyla olusturulmustur. Yiiksek kristalitede tek fazli hidroksiapatit, yliksek

sicaklikta 1s1l isleme maruz kalmadan 20 saatlik mekanik aktivasyonla
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olusturulabilmis ve elde edilen {iriiniin ortalama pargacik boyutu ~25 nm, ¢ok noktali
BET teknigiyle oOlgiilen spesifik yilizey alaninin ise 76,06 m/g degerinde oldugu
bulunmustur. 900-1300°C arasinda degisen sicakliklarda sinterlenen HA tozlarinin
XRD spektrumlart Sekil 3.14.’te verilmistir. Artan sicaklikla birlikte yapida B-TCP
gibi safsizliklarin olustugu goézlenmistir. Sekil 3.15.te ise degisik sicakliklarda
sinterlenen HA tozlarinin SEM goriintiileri verilmis artan sicaklikla yiizey alaninin

kiigiildiigii goriilmiistiir [71].

-
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Siddet

Sekil 3.15. Degisik sicakliklarda sinterlenen HA tozlarinin SEM goériintiileri (a)900°C (b)1000°C (c)1200°
(d)1300°C.

3.3. Hidroksiapatit Cesitleri
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3.3.1. Biyolojik hidroksiapatit

Viicutta bulunan kemik, dis, enamel kisimlarin mineral fazini olusturan biyolojik
apatitler kompozisyon, stokiometri, fiziksel ve mekanik Ozellikler olarak
hidroksiapatitten farklilik gostermektedir. Biyolojik apatitler genellikle kalsiyumca
fakir ve hidroksiapatit latis noktalarinda farkli yer alan atomlar1 bulundurabilen
yapidadirlar. Biyolojik apatitler genel olarak (Ca,M)i0(PO4,COs,Y)s(OH,F,Cl).
kimyasal formiilii ile bilinen ve M yerine Na,K,Mg ve Y yerine ise fosfat ve siilfatlar
gibi cesitli fonksiyonel gruplar bulundurabilen yapilardir. Biyolojik apatitler sentetik
apatitler ile karsilastirildigi zaman yer degistirme mekanizmasi gozlenerek fosfat
gruplar1 yerine karbonat gruplari gelirken kalsiyum yerine sodyum iyonlari
gelmektedir. Yer alan atomlarinin varhigi ve kompozisyondaki farklilik nedeniyle
biyolojik hidroksiapatit sentetik hidroksiapatitten fiziksel ve mekanik 6zellikler olarak
farklilik gostermektedir. Tablo 3.4.’de biyolojik apatit ve sentetik hidroksiapatitlerin

mekanik ve fiziksel 6zelliklerini 6zetlemektedir [73].

Tablo 3.4. Biyolojik ve sentetik apatitlerin mekanik ve fiziksel 6zellikleri.

Ozellik Enamel Kemik Sentetik
Hidroksiapatit
Latis Parametresi
a 0,9441 0,9419 0,9422
c 0,6882 0,6880 0,6880
Kristal boyutu (nm) 130x130 25x(2.5x5.0) mikrometrelerde
Elastik Modiil
(GPa)
14 7-30 10
Cekilme
Mukavemeti (MPa)
70 50-150 100

Karbonapatit olarak da bilinen biyolojik hidroksiapatitler Tip A ve Tip B olmak iizere

ikiye ayrilirlar. Tip A olmasi durumunda karbonat grubu OH grubu yerine gecerek a-
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ekseninde artisa ve c-ekseninde ise diisiise neden olurlar. Tip B olmast durumunda ise
karbonat grubu fosfat grubu yerine gegerek a-ckseninde diisiise neden olup c-
ekseninde artis yaratirlar. Biyolojik apatitler ise Tip B 6zelligi gosteren sentetik

karbonapatitlere benzemektedir [74].

3.3.2. Yogun hidroksiapatit

Trikalsiyum fosfat seramiklerin sert doku uygulamalarinda kullanimi 192011 yillara
dayanmaktadir. Fakat hidroksiapatit tozlarmin sinterlenerek medikal uygulamalarda
kullanim1 ise ilk olarak 1970 yillarinda Monroe ve arkadaslari tarafindan

gerceklestirilmistir [75].

Gliniimiizde kullanilan ileri teknoloji seramiklerinin ¢cogu dnce tozlarin istenilen sekle
sokularak kompaklanmasi ardindan yiiksek sicaklikta sinterlenerek porlarin azaltilarak
daha yogun bir yapmin elde edilmesi ile iiretilmistir. Densifikasyon, sinterleme
prosesinin ana amacidir ve ayni zamanda malzemenin elektriksel, manyetik, optik ve
mekanik Ozelliklerinin ~ sinterleme sirasinda olusan kimyasal ve fiziksel
degisikliklerden dolay1 degisiklik gosterdigi gozlenmistir [76]. Sinterleme islemi tane
boyutu, tane sekli, porozite ve por boyutu gibi 6zellikleri etkileyerek mikroyapisal
degisiklikler yaratirken ayni1 zamanda taneler ve tane siirlarinda kimyasal
kompozisyonda farklilik yaratarak kalsiyum-fosfat seramiklerinin mekanik ve

biyolojik 6zelliklerini etkileyebilirler [77].

Saf HA, Cai0(PO4)6(OH)., teorik kompozisyon olarak agirlik¢a %39.68 Ca, %18.45
P igermektedir. Ca/P oranmi ise agirlikga 2.151 iken mol olarak 1.667 degerindedir.
Yogun hidroksiapatitlerin Ca/P oranlar igerisindeki B-TCP/HA oranina gore de8isim
gostermektedir. Eger Ca/P orani 1,67 ise X 1s1n1 difraktometresi sonucunda sadece HA
faz1 gozlenir. Fakat Ca/P oraninin 1,67 den diislik olmas1 durumunda ise B-TCP, TTCP,
Ca4P209 ve Ca4(PO4)2 gibi fazlar olugsmaktadir. Bu oranin 1.67°den biiylik olmasi
durumunda ise HA ile beraber CaO fazinin olusumu gézlenmistir [78].

3.3.3. Poroz hidroksiapatit
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Poroz hidroksiapatit seramikleri genelde kemik tedavi uygulamalarinda
kullanilmaktadir. Makroporoziteye sahip malzemelerin yogun malzemelere kiyasla
gelismis biyouyumluluk gostermeleri nedeniyle yiik tasimayan bolgelerde kemik

dolgusu olarak da kullanimlarina olan ilgi artmistir [79].

En biiyliik avantajlar1 ise yapisinda bulunan makroporoziteler sayesinde kemik
bliylimesine ve tutunmasina olanak saglamasidir. Biitiin bu avantajlarinin yaninda
poroziteler mekanik oOzelliklerin diisiisiine ve korozyona neden olabilir. Autograft
malzemelerin azlig1 ve allograftlarin yarattig1 saglik riskinden dolay1 sentetik kemik
ve sert doku malzemelerine ihtiya¢ artmaktadir. Bu uygulamalarda HA tercih
edilmesinin sebebi ise sert doku uygulamalarinda kullanilacak olan bu malzemenin

kimyasal, mekanik ve morfolojik olarak dokuya benzerligidir [81].

3.4. HA’ nin Kullanim Alanlari

Ozellikle metal ve alasimlar bir ¢cok alanda biyomalzeme olarak kullanilmaktadur.
Ciinkii, mekanik ve kimyasal yapilar1 bu is i¢in uygundur. Metal ve alagimlar; dis
protezinde, kas iskelet sisteminde ve kalp kapakg¢iklarinda siklikla kullanilmaktadir.
Son zamanlarda biyomalzemelerde titanyum kullanim orani artmistir. Ciinkii yapilan
aragtirmalarda titanyumun hafif oldugu, dokularla fazla reaksiyona girmedigi ve

viicuda kars1 biyouyumluluga sahip olugu goriilmiistiir.

Metalik biyomalzemelerde Nikel ve titanyum alagilar1 kullanilmaktadir. Tip da akilh
malzemeler olarak nitelendirilmektedir. Ozellikle gozliik g¢ergeveleri, otomobil
parcalari,dis telleri ve kap-damar hastaliklarinda kullanilan malzemeler baglica akilli

malzemelerdir. Akilli malzemeler sekil bellekli alagimlardir.

Baska bir biyomalzeme tiirii ise biyosermiklerdir. Insan viicudunda zarar gérmiis ve
islevini yitirmis olan uzvun yerine gegmektedirler. Giinliik yasamda dis tedavilerinde,
kalca protezinde ve yiiz kemiklerinde kullanilmaktadir. Kalsiyum eksikliginde

meydana gelen kemik erimesinde biyoseramiklere ihitya¢ duyulmaktadir. Ayrica ileri
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yaslarda meydana gelen kemik erimesi sonucunda da biyoseramiklere ihtiyag

duyulmaktadir.

Biyomalzemelerin Amaglarini Maddeler Halinde Sayacak Olursak;
1. Viicutta hastalikli ya da hasar gérmiis organ ya da uzuvlarin yerine kullanilir.
Ornegin; diyaliz ve protezler.

Viicutta hasarli organin fonksiyonelligini arttirmak amaciyla kullanilir.

M e

Ornegin; lens, kalp pili, isitme cihaz1 ve benzeri Kozmetik sikintilar1 gidermek
amacli kullanilir.

Ornegin; dis teli ve silikon yaptirma.

Fonsiyon bozukluklarini gidermek amaciyla kullanilir.

Ornegin omurgalardaki bozukluklar.

Hasarli bolgenin iyilesmesine yardimer olur.

© o N o O

Ornegin; Ameliyat iplikleri, cerrahi vida ve teller.
10.  Hastaligin teshisine yardimci olma amagli kullanilmaktadir.

11.  Ornegin; endoskopi makinesi ve enkektor.

3.4.1. HA’nin dis hekimliginde kullanim

Dis ciiriikleri yaygin olarak goriilen bir oral hastaliktir. Ciiriik basladigi donemde,
bakteriler dis minesinde hasara neden olurlar. Hasar géren mine dokusunun ticari
malzemelerle doldurularak onarilmasi geleneksel bir tedavi yontemidir. Fakat bu
durumda dis ile yabanci malzeme ara yiizeyinde genellikle ikinci bir ¢liriik meydana
gelmektedir [82]. Nanoboyutta HA ve CDHA yapilari, mine dokusu ile kimyasal ve

faz benzerliklerine bagl olarak dis minesinin model bilesikleri olarak diisiiniiliir [83].

Bu nedenle mine minerallerinin re-minerealizasyonunda nano boyutta apatit veya
diger kalsiyum ortofosfatlarn kullanimi &nerilmektedir. Ornegin; nano boyutta apatit
iceren dis macunlari, hasara ugramis mine tabakasinin kismen onarabildigi gibi
beyazlatma etkisi de gdstermektedir [84]. Dis minesi oldukca kompleks bir yapidir ve

sentezlenmis apatit kristalleri genellikle boyut, morfoloji ve yonelme bakimindan



51

dogal olarak olusan apatit kristallerinden farkliliklar gosterir ki bu da dis tekrar
yapilandirildiginda zayif mekanik 6zelliklere sahip olmasina neden olur. Son yillarda
yapilan arastirmalar, dis hasarlarinin giderilmesinde daha kiigiik boyutta HA nano
partikiillerin kullaniminin avantaj saglayacagini gostermistir. Ornegin; laboratuar
ortaminda gerceklestirilen calismalarda HA nano pargaciklarinin kendiliginden

olusabilecegi ispatlanmistir [85].

Bu kapsamda, mine dokusunun bolgesel onarimi i¢cin HA nano pargaciklarinin
(yaklasgtk 20 nm boyutunda) gelistirilmesi amaciyla biyomimetik tekniklerin
kullanim1 6nerilmistir. Dahasi biyomimetik yontemlerle sentezlenen nano boyutlu HA
yapilarinin mine yiizeyinde oldukca kuvvetli bir sekilde adsorplanabildigi ve hatta
dogal mine yapisina doniisebildigi belirlenmistir. Sasirtict olsa da mine yiizeyindeki
mineral kayiplart yaklagik 20 nm boyutunda HA nano pargaciklar1 kullanilarak
durudurulabilmektedir. Dahasi 20 nm c¢apindaki HA ile kaplanan mine ylizeyinin
sertligi 4,6 + 0,4 GPa ve elastik modiilii 95,6 + 8,4 GPa degerindedir. Bu deger de
dogal mine dokusunun 4,2 + 0,2 ve 94,1 + 5,4 GPa sertlik ve elastik modiil degerlerine
olduke¢a yakindir [86]. Enamel dokusunun HA nano pargaciklari ile gliglendirilmesi,
diger dolgu maddelerinde goriilen ikincil ¢iiriikleri elimine eder [87]. Bu gibi
ozelliklerine bagli olarak HA esasli malzemeler dental uygulamalarda yaygin olarak

kullanilmaktadir.

3.4.2. HA’min ortopedi alaninda kullanim

Modern kemik greftleri, sadece hasarli kemik bolgesinin yenilenmesinde degil aym
zamanda osteoindiiktif olup uygulandig1 bolgede kemik gelisimini aktive edebilecek
Ozellikte olmalidir. Modern biyomalzemelerde istenilen temel 6zellik, malzemenin
canli dokuya baglanabilmesini saglayan biyolojik olarak aktif apatit tabakasi
tiretmesidir [88]. Ayrica iyi bir greft malzeme var olan kemik dokusu arasinda koprii
gorevi goren yumusak dokulara ve dokularin beslenebilmesi i¢in gerekli olan kan

damarlarina gerekli destegi saglamalidir [89].
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Mikron boyutta kalsiyum ortofosfat biyoseramikleri, memelilerin kalsifiye olmus
dokulariyla olan kimyasal benzerliklerine bagl olarak 30 yili agkin siiredir disgilikte,
ortopedide ve cerrahi de genis Ol¢iide kullanilmaktadir. Nanoteknolojideki hizli
gelismelere bagli olarak, nano boyutlu kalsiyum ortofosfat seramiklerinin kemik
kusurlarinda  kullanim1  biiyiikk ilgi gérmeye baslamistir. Mevcut ticari
formiilasyonlardan biri olan ve kemik bosluklarinin doldurulmasinda kullanilan ve
Angstrom Medika Enstitiisii tarafindan {iretilmis olan NanOss™ (Sekil 4.16.),
piyasadaki ilk nanoteknolojik medikal iiriin olarak diisiiniilebilir. Bu iiriin, kalsiyum
ortofosfat nanopargaciklarinin sulu ¢ozeltilerden beyaz toz seklinde ¢oktiiriilmesinin
ardindan preslenme ve 1sil islem uygulamasi ile yogun, seffaf nanokristalin bir
malzeme olarak iiretilmistir. Bu {iriiniin mikroyapisi ve kimyasal bilesiminin yaninda
mekanik giicli ve osteokondiiktivitesi de insan kemigine oldukca benzemektedir. Bu
tirtin; spor hekimligi, travma, omurga ve genellikle ortopedik alanda insan kemigine

uygulandigunda, zamanla kemigin tekrar modellenmesini saglar [90].
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Sekil 3.16. NanOss™ isimli yapisal cihazin goriiniimii [84].
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Ostim® (Sekil 3.17.), oldukca popiiler olan diger ticari formiilasyonlardan biridir. Bu

tirtin, 2002 yilinda enjekte edilebilir kullanimda piyasaya siiriilmiistiir.

Sekil 3.17. Ostim® toz ve enjekte edilebilir formda.

Ostim, ortalama kristal boyutu 100x20x3 nm, spesifik yiizey alan1 ~100 m2/g olan
ignemsi yapida sentetik nanokristalin HA yapisidir. Bu {iriin; metafizyel kiriklarda,
kistlerde, alveolar ¢ikintilarin olusmast durumlarinda ve kalca c¢okiikliigiiniin
onariminda kullanilabilir. Uriiniin kemik ile kaynasmasi ve yeni kemik olusumunun
gozlenmesi 3 aylik bir siirede gergeklesir [89]. Klinik uygulamalarda, HA biyoseramik
cekirdegi olan Cerabone® veya bifazik (B-TCP + HA) graniilii olan BoneSaves®, bazi
tirtinlerle karigtirtlarak kullanilabilir. Bu sekilde nanokristalin yapidaki Ostim® gibi
triinlerle diger mikrokristal yapisindaki kalsiyum ortofosfat seramiklerin
karigtirilmasi, kaval kemigi kopriisii kiriklarinin ve metafizyel spongiada meydana

gelen kusurlarin tedavisinde etkili bir yontem olarak kullanilmaktadir [91].
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Sekil 3.18. Cerabone®; toz ve bulk formunda [91].
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Zayif mekanik Ozelliklerine bagli olarak kalsiyum ortofosfatlar, yiik taginimi
gerektiren uygulamalarda kisithh uygulama alanina sahiptirler. Ciinkii bu seramikler,
bu tiir uygulamalar i¢in fazla gevrek ve kirilgandirlar. Yik tasiyan uygulamalar igin
mevcut ¢oziim, biyolojik olarak kismen uyumlu kobalt-krom alagimlari, titanyum ile
titanyum alagimlar1 ve paslanmaz celik gibi metal malzemelerin kullanimidir. Fakat
uzun donemde bu tiir malzemelerin kullanimi basarisizlikla sonu¢lanmaktadir. Tiim bu
metaller toksik olamamalarina karsin biyoinerttirler ve kemige dogrudan
baglanamazlar. Bu malzemelerin biyolojik uyumluluklarin1 gelistirmek icin en sik
kullanilan yontem, kemik olusumunu ve kemik onarimmi gelistirmek {izere

cogunlukla apatitler olmak {izere kalsiyum ortofosfatlarla kaplanmasidir [92].

3.4.3. HA’nin oftalmolajik alanda kullanimi

HA’nin bir diger kullanim alani ise okiiler implant uygulamasidir (Sekil 3.19.). 1985
yilinda hidroksiapatit orbital imlantin kullanima girmesi ile birlikte anoftalmik soket
cerrahisinde yeni bir donem baslamistir [93]. 500 pm capinda birbiriyle baglantili
pordz yapilari sayesinde implant i¢ine fibrovaskiiler doku biiyiitiilmesine izin veren bu
materyal, orbital dokularla biitiinlesme 6zelligine sahiptir. Dolayisiyla, pordz olmayan
implantlara gore acilim, atilim, migrasyon ve enfeksiyon olusturma riski daha az
olmakta, hareket pimi takilabilmesi sayesinde de miikemmel protez hareketi elde
edilebilmektedir [92]. Biyouyumluluk ve toksisite gdstermeme gibi 6zellikler, HA'y1

okiiler implant uygulamasi i¢in ideal bir biyomalzeme yapmaktadir.

Sekil 3.19. Hidroksiapatitin okiiler implant uygulamasi.

Sekil 3.20.’de ise sinterlenmis hidroksiapatitin okiiler implant uygulamasi verilmistir.

Sekilde goriilen implant, kdpeklerin in vivo ¢alismalarinda kullanilmistir [94].
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Sekil 3.20. Hidroksiapatitin okiiler protez uygulamasi [94].

1987 yilinda yapay goz ve orta kulak implant uygulamalarinda kullanilan ve basarili
bulunan HA, FDA (Food and Drug Administration) tarafindan onay verilince,
ticari olarak piyasaya ¢ikmis ve ¢ok satilmistir. Sekil 3.21.”da orta kulak implantina ait
bir uygulama goriilmektedir [95].

Sekil 3.21. Orta kulak implantina ait bir uygulama [94].

3.4.4. HA’nin eczacilik alaninda kullanim

Ilag salim sistemleri (Drug Delivery System-DDS), kemik hasarlar1 tedavisinde kemik
biiylimesini ve yenilenmesini desteklemek iizere gelistirilmis sistemlerdir [96].
Kemikte hasarin meydana geldigi bolgede kan dolasimi zayif oldugundan antibiyotik,
antimikrobiyal ve biiyiime faktorii gibi ilaglarla etkilenen bolgelerin desteklenmesi
gerekir. DDS’nin etkili olabilmesi i¢in tasiyicinin tam anlamiyla giivenli, olduk¢a
etkili, yan etkileri tahmin edilebilir, kontrollii ve uzun siireli salim siiresi gibi

ozelliklere sahip olmasi gerekir [94].
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flglarin enkapsiilasyonu igin partikiiler, membranel ve porlu matris yapisinda,
biyobozunur polimerler (sentetik veya dogal) ve biyoaktif seramikler gibi pek ¢ok
tagtyicilar gelistirilmistir [97]. Bu yapilar igerisinde ilag tasiyici sistemler olarak,
osteokondiiktivitesi ve biyouyumluluguna bagli olarak HA 6zellikle ilgi gérmektedir

[96].

Gozenekli HA yapisi, pratikte kemik biiylimesini ve osseointegrasyonu saglamak
tizere kemik iskeleleri olarak kullanilir [98]. DDS olarak kullanilacagi zaman
porozitesi yani gdzenek boyutu etkin bir sekilde kontrol edilebilmelidir. Daha da
Oonemlisi ilaglar etkin bir sekilde sisteme yiiklenebilmeli ve salimi uzun siireli
olmalidir. Bu gibi gereksinimlerin optimize edilebilmesi i¢in gdzenekli iskeletin
kaplanmas1 Onerilmistir. Plastik polimerle kaplayarak, gdézenekli iskelet yapinin
kirilganlik sorununun iistesinden gelinebilecegi diisiniilmiistiir. Bu yontemle ilaclar,
iskelet yapiya daha etkin bir sekilde kenetlenebilirler. Polimerin biyouyumlulugunun
arttrilmasi icin polimer ile HA tozu hibritlestirilir. Uygulamada HA tozlari, film ve
mikrokiire yapisindaki PLGA, PMMA ve polikaprolakton (PCL) gibi biyolojik
polimerlerle hibritlestirilirler [99].

PCL ise diisiikk maliyetine, biyouyumluluguna, diisitk molekii agirlikli oluguna bagh
olarak 6zellikle tercih edilmektedir [100].

3.4.5. HA’min arkeolojik alanda kullanim

Arkeolojide insan ve hayvan fosillerinin hidroksiapatit kristalleri donem insaninin
beslenme aligkanliklarini belirlemek {izere analiz edilir. Kemik ve disin mineral
fraksiyonlar1 stronsiyum dahil olmak tizere eser elementler i¢in depo olarak davranir.
Kemikteki stronsiyum/kalsiyum oranindan yola ¢ikilarak bu kalintilarin beslenme
aligkanliklar1 tahmin edilebilir. Sr/Ca analiziyle bu canlilarin etobur, otobur veya
omnivor bir canli olup olmadig: hatta hayvanlar i¢in deniz canlis1 m1 yoksa karada

yasayan bir canli m1 oldugu anlasilabilir [101].


http://tureng.com/search/omnivor




BOLUM 4. SCHIFF BAZLARI, GUMUS VE BAKTERILER

4.1. Giris

IUPAC tarafindan azot atomuna gifte bag ile bagl karbon atomu igeren imin gruplari
olarak tanimlanan ve azometinler olarak da bilinen bilesiklere Schiff bazlar1 adi
verilmektedir. Bu tiir bilesiklerin ilk 6rnegi 1860 yilinda Hugo Schiff tarafindan
sentezlenmistir. 1864 yilinda Hugo Schiff; Schiff bazlarini, bir aldehit ve bir aminin
kondenzasyonu olarak tanimlamistir. Schiff bazilari, azometin grubundaki azotun bag
yapmamis on molekiiler orbitalindeki elektronlarini metal iyonlarina vererek ligand
olarak davranir. Gliniimiizde halen bir ¢ok kimyaci yeni ve iyi diizenlenmis Schiff
bazlarinin sentezi lizerine ¢aligmaktadir. Bu tip ligandlar “ayricalikli ligandlar” olarak
tanimlamislardir. Schiff bazlar farkli oksidasyon basamaklarindaki c¢esitli metallerle
karal1 hale getirilebilir. Bu sayede bircok metalin katalitik reaksiyonlardaki
performansi kontrol edilebilir [102]. Schiff bazlarinda genellikle NO veya N202
donor atomlar1 bulunur ancak buradaki oksijen atomu yerine kiikiirt, azot veya
selenyum gibi baz1 atomlar da yer alabilir [102]. En iyi bilinen Schiff baz Sekil 4.1.’de
yapili ligandlar salen(sal2en) ve salpen(sal2ph) dir.

: N :/_\: N : N— —
OH HO I/\>L0H HOjO
(a) (b)

Sekil 4.1. a) Salen(sal2en) ligandi1 b) Salpen(sal2ph) ligandi.
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4.2. Giimiis Antibakteriyel Etkisi

Gilimiis ve glimiis iyonlarmin gii¢lii antimikrobiyal etki gosterdigi uzun zamandan beri
bilinmektedir. Giimiisiin ilk kez M.O. 3100 yillarinda Misirhilar ve M.O. 2500
yillarinda Cinliler ve Persler tarafindan kullanildig1 bilinmektedir. Bu eski uygarliklar
enfeksiyonlar1 ve gida bozulmalarini 6nlemek amaciyla giimiis kap kullanmislar, M.O.
800 yillarina dogru glimiig, Nil nehri civarinda para olarak kullanilmaya baslanmustir.
Fenikeliler doneminde su, sarap ve sirkenin giimiis siselerde saklanilarak mikrobiyal
bozunmalarinin  engellendikleri  sdylenmektedir. Romalilarin  yaralanmalarda,
kirilmalarda ve deri hastaliklarinda giimiis nitrat kullandig1 bilinimektedir. M.O. 69
yilindaki ila¢ kitaplarinda giimiis nitrat, mikrop 6ldiiriicii etkisi ile gegmistir. Modern
tibbin babasi sayilan Hipokrat notlarinda glimiisiin 1iyilestirici ve enfeksiyon
olusumunu azaltic1 bir madde oldugunu belirtmistir [102]. Giiclii bir antibakteriyel
etkiye sahip metal iyonlarinin  kullanimlarinda en  biliylik  kisitlama
biyouyumluluklaridir. Diger metaller ile kiyaslandiginda glimiis, insanlar i¢in toksik
(zehirli) etkisi en diisiik olan elementtir. Glimiis iyonlarinin bakteriler izerindeki etkisi
tam olarak aydinlatilmamis olmakla birlikte genellikle iki mekanizma {iizerinde

durulmaktadir [103].

Bu mekanizmalardan birincisine gore glimiis iyonlar1, yapilarinda elektron verici grup
igeren proteinlerle reaksiyona girerek bu proteinleri etkisiz hale getirmektedir. Bakteri
zarindan besin girisi, metabolik olaylar sonucu olusan toksik maddelerin hiicre digina
atilmasi gibi bir¢ok islev zar {izerindeki proteinler tarafindan gerceklestirilmektedir.
Bu proteinler giimiis ile kararl1 kompleksler olusturarak islevini kaybeder dolayisiyla
bakteri oliir. Glimiis iyonlarinin bakteriler iizerindeki etki mekanizmalarindan ikincisi
ise bakteri membranindan sitoplazmaya gegen gilimiis iyonlarinin, sitoplazmik
proteinlerle ya da hiicrenin DNA’s1 {izerinde bulunan thio-, amino-, imidazol-,
karboksil- ve fosfat gruplariyla kompleks olusturmasi ve bu molekiilleri etkisiz hale
getirmesiyle ac¢iklanir. Glimis iyonlarinin E. coli ve S. aureus {izerine antibakteriyel
etkileri arastirilmistir. Arastirmacilar, giimiislin, proteinin -SH gruplar ile etkilesime

girerek proteini inaktif hale getirdigi ve DNA molekiillerine etki ederek DNA’nin
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replikasyon yeteneginin yitirilmesine yol agtiklari sonucuna varmislardir

[104,105,106].

4.3. Schiff Baz1 Metal Kompleksleri

Schiff bazi metal komplekslerinin sentezi {lizerinde ¢ok sayida metod
kullanilabilmektedir. Ancak bu yontemler i¢ginde 6zellikle {i¢ yontem 6ne ¢ikmaktadir.
Bunlardan birincisi sentezlenen Schiff bazi ligandinin metal tuzu ile dogrudan
etkilesmesi [106]. ikincisi, template metot olarak tanimlanan aldehit(ketonun), amin
ve metal tuzunun bir arada kondenzasyona tabi tutulmasi [107,108]. Ugiincii metot ise,
aldehito komplekslerinin aminlerle kondenzasyonudur [108,109]. Schiff bazi
komplekslerinin sentezinde en ¢ok kullanilan metot; 6nce ligandin sentezi, ardindan
iki degerlikli (Co+2, Ni+2, Cut2, Znt+2 ve VO+2 gibi) metal iyonlart ile
komplekslerinin olusturulmas1 yontemidir. Bu komplekslerin sentezinde metal
asetatlar, alkoldeki c¢oziintirliikklerinin fazla olmasi ve ortamda zayif asit tuzu
olusturduklarindan dolay1 en uygun bilesiklerdir. Metal tuzu olarak metal nitriir ve
kloriirler kullanildig: taktirde; sentezlen ligand 6nce NaOH veya KOH gibi kuvvetli
baz ile etkilestirildikten sonra metal atomu ile etkilesimi ve Schiff baz1 kompleksinin
sentezi miimkiin olmaktadir. Schiff bazlari uygun metal tuzlartyla reaksiyona
sokulurken genellikle metanol veya etanol ¢oziicii olarak kullanilir [110,111].
Ligandlardan proton kopartmak i¢in asetat veya hidroksit tuzlar1 kullanilir. Alternatif
olarak trietilamin baz olarak kullanilabilir veya metanol ya da etanolde daha sonra baz
olarak davranan metoksit veya etoksit iyonlar1 olusturmak iizere sodyum ya da
potasyum metali kullanilabilir [112-113]. Schiff baz ligandlari, 6zellikle Schiff bazi
komplekslerinin olusumunda, reaksiyona girdikleri metal iyonu ile kazandiklar
formal kararlilik nedeniyle koordinasyon kimyasinda dikkate deger bir 6neme sahiptir
[114]. Ligandlar, merkez atoma elektron ciftleri verebilen Lewis bazlaridir. Imin
bagindaki azot atomu ortaklanmamis elektron bulundurdugu i¢in elektron verici olup
bazik karakterdedir. Azometin azotu olarak da tanimlanabilen bu atom bir Schiff bazi
icin Oncelikli koordinasyon noktasidir. Azot atomunun bir ¢ift bag ile baglanmis
oldugu azometin sistemindeki m*-orbitalleri sayesinde d-metal iyonlar1 ile geri

baglanmaya uygun koordinasyon bolgesi olabilir. Sonug olarak, azot atomunun da
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bulundugu bu grup, hem o-donér hem de n- akseptdr fonksiyonu gosterebilmektedir.
Bu durum, Schiff bazlarmin olusturdugu metal komplekslerinin yiliksek
kararliliklarinin nedenidir [ 115]. Azometin grubunun ligand olarak kararli kompleksler
olusturabilmesinde ikinci ©onemli faktér, molekiilde hidrojen atomunun kolay
uzaklastirilabildigi azometin bagina yakin bir fonksiyonel grup (tercihen fenolik -OH
grubu) bulunmasidir. Boylece meydana gelen besli veya altili selat halkalar1 ortaya

cikar ki, bu kompleksler metalin kantitatif baglandig yapilardir.

4.3.1. Schiff bazi- metal komplekslerinin tiptaki uygulamalari

Azot ve kiikiirt iceren c¢ok disli ligandlarin metal kompleksleri dikkat ¢ekici biyolojik
aktiviteye sahiptirler ve fizikokimyasal 6zelliklerinden dolay1 ¢ok fazla ilgi gérmiistiir.
Azot ve kiikiirt atomlari, koordinasyona giren metaller ile metalobimolekiillerin
koordinasyonunda anahtar rol oynarlar. Serbest Schiff bazi ligandlar1 ve onlarin metal
kompleksleri bakterilerin, mantarlarin ve mayalarin biyolojik aktivitelerini engelleyici
ozelliklere sahiptir. Schiff bazlarmin metal kompleksleri, ligandlarina gore bu
engellemeyi daha etkin olarak yapmaktadir [116]. Schiff bazlarinin talyum, molibden,
mangan, ¢inko, kadmiyum, bakir ve silikon ile yaptiklar1 kompleksler metalsiz Schiff
bazlar ile karsilastirildiginda antimikrobiyal 6zelliklerin daha iyi oldugu gézlenmistir.
O-fenilendiamin’in pyrolidon ve pyridon ile olusturulan Schiff bazlarimin metal
kompleksleri ¢ok iyi antibakteriyel 6zellik gdstermistir. Antimon, arsenik ve bizmut
metallerinin Schiff baz1 komplekslerinin A.niger ve A.alternata kiiflerine kars1 dikkate
deger antifungal etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Ornegin, furan veya furilglkosal’in
aminlerle olusturdugu Schiff bazlarinin metal kompleksleri ¢esitli organizmalara karsi
antifungal aktivite gdstermislerdir. Giimiis ve ¢inko metali Schiff bazi kompleksleri
dikkate deger antiviral dzellik gostermislerdir. Ornegin, salatalik mozaik viriisiine
kars1 glimiis ve ¢inko komplekslerinin inhibitoér 6zellik gosterdigi tespit edilmistir.
Yukarida bahsedilen o6zelliklerin yani sira Schiff bazi metal komplekslerinin
antiinflamatuar, alerji inhibitorii, antioksidant ve analjezik etkiye sahip olduklar
anlasilmistir. Bunlara Ornek olarak, furan semikarbazo’un metal kompleksleri
antihelmitik(bagirsak kurdu dokiicii) ve analjezik etki gdstermislerdir. Diger taraftan

bazi1 Schiff baz1 metal komplekslerinin antifertilite enzimatik aktiviteye sahip olduklar1
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goriilmiistir. Ornegin hidrazinkarboksamid ve hidrazin Schiff bazlarmm dioxo
Mo(IV) ve Mn(Il) komplekslerinin iiremeyi engelleyici etkiye sahip olduklar: tespit
edilmistir [117,118].

4.4. Schiff Bazlarinin Antibakteriyel Ozellikleri

Heteroaril benzilaminler ve bu bilesiklerin Schiff Bazlar1 antimikrobiyal 6zelliklere
sahiptir. Degisik azoller (imidazol, ve 1,2,4-triazol) ve heteroaril tiirevi bilesikler
patojen bakterilere karsi kullanilmaktadir. Azol bilesikleri, Schiff Bazlarinin

tetrahidrofuran icerisinde NaBH4 ile indirgenmesi ile elde edilir.

| 5.8 = | £ 8

ELOH susuz NaBH,
+ T™NHL - Her [ —— —_—
Co¥l, susu= TELF

CHO FIC——NNH - Het CHLMNH-Het

N,N'-bis(2-piridil-metilen)-1,4-butadienamin ve bu bilesigin Cinko komplekslerinin

anti-inflamator ve hepatoprotektif etkisi bulunmaktadir [103].

4.5. Bakteriler

4.5.1. Bakterinin tanimi

Bakteriler 0,2-2 mikron biyiikliigiinde mikroorganizmalardir (1 mikron = 106 m.).
Bakterilerin sitoplazmas1 “Sitoplazma zar1” denilen bir zar ic¢inde bulunur.
Bakterilerin hiicre yapilart insan hiicrelerinden farklidir. Bakterilerin sahip olduklari

hiicresel 6geleri su sekilde siralayabiliriz;

Sitoplazma zar1
Hiicre duvari
Kapsiil

Fimbria

Kamg¢i

Cekirdek maddesi

Ribozom Mezosom

O N o g B~ WD PE

Inkliizyon cisimcigi
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“Sitoplazma zar1” bir bakterinin en i¢ duvarimi olusturur. “Lipo proteinlerin”
yapisinda olan sitoplazma zari, bakterinin sitoplazmasmi disaridan sarar. Bu zar
bakterinin bi¢imini belirlemekle gorevli degildir. Baslica gorevi bakteri i¢ine girecek
besin maddelerine kars1 segici bir zar gérevini {istlenmis olmasidir. Bakteriden disar1
atilacak  baz1 enzim ve artitk maddelerin de seciciligini  yapar.
“Hiicre duvar1” sitoplazma zarinin hemen disinda bulunur. Bakterilere 6zel
bi¢cimlerini kazandiracak kadar sert bir yapisi vardir. Hiicre duvarinin hiicre iciyle dis1
arasindaki madde aligverisinde etkin gorevi yoktur. Ancak bakteri hiicresinin
boyanma 06zelligi etkiler. Kapsiil denilen iiglincii bir duvar tabakasina bazi bakteri
tirlerinde rastlanir. Kapsiil, bulundugu bakteriye 06zglin bagisiklik 6zellikleri
kazandirir, antibiyotiklere ve fagositoza karsi direngli kilar. Fimbrialar hareket
isleviyle ilgili degildirler. Bakterinin besinle temas ylizeyini daha da artirarak, yakin
bir iligkiye girmelerini ve konak hiicreye yapismalarini sagladiklari diisiiniilmektedir.
Bundan bagka 6zel bir fimbria (seks fimbriasi) bakterinin ayni tiirden baska
bakterilere yapisarak ona genetik madde aracili1 ile bazi 6zelikleri de aktarmasini
saglamaktir. “Kamc1”, bakterilerin hareketliligini saglayan bir uzantidir. Enfeksiyona
sebep olan en etkili ve tehlikeli bakterilerden iyi tanman gram-pozitif
Staphylococcus aureus (S. aureus) ve gram-negatif Escherichia coli Sekil

4.2.°de goriilmektedir [119].

Sekil 4.2. E.coli ve S.aureus bakterilerinin boyali SEM goriintiileri.

“Cekirdek maddesi”, DNA ve/veya RNA icerebilen bakteri i¢ci maddeleridir.

Bakterilerin ¢ekirdek zar1 bulunmadig: i¢in ¢ekirdek maddesi bakteri i¢cine dagilmis
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olarak bulunur. “Ribozomlarin gorevi”, insan hiicrelerindeki ribozomlarin
gorevlerinin aynidir. Bakterilerde-ki ribozomlar bakterinin ¢ogalma donemlerinde
sayica artar. Bakterilerdeki “Mezosom™ denilen yapilar, sitoplazma zarinin bakteri
icine dogru olan kivrimlarindan olusur. Bakterilerin boliinme olaylarinda goérev
iistlendikleri ~ diisiiniilmektedir. ~“Inkliizyon cisimcigi” denilen bakteri igi

cisimciklerin de depo besin maddeleri olduklari diistintilmektedir.

4.5.2. Bakterilerin siniflandirilmasi

Bakteri tiirlerini cesitli 6zelliklerine gore siiflandirilabilir. Biz burada onlar1 yalniz
goriintislerine gore kisaca siniflayacagiz. “Kok” grubu bakteriler tek tek yuvarlak,
mum alevi ya da fasulye bi¢cimindeki bakterilerdir. Bunlar belli bir diizende bir araya
geldiklerinde degisik gruplar olustururlar. Ornegin “Diplolok”lar iki kokun bir araya
gelmesiyle olusurlar. “Streptokok” grubu bir¢ok kokun tespih taneleri gibi arka arkaya
dizilmesiyle bir zincir goriinimii olusturur. “Stafilokok” grubunda koklar iliziim
salkimina benzer bigimde bir araya toplanmiglardir. “Basil” grubu bakteriler kisa
comak bicimindedirler. Bu grupta tiiberkiiloz ve lepra basilleri yer alir. Bakteriler,
fenotipik, analitikve genotipikozelliklerine gore simiflandirilir.  Bakterilerin
tanimlanmasinda oncelikle fenotipikolarak, makroskobik, mikroskobik, biyokimyasal
ozellikleri incelenir. Bakteri kolonilerin rengi, sekli ve kokusu gibi ozellikler
makroskobik tanimlamada kullanilir. Mikroskobik 6zelliklerin incelenmesinde ise en
stk Gram boyama yontemi kullanilir. Bakterileri baslica iki ana sinifa ayirir. Gram
pozitif ve Gram negatif bu yontem ile, duvar yapilarinin farkli olmasindan dolay,
Gram pozitif bakteriler mor, Gram negatif bakteriler pembe-kirmizi boyanir. Bu
boyama teknigi ile bakteriler ayrica, yuvarlak (kok), comak (basil) ve kivrik (spiral)

sekilli olarak siniflandirilabilir.
4.5.3. Bakterilerin isimlendirilmesi
Bakteriler isimlendirilirken once cins ismi (ilk harf biiyiik) sonra tiir ismi (ilk harf

kiigiik) kullanilir ve italik harflerle yazilir. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Staphylococcus aureus v.b.
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4.5.4. Antibakteriyel aktivite

Antibakteriyel aktivite, bakterinin materyal yiizeyinde biiylimesini engelleyen yada
bakterinin 6liimiine yol acan etkidir. Klor gibi ¢esitli kimyasallar ve antibiyotikler
antibakteriyel etkiye sahip maddelerdir. Giiniimiizde, antibakteriyel 6zellige sahip
yeni malzemelerin kesfi konusunda aragtirmalar artmistir. Burada tercih edilen, insan
sagligi i¢in toksik olmayan ve dogada bozunabilen maddelerdir. Bakteriler yilizeylere
baglanip biyofilm denen yogun kiimeler olustururlar. Bu filmler birka¢ mikrometre
kalinliktan yarim metre derinlige kadar degisebilir ve birden ¢ok bakteri, protista ve
arke tiirii icerebilir. Biyofilmlerde yasayan bakteriler, hiicre ve hiicre dis1 bilesenler
ile karmasik bir diizen olustururlar. Meydana gelen ikincil yapilar arasinda
mikrokoloniler de sayilabilir, bunlarin i¢inde bulunan kanal sebekeleri gidalarin daha

kolay diflizyonunu saglar [119].

Dogal ortamlarda, 6rnegin toprak ve bitkilerin yilizeyinde, bakterilerin ¢ogunlugu
biyofilm araciligiyla ylizeye baglanir. Biyofimler tipta da Onemlidir, ¢ilinkii bu
yapilar kronik bakteriyel enfeksiyonlarda ve wviicut igine yerlestirilmis tibbi
cihazlarda bulunurlar. Biyofilmler i¢inde kendini koruyan bakterilerin imhasi, tek

basina ve izole durumda olan bakterilerinkinden ¢ok daha zordur.

Bakteriler uygun sivi ve kati1 ortamlarda kolayca iireyebilirler. Sivi besi yerlerine
ekilen bir tek koloni, uygun bir besiyeri, sicaklik ve inkubasyon siiresinden sonra
treyerek bir bulaniklik meydana getirir. Diger bir ifade ile liremenin varlig: kiiltiiriin
bulanik bir hal almasiyla anlasilabilir. Ancak, bazi etkenler (mikoplasma,
Leptospiralar) gozle zor goriilebilen bir bulaniklik olustururlar. Bazi bakteriler de
cansiz sivi ve kati1 besi yerlerinde iiremezler (rickettsia, chlamydia). Bir kisim
mikroorganizmalar da ¢ok uzun siirede iireyebilirler (Mikobakteriler gibi). Kati
ortamlarda gozle goriilebilecek biiytikliikte koloniler meydana gelir. Bunlar iiremenin

varligin1 gosteren durumlardir [119].

Bu bakterilerin patojenik tiirlerinden birisi de yaralarda enfeksiyona yol agabilen

Staphylococcus aureus’dur. Bu bakteri kuru ylizeylerde yasar ve gecirgenligi arttirir.
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Bu tiirden olan metisiline-direngli S.aureus hastaneden kazanilan enfeksiyonlarda
ana etken olmustur ve toplumdan kazanilan enfeksiyonlarda ortaya ¢ikisi ve
sikligindaki artis1 sonucu bu 0Ozelligi anlasilmistir. S.aureus ayrica toksik sok
sendromuna da neden olabilmektedir. 1980'ler boyunca bazi1 tamponlar S.aureus'un
hizla iiremesine yol agmis ve bu sekilde kana karisan toksinler salinmistir. Herhangi
bir S.aureus enfeksiyonu stafiokokal haglanmis cilt sendromuna yol agabilir. Bu
durum ise derinin kana karisan ekzotoksine verdigi reaksiyon ile olusur. Ayrica
Piyemi diye adlandirilan bir ¢esit septisemiye de yol agabilir. Giiniimiizde S.aureus’un
bir c¢ok antibiyotie direng gosteren izolatlarinin meydana gelmesi c¢ogu

saglik kurulusu i¢in 6nemli bir problem haline gelmistir.

Genelde E.coli kisaltilmasiyla koli basili, memeli hayvanlarin kalin bagirsaginda
yasayan bir bakteri tiiriidiir. Insanin bir giinde diski yoluyla viicudundan gecen
E.coli bakteri sayist 100 milyar ila 10 trilyon arasindadir. Diskiyr olugturan
bakteriler baslica anerobik bakterilerdir, se¢meli anerobik E.coli hiicrelerinin sayisi
diger bakteri tiirlerinin binde biri dolayindadir. Bazi E.coli tipleri ig¢inde
bulunduklar1 hayvan icin zararsiz olmalarina ragmen insana gegtiklerinde hastalik
yapabilirler. Bu hastaliklar arasinda en {inliisii sayilan O157:H7 adli serotip kanl
ishal olup, idrar yolu enfeksiyonlari, menenjit, peritonit, mastit, septisemi ve
gramnegatif pndmoni de sayilabilir. E.coli'nin, tavuk, dana ve baska hayvanlarda da

hastalik yapabildigi gortilmistiir [119].



BOLUM 5. DENEYSEL CALISMALAR

5.1. Giris

Bu tez calismasinda kemik minerali olan hidroksiapatit’in dogal kemiklerden
tiretilmesi, biyouyumluluk ozellikleri antibakteriyel o6zellikleri ve dogal
hidroksiapatitin mekanik 6zelliklerinin incelenmesi hedeflenmistir. Buna uygun olarak

yapilan ¢alismalar sekil 5.1.’de gosterilmistir.

HIDROKSIAPATIT

|

TOZ URETIMI

Antibakterial

biyouyululuk
tetleri

DENEYSEL

CALISMALAR testler

SINTERLEME

l

YOGUNLUK VE
MEKANIK TESTLER

Sekil 5.1. Hidroksiapatit islem adimlari.
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Toz iiretimi ve yapilan deneyler Sakarya Universitesi Teknoloji Fakiiltesi Laboratuari
ve Sakarya Universitesi Termal Sprey Arastirma ve Uygulama Laboratuvar’inda,

bakteri testleri ise Sakarya Universitesi Biyoloji béliimiinde yapilmistir.

Yapilan ¢aligmanin uygunlugunun denetlenmesi agisindan asagida listelenen bir dizi
test tretilen Hidroksiapatit ve katkili hidroksiapatit tozuna uygulanmistir. Tim

calismada ayn1 parametreler, ayn1t hammadde ve ayn1 deney ortamlar1 kullanilmistar.

5.2. Dogal Hidroksiapatit Toz Uretimi

Hayvanin Femur kemikleri ilk olarak sicak suda {i¢ kere kaynatilmis ve iliklerinden
ayrilmistir. Daha sonra bir saloma yardimiyla yakilarak organikler uzaklastirilmistir.
Takiben kemikler Heraus marka elektrik 1sitmali firinda 850°C’de iki saat

kalsinasyona tabi tutulmustur.

Firindan alinan kemikler havanda ezilerek toz haline getirilmistir. Ogiitme islemine
Turbula marka gezegensel degirmende devam edilmistir. Daha sonra kemik tozlarinin
elek analizi yapilarak -75+38 pum boyutlarinda HA
tozu elde edilmistir. Kaplama 6ncesi HA tozun faz bilesenleri X—iginlar1 difraksiyonu

(XRD) ile belirlenmistir.

Ogiitme Oncesi ve dgiitme sonras elde edilen tozlarm tane boyutu, yiizey alam ve
morfolojiler1 (Vega Tescan II) Taramali Elektron Mikroskobu) kullanilarak

incelenmistir.

Hidroksiapatit toz iiretimi Boliim 3’te anlatildigr cesitli yontemlerle yapilmaktadir
¢coktiirme yontemi Sol jel yontemi Mikroemiilsiyon ve Hidrotermal ydntemlerle
iretilmekte ayrica vucut sivisinda, mercan kabugundan veya balik kilgiklarindanda
dogal olarak iretilmektedir ancak biz iilkemizde bol miktrada bulunan Sigir

kemiklerini kullandik [78].
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Uretilen tozlardan 3 ¢esit numune hazirlanmstir;

1. Soguk izostatik pres yardimiyla 380 MPa basing ile ISO BS 13779 standardina
gore ¢capt 8mm, boyu 12 mm olan silindirik numuneler hazirlanmis, bu
numuneler 1000°C, 1100°C, 1200°C ve 1300°C sicaklik degerlerinde 4°C/dk
1sitma hizi ile 4 saat boyunca sinterlenmistir.

2. Uretilen dogal hidroksiapatit tozuna sitrat metodu kullanilarak antibakteriel
0zellik kazandirmak i¢in schiff bazi ve giimiis ilave edilmistir.

3. Saf dogal hidroksiapatit toz formada kullanilmistir.

5.3. Toz Uretimi Adimlar:

5.3.1. Hammadde (kemik ) temin edilmesi

Hidroksiapatit iiretimi i¢in hammadde olarak kullanilan hayvan kemigi (sigirin femur
kemigi) Sakarya Et ve Balik Kurumu tarafindan temin edilmektedir. Bélgemizde bol

ve ucuz olarak temin edilebilmis olmasi ¢alismanin 6ne ¢ikan bagka bir yoniidiir.

Sekil 5.2. Et Balik Kurumu logosu.

5.3.2. Hammaddeye yapilan ilk islem

1. Bas kisminin kesilmesi Bas kismi fazla yagli ve asir1 pordz yapiya sahip oldugu
i¢in toz tiretiminde istenmemektedir.

2. Kemikler boyuna 2 veya 4 kisma ayrilarak ilik kisimlari temizlenir.

Sekil 5.3. Deneylerde kullanilan hayvan kemikleri.
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5.3.3. Parcalanan kemiklere yapilan islemler

1. Parcalanan kemikler organik katkilardan ayristirilir.

2. Yeterli siire ve sicaklikta beklemeden sonra sogutulan malzemeler sonraki

isleme hazir hale getirilmis olur.

Sekil 5.4. Kemiklerin iliklerinden ayrilmasi islemi.

5.3.4. Yag tabakasini uzaklastirma

Elde edilen ilik vb. den ayrismis kemik parcalar1 kemigin dis yapisinda bulunan ince
film seklindeki yag tabakasi uygun yakici kaynagi yardimi ile yakilarak

uzaklastirilarak temizlenir.

Sekil 5.5. Organik maddelerden ayristirma.

5.3.5. Yanms kemiklerin kalsinasyonu

Yakma igleminden sonra fazla karbonun uzaklasmasi i¢in 1000°C’de yakma islemine

tabi tutularak kemik i¢indeki C kararliligin1 kaybeder ve saf hidroksiapatit tozu olmaya
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hazir kemikler elde edilir. Elde edilen tozlarin bu isleme yeterli siire tabi tutuldugunu

renk doniistimiinden anlagilmaktadir.

Sekil 5.6. Organiklerin uzaklastirilmasinda kullanilan kiil firini.

5.3.6. Kalsine edilmis kemiklere yapilan islem

Isil islem gormiis kemikler Havanlarda (agat) kirma ve parcalama yaparak 6giitiilmeye

hazir hale getirilir.

Sekil 5.7. HA kiitlelerinin kaba 6giitiilmesi.
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5.3.7. Kalsinasyon sonrasi kemik parcalarindan toz eldesi.

Kirllma islemine tabi tutulan 1sil islem gérmiis kemikler uygun bir polimer kap
icerisine yerlestirilir. Zirkonya bilyalar yardimiyla sivi ortamda (izopropil alkol)
karistirilir. Yapilan karisim Sakarya Universitesi Termal Sprey Arastirma Uygulama
Laboratuarinda bulunan gezegen degirmende 8 saat karistirilarak istenilen toz

boyutuna getirilmistir.

Sekil 5.8. Gezegen degirmen.

5.3.8. Ogiitiilmiis hidroksiapatit

Ogiitiilen karisim haldeki hidroksiapatit tozu rotary evaporatdr yardimiyla homojen
bir sekilde karisitirlarak icerisindeki alkolden ayristirilir. Boylelikle 1 saat gibi kisa bir
siirede neredeyse tamamen ayrisma gerceklesmis olur. Alkolden arindirilan tozlar

etlivde beklemeye birakilir.

Sekil 5.9. Rotary Evaporator. Sekil 5.10. Manyetik karigtirici.
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5.3.9. Ogiitiilmiis hidroksiapatit tozlarinin son hali

Ogiitiilen tozlar farkl eleklerden gegirilerek istenilen boyutlara gére ayrilmaktadir. Bu
yontemle ililkemizde heniiz iiretilmeyen ve insan viicudu i¢in yedek parca niteligi
tastyan hidroksi apatitin toz formunda sistem seri hale getirilerek yiiksek miktarlarda

uretimi mimkiindr.

Sekil 5.11. Uretilen HA tozu.

Dogal apatitlerin on yillik sonu¢ taramalari, bize sentetik yapilardan daha kolay
biyouyum sagladiklarini géstermistir. Dogal apatitlerin orijinleri, mercan, domuz ve
sigirdir. Halkimizin Miisliiman olusu, Miisliiman iilkelere satis kolaylig1 agisindan,

calismalarimiz si1g1r ile yapilmustir.

Sonugta, kompozit yapilarin, kemigin yar1 iletken yapisina benzer iletkenlikte
olmastyla kemik hiicrelerinin ¢ogalmasim1 aktive ettigi bulgusuna varilmigtir.
Dogal yapilarin (deniz kestanesi, sand dolar, deniz ve kara salyangozu, seytan
minaresi, kara midye, siiliines, yumurta kabugu, inci tozu, .....) bilesimindeki kalsiyum

orani gerekli deneylerde tespit edilmistir.

Calismalarimiz sonucunda, kemik apatitler basta olmak {lizere kompozitleri ve diger
nano yapilarda dogal HA kristalleri iiretebilmekte. Uretimin kar oranlari, fevkalade
yiiksek olmaktadir, zira yontemimiz ekonomik ve basittir. Elde edilen {iriin kalitesi ise
emsallerinden {stiindlir. “Bioss” adli Amerikan kaynakli {irlinde kullanilan

hayvanlarin birka¢ jenerasyonu takip edilebilmekte, organik {irlinlerle dogal



74

beslenmektedir. Hayvanlarin, hastalik ve pirojen tasimadigindan emin olunmaktadir.

Bu 6zellikleriyle tercih edilmektedirler.

Calismalarimizda, halen kullanilan HA lardan daha yiiksek sicaklikta calisarak,
Organik olarak iiretilen sigir kemiklerinden giderek saglikli ve kimlik takibi yapilmis

hayvanlar lizerinden iiretim planlamaktayiz [19].

5.4. Dogal Hidroksiapatit Tozlarin Sinterlenmesi

Biiyiikbag havyan kemiginin 850°C’de kalsinasyonu ile elde edilen hidroksiapatit
tozu, 6glitme isleminin ardindan oda sicakliginda, manyetik karistiricida kurutulmus
ve agat havanda karistirilarak presleme ve sinterleme islemine hazir hale getirilmistir.
Sekil 6.6.’da gosterilen soguk izostatik pres yardimiyla 380 MPa basing ile ISO BS
13779 standardina gore ¢apt 8mm, boyu 12 mm olan silindirik numuneler hazirlanmis,

bu numuneler 1000°C, 1100°C, 1200°C ve 1300°C sicaklik degerlerinde 4°C/dk 1sitma

hizi1 ile 4 saat boyunca sinterlenmis.

Sekil 5.12. Soguk Izostatik Pres. Silindirik Numune

5.5. Schiff Baz ve Giimiis Katkih Hidroksiapatit Toz Numune Hazirlanmasi

Schiff Baz1 ve Giimiis nanoparcaciklar, Lee ve Meisel yontemine gore sentezlendi
(Lee ve Meisel, 1982). Bu senteze gore, 0,03 gr Cinko SAE schiff baz1 ve Glimiis
Nitrat tozlar1 ayr1 ayr tartildi ve 100 ml saf su icerisinde ¢6ziildii. Hazirlanan ¢ozelti

kaynayincaya kadar 1sitild1, ve tizerine 50 ml %5°lik trisodyumsitrat ¢ozeltisi 1sitilarak
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eklendi. Cozelti yaklasik 100 ml kalana kadar kaynatildi. Olusan ¢dzelti sarimsi renk
aldi.

Sekil 5.13. Sitrat metodu islem adimu 1.

Hazirladigimiz schiff bazi nanopargacikli ve Giimiis ¢ozelti igerisine 100 gr dogal
hidroksiapatit manyetik karistiristiricida karistirilarak 1sitiliyor beyaz renk alan
¢ozeltiden saf su ugurularak schiff baz ve Giimiis kaplanmis dogal hidroksiapatitler

dibe ¢oktiiriiliiyor.

Sekil 5.14. Sitrat metodu islem adimi 2.

Agir metallerin bakterilere karsi toksik etki gosterdikleri bilinmektedir. Ancak agir
metal iyonlarinin pek ¢ogu mikroorganizmalar1 6ldiirmesine ragmen toksik, alerjik
etki yaratmalar1 ve ¢evresel sorunlara yol agmalart nedeniyle kullanilmamaktadir.
Schiff bazlar1 ve Giimiis antibakteriyel Ozelligiyle tedavilerde ve endiistride

kullanilmaktadir.

Sekil 5.15. Schiff baz katkili Hidroksiapatit. Sekil 5.16. Giimiis katkili Hidroksiapatit.
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5.6. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM-EDS)

SEM ve EDS cihazi tozlarin yiizey kesitlerinin yiiksek biiylitmelerde morfolojik ve
kimyasal analizi i¢in kullanilmaktadir. Malzeme yiizeyi ve kesitinde bulunan her tiirlii
hatalar rahatlikla incelenebilir ve mikron boyutunda bolgelerin kimyasal analizleri, faz
haritalamasi, renkli kompozisyon goriintiilemesi ve benzeri analizleri yapilabilir. Bu
calismada numunelerin SEM mikroyap1 fotograflarinin ¢ekilmesinde Vega Tescan 11

marka taramali elektron mikroskobu kullanilmistir.

Ayrica EDS analizi SEM cihazina entegre edilmis Bruker Quantax marka cihaz ile
retilen tozlarin kimyasal bilesimini elementel olarak analiz etmek amaciyla

yapilmistir.

Sekil 5.17. Vega Tescan 11 marka SEM cihazi.

5.7. X Isim1 Kirimim (XRD) Analizi

XRD analizi dogal hidroksiapatitin biinyesinde bulunan mineral bilesiklerinin kalitatif
ve yar1 kantitatif Ol¢iimleri i¢in yapilmaktadir. Mineralin kimyasal yapist ve
mineralojik kompozisyonu RIGAKU XRD D/MAX/2200/PC marka cihaz ile Cu-X
1s1n tiipli kullanilarak tespit edilmistir. Analiz sonuglar1 tezin sonuglar boliimiinde
verilmistir. Bu yontemle karakteristik X-1s1inlar1 kristal yapili bir maddeye ¢arptirildigi

zaman kristal diizlemlerinde bulunan atomlar tarafindan kirmima ugrayarak belli
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acilarda yansitilirlar. Bu paternler bilesimi belli standart paternler ile karsilagtirilmasi

sonucu, maddenin kristal 6zellikleri ve bilesimi saptanmis olur.

Sekil 5.18. Rigaku marka SEM cihazi.

5.8. XRF (Xray Fliioresans) Analizi

XRF analizi S8 TIGER marka cihaz ile yine hidroksiapatit tozundaki elementlerin
belirlenmesi ve dogal kemik yapisindan elde edilen hidroksiapatit ile ticari

hidroksiapatitin karsilastirilmas: amaciyla yapilmstir.

Sekil 5.19. S8 TIGER marka XRF cihazi.

5.9. ICP (indiiktif Olarak Eslesmis Plazma) Analizi

ICP-MS Indiiktif Eslesmis Plazma (ICP) ve Kiitle Spektrometresi (MS) olmak iizere

iki tinitenin bilesiminden olusmustur.

Numunedeki elementler ICP’de iyonlastirildiktan sonra kiitle spektroskopisine (MS)
gonderilir ve burada kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore ayrilip 6l¢iiliir. ICP analizi Perkin
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Elmer Optima 2100 marka cihaz ile Ticari hidroksiapatit tozundaki elementlerin
belirlenmesi ve dogal kemik yapisindan elde edilen hidroksiapatit ile karsilagtiriimasi
amactyla yapilmistir. Analiz i¢in hidroksiapatit tozu sitrik asit igerisinde

¢Oziindiirtilerek ¢ozelti olusturulmustur.

Sekil 5.20. Perkin Elmer Optima 2100 marka ICP cihazi.

5.10. FTIR (Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi ) Analizi

Kizilétesi (IR) absorbsiyon spektroskopisi bir tiir titresim spektroskopisidir; IR
1sinlart molekiiliin titresim hareketleri tarafindan sogurulmaktadir. Matematiksel
Fourier doniisiimii spektroskopisinde 1s1ma siddeti, zamanin bir fonksiyonu olarak
alinir. Her dalga boyunu ayr1 ayr1 tarama gerekmeksizin hizli ve yiiksek ¢oziiniirliikte
spektrumlar elde edilebilir. Bu yontem ile, molekiiler bag karakterizasyonu yapilarak;
kat1, sivi, gaz veya ¢ozelti halindeki organik bilesiklerin yapisindaki fonksiyonel
gruplar, iki bilesigin ayn1 olup olmadigi, yapidaki baglarin durumu,baglanma yerleri
ve yapinin aromatik yada alifatik olup olmadigi belirlenebilir. Ayrica biyokimyasal
olarak; karbonhidrat, fosfolipit, aminoasit ve proteinlerin yap1 analizlerinde

belirleyicidir.

Dogal hidroksiapatitin IR spektrumunu alip gozlenen bantlardan faydalanarak
yapisinda hangi fonksiyonel gruplarin bulundugunu ve molekiil igindeki bag tiirlerinin
neler oldugu PERKIN ELMER SPECTRUM 100 marka cihaz ile Sakarya iiniversitesi

kimya boliimiinde yapilmaistir.
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Sekil 5.21. Perkin Elmer Spectrum 100 marka FTIR cihazi.

5.11. Tane Boyut Ol¢iim ve Elek Analizi

Dogal hidroksiapatit biyoseramik tozlarin toz boyut dagilimini 6grenmek amaciyla
once titresimli otomatik eleme cihaziyla elek analizi daha sonra tane boyut dagilim
histogram1 veren tane boyut dagilim analizi yapilmisti. Bu analiz ig¢in
MICROTRACK S3500 marka cihaz elek analizi icin FRITSCH marka cihaz

kullanilmastir.

Sekil 5.22. Microtrack S3500 Marka tane boyut dagilim cihazi ve Titresimli Otomatik Eleme Cihazi (Fritsch).

5.12. Hidroksiapatit Basma Testi

TSE ASTM C 133 standardina gore kare kalipta 12x12x12 ebatinda hazirlanan basma
numuneleri 5 ton kapasiteye sahip zwick marka ¢ekme /basma makinasinda

yapilmugtir.
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Sekil 5.23. Zwick marka ¢ekme/basma test cihazi.

5.13. Hidroksiapatit Sertlik Ol¢iimii

Hidroksiapatit sertlikleri, Vickers sertlik 6l¢cme yontemiyle belirlenmistir. Bu yontem,
sertligi Olciilecek malzeme yiizeyine tabani kare olan piramit bir ucun belirli bir yiik
altinda daldirilmas: ve yiik kaldirildiktan sonra meydana gelen izin kdsegenlerinin
Ol¢iilmesi prensibine dayanir. Vickers sertlik degeri, piramit seklindeki dalict ucun
belirli bir yiik altinda belirli bir siire uygulanmasi ile malzeme yiizeyinde meydana
getirdigi izin biiyiikligi ile ilgili bir degerdir. Ol¢iimler disk numuneler iizerinde bir
SHIMADZU marka mikrosertlik cihazinda tepe agis1 136° tabani kare olan Vickers
ucu ve 300 gr yiik 15 sn uygulanarak gerceklestirilmistir. Mikrosertlik dl¢timleri, en

az 20 alandan alinip ortalamalar1 degerlendirilmistir.

Sekil 5.24. Shimadzu marka vickers sertlik cihazi.

5.14. Yogunluk Degerlerinin Belirlenmesi

Uretilen numunelerin yogunluk degerleri Denklemde verilen Arsimed prensibi
kullanilarak hesaplanmuistir.

p=psux Ws/(Ws-Wsa)
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p: Yogunluk (g/cm3)

psu: Suyun yogunluk degeri (g/cm3)

WS: Sinterleme sonras1t numune agirhigi(g)

Wsa: Sinterleme sonrasi numunenin suda asili agirhigi(g) Olgiilen yogunluk degeri
dogal hidroksiapatitin teorik yogunlugu olan 3.17 g/cm3’e oranlanarak numunelere ait

relatif yogunluk degerleri bulunmustur.

Sekil 5.25. Yogunluk 6l¢me aleti.

5.15. Antibakteriyel Testler

Antibakteriyel testleri dogal yolla {iretilen saf hidroksiapatit, schiff baz katkili
hidroksiapatit ve giimiis katkil1 hidroksiapatite antibakteriyel aktivite 6l¢iimii amaciyla
Sakarya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji boliimiinde yapilmistir. Katkisiz
olan materyal kontrol grubu olarak kullanilmis ve ilaveli materyallerin bakteri
oldiirticii etkisi (bakterisidal) ya da biiyiimeyi durdurucu etkisi (bakteriostatik) test

edilmek istenmistir.

Cinko ve giimiis kirilgan bir metal olup, biyokimyasal reaksiyonlarda énemli role
sahiptir. Ozellikle enzimin yapisina katilmasindan dolayi, heterotrofik bakterilerin
biiyiimesi ve ¢ogalmasi i¢in elzemdir. Bunun yani sira ¢inkonun ve glimiisiin belli bir
dozundan fazlas1 bakteri kolonileri i¢in toksiktir ve mikrobiyal aktiviteleri inhibe
etmektedir. Test uygulamasinda Escherichia coli bakterisinin patojenik olmayan bir
susu (DHSa) kullanilmistir. E.coli heterotrofik bir bakteridir. Gerekli besin sartlari
saglandiginda rahatlikla tireyebilir.
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Antibakteriyel test uygulamalarinda bakteri i¢in toksik etki yaptigin1 ve bakteri
biiylimesini inhibe ettigini gézlemlemek i¢in farkli dozlarda schiff baz katkili diskler
kullanilarak disk diflizyon testi uygulanmistir. Glimiis katkili tozlar ise toz halde

koloni sayma metoduna gore test edilmistir.

Deneysel ¢caligmada kullanilan numuneler

Katkisiz olarak hazirlanan numuneler;
1. Ticari Hidroksiapatit tozu (Disk haline getirilmis, 1.4 cm cap)
2. Kemikten tiretilen Hidroksiapatit tozu (Disk haline getirilmis, 1.4 cm ¢ap)

[lk olarak katkisiz olarak ticari ve dogal hidroksiapatitin antibakterial test numuneleri

disk difiizyon yontemine gore hazirlanmistir.

Glimis ilaveli hidroksiapatite toz halde yapilan koloni sayma metodu test numunelert;

Hidroksiapatit toz (Kontrol)
%0.5 Ag ilaveli Hidroksiapatit
%1 Ag ilaveli Hidroksiapatit
%]1.5 ilaveli Ag Hidroksiapatit

o b w0 DN e

%?2 Ag ilaveli Hidroksiapatit

Calismada test mikroorganizmasi olarak kullanilan Escherichia coli DHSa
Microbiologics’den temin edilmistir. Besi ortam1 olarak kullanilan LB Broth sivi

besiyeri ve LB Agar kat1 besiyeri Merck’den saglanmustir.

Bakteri kiiltiiriiniin ¢ogaltilmasi i¢in gerekli LB broth siv1 besiyeri hazirlanmasinda 40
gr toz besiyerine 1000 ml distile su lave edilmistir. Besiyer karisimi erlenmeyerde
manyetik karistirict yardimiyla homojenize hale getirilmistir. Daha sonra agz1 pamuk
ve gazli bez yardimiyla kapatilan tiipler otoklav aleti ile 121°C’de, 1 atm basing altinda
15 dakika steril edilmistir. Otoklav islemi biten besiyerin agzi siki bir sekilde

kapatildiktan sonra ekim islemine kadar +4 °C’de buzdolabinda saklanmustir.
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Antibakteriyal testin uygulanmasi igin gerekli LB agar kat1 besiyeri hazirlanmasinda
40 gr toz besiyerine 1000 ml distile su lave edilmistir. Besiyer karisimi erlenmeyerde
manyetik karistirici yardimiyla homojenize hale getirilmistir. Daha sonra agz1 pamuk
ve gazli bez yardimiyla kapatilarak otoklav aleti ile 121°C’de, 1 atm basing altinda 15
dakika steril edilmistir. Otoklavdan sonra besiyeri 50°C’ye kadar sogutulmustur.
Aseptik sartlarda steril petri kaplarina 4 mm (~20 ml) kalinhiginda dokiilerek
katilasmas1 beklenmistir. Katilasan besiyerleri ekim islemine kadar +40 °C’de

buzdolabinda saklanmuistir.

Sekil 5.26. Toz hidroksiapatitlerin eklendigi tiipler.

Calismada test mikroorganizmasi olarak Escherichia coli DHSa susu kullanilmistir.
Cizgi ekim yontemi ile saf koloni elde edilmistir. Biitiin tiiplere 10 ml LB broth sivi
besiyeri koyulduktan sonra birinci tiip (negatif kontrol) ve ikinci tlip hari¢ (pozitif
kontrol) digerlerine Hap tozlan tartilip eklenmistir. Sonrasinda agz1 pamuk ve gazh
bez yardimiyla kapatilarak otoklav aleti ile 121°C’de, 1 atm basing altinda 15 dakika
steril edilmistir. Aseptik kosullar altinda saf koloniler se¢ilmis ve birinci tiip haricinde
digerlerine 6ze yardimiyla ekim islemi uygulanmistir. 24 saat 37+1°C’de inkiibe

edilmistir.

Inkiibasyon sonunda spektrofotometre ile 600 nm’de &lgiim yapilmistir. Daha sonra
Ol¢timii yapilan bakteri kiiltiirleri steril kosullarda LB agar bulunan petri kaplarina

ekilmistir ve 48 saat 37+1 "C’de inkiibe edilmistir.
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Sekil 5.27. koloni sayma metodunda kullanilan spektrometre cihazi.

Schiff baz katkil1 (Cinko SAE) hidroksiapatit disk diflizyon test numuneleri;

Katkisiz hidroksiapatit disk

%0.1 ¢inko SAE ekli hidroksiapatit disk

% 0.2 ¢inko SAE ekli hidroksiapatit disk
%0.5 ¢inko SAE ekli hidroksiapatit disk
%0.7 cinko SAE ekli hidroksiapatit disk
E.coli DHSa susu

Luria-Bertani broth sivi besiyeri (LB broth)

L N o G B~ w Db P

Luria-Bertani agar kat1 besiyeri(LB agar)

Calismada test mikroorganizmasi olarak kullanilan Escherichia coli DHSa
Microbiologics’den temin edilmistir. Besi ortami olarak kullanilan LB Broth sivi

besiyeri ve LB Agar kat1 besiyeri Merck’den saglanmustir.

Bakteri kiiltiirlinlin ¢ogaltilmasi i¢in gerekli LB broth siv1 besiyeri hazirlanmasinda 40
gr toz besiyerine 1000 ml distile su lave edilmistir. Besiyer karisimi erlenmeyerde
manyetik karistirict yardimiyla homojenize hale getirilmistir. Daha sonra agz1 pamuk
ve gazli bez yardimiyla kapatilarak otoklav aleti ile 121°C’de, 1 atm basing altinda 15
dakika steril edilmistir. Otoklav islemi biten besiyerin agzi siki bir sekilde

kapatildiktan sonra ekim islemine kadar +4°C’de buzdolabinda saklanmigtir.

Antibakteriyel testin uygulanmasi igin gerekli LB agar kat1 besiyeri hazirlanmasinda

40 gr toz besiyerine 1000 ml distile su lave edilmistir. Besiyer karigimi1 erlenmeyerde



85

manyetik karistirict yardimiyla homojenize hale getirilmistir. Daha sonra agz1 pamuk
ve gazli bez yardimiyla kapatilarak otoklav aleti ile 121°C’de, 1 atm basing altinda 15
dakika steril edilmistir. Otoklavdan sonra besiyeri 50°C’ye kadar sogutulmustur.
Aseptik sartlarda steril petri kaplarina 4 mm (~20 ml) kalinliginda dokiilerek
katilasmast beklenmistir. Katilasan besiyerleri ekim islemine kadar +4°C’de

buzdolabinda saklanmistir.

Calismada test mikroorganizmasi olarak Escherichia Coli DHSa susu kullanilmustir.
Daha once ¢izgi ekim yontemi ile saf koloni elde edilmis, saf kolonilerden bir tanesi
secilerek LB broth besiyerine ekilmistir. Mikroorganizma kiiltiirii elde edilmesi i¢in

24 saat boyunca 37+1°C’ de inkiibe edilmistir.

Katkisiz ve ¢inko SAE ekli Hap disklerin her iki yiizli 30 dakika boyunca UV (Philips
Ultra Violet TUV 30w) 1smina maruz birakilmis ve yiizeyindeki biitiin

mikroorganizmalar 6ldiiriilmiistiir.

Antibakteriyel testte disk difiizyon metodu kullanilmistir. LB agar besiyeri iizerine
E.Coli kiiltiirlinden alinan numune baget yardimiyla yaygin ekim yontemi ile
ekilmigtir. UV 1smina maruz birakilarak steril hale getirilen hidroksiapatit diskler
(katkis1z Hap, %0.1, %0.2, %0.5 ve %0.7 Zn SAE katkili HAp)aseptik kosullar altinda
bakteri ekili petri {lizerine yerlestirilmistir. 48 saat 37+1°C’de inkiibe edilmistir
Sonrasinda, diskler aseptik kosullarda petri kabindan ayrilmis ve tekrar 48 saat

37£1°C’de inkiibe edilmistir.



BOLUM 6. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

6.1. Giris

Bu boéliimde, tez ¢aligmasinda Dogal yollardan iiretilen hidroksiapatit tozunun
karakterizasyon mekanik ve antibakteriyel 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in yapilan

deneylerin sonuglari sunulmustur.
6.2. SEM ve EDS Analiz Sonuclari

Numunelerin Mikroyap1 analizleri tescan vega3 sb marka taramali elektron
mikroskobu ile yapilmistir. Et balik kurumundan alinan kemiklerin femur
boliimlerinin tramali elektron mikroskonu goriintiileri Sekil 6.1. ve Sekil 6.2.’de

gosterilmistir.

Sekil 6.1. Islem gormemis sigir femur kemiginin 100X.
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Sekil 6.2. Islem gormemis sigirm femur kemiginin 1000X.

Kemiklerde bulunan, % 25 su, % 45 inorganik madensel tuzlar (kalsiyum fosfat,
kalsiyum karbonat, magnezyum fosfat az miktarda sodyum ve demir) kemigin sert

yapisini, %30 organik maddeler ise esnekligi saglar.

Canli kemik hiicrelerine osteosit ve bu hiicreler tarafindan salgilanan organik ara
maddeye osein denir. Bu iki yap1 kemik dokusunu meydana getirir. Mikroyapilarda
goriildiigii gibi hayvanin femur kemigininin yeterince yogun olmadigi ve patikiil

kiimeleri arasinda derin ve genis yariklar oldugu gortilmektedir.
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Sekil 6.4. Uretilen hidroksiapatit tozlarmin X20.000 SEM mikro yap1 goriintisii.

Hayvan kemiklerinden elde edilen hidroksiapatit seramigin 10000 biiyiitme ile ¢ekilen
yiizey fotografinda por boyutlar1 1-3 arasinda goriilmektedir. Hayvan kemiklerinden
elde edilen hidroksiapatitin 20000 biiyiitmedeki fotografinda 75-100 mikronluk
partikiiller halinde hidroksiapatitin stabil ve homojen bir yapiya sahip oldugu

goriilmektedir.

Hidroksiapatit olusumu sonrasinda asil olan hammadde yani femur kemiginin yapisina
gore daha homojen bir yap1 ve istenmeyen maddelerin kalsinasyon ile uzaklagtirilmasi
istenilen yapida bir toz fomu elde edildigi goriilmektedir. Hidroksiapatitkimyasal
formiiliindeki Ca ve P oran1 %1,5 oraninda olunca istenilen kimyada toz elde edilmis

olacaktir.
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Sekil 6.5. Sinterlenen numunelerin SEM goriintiileri (2)1000°C (b)1100°C (¢)1200°C (d)1300°C.

Yukarida Sinterleme sicakliginin densifikasyon tizerindeki etkisi incelenmis olup
Sekil 6.5.de sirasiyla 1000°C, 1100°C, 1200°C ve 1300°C sinterleme

sicakliklarindaki numunelerin SEM goriintiileri verilmistir.

Sinterleme sicakliginin etkisi ile yapida olusan fazlarin elementel analizi EDS ile
gercgeklestirilmistir. Sekil 6.6.’da hayvanin femur kemiginin hi¢ islem gérmeden 6nce
elementel analizi yapilmistir. Yapilan EDS sonucunda bol miktarda Ca,P,O ve C

elementlerine rastlanmustir.

Sekil 6.7.’de gosterilen dogal hidroksiapatitin bu yapidaki fazlar igerisinde bulunan
elementlerin agirlik¢a yiizdeleri mevcuttur. SEM ile elde edilen geri sagilan elektron
mikroskobu goriintiileri iizerinden farkli renk tonuna sahip bolgelerde EDS analizi
yapilarak sodyum, magnezyum, potasyum, kalsiyum ve oksijen gibi elementlerin

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 6.8.’de sinterleme sonrasinda sodyum miktarlar1 agirlikca %0,53-6,47ye
yiikselmistir. Ayrica C,P ve O oranlarinda Sicakligin artis1 ile beraber bu fazlarin

miktarinda artis goriilmiustiir.

O

T

O S s oo sl e e e e
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F= Ea 051 0454 0156 wit%h
L5eDs {0 o L1

Sekil 6.6. Ham maddenin (kemik) numunelerin EDS analizi sonuglari.
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Sekil 6.7. Sinterleme 6ncesi dogal hidroksiapatit numunelerin EDS analizi sonuglari.
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Sekil 6.8. Sinterleme sonras1 dogal hidroksiapatit numunelerin EDS analizi sonuglar.
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6.3. XRD Analizi Sonuclar

Bu calismada kullanilan ve biiyiikbas havyan kemiginin kalsinasyonu sonucu elde
edilen dogal hidroksiapatit tozlariin X-Isinlar1 Difraktometresi kullanilarak Cu-Ka
radyasyonu ile, 20-80° arasinda gerceklestirilen faz analizlerinden, tozlarin JCPDS:09-
432 kart numarasina sahip olan hidroksiapatit ile uyustugu Sekil 6.9.’te belirlenmistir.
1000°C, 1100°C, 1200°C ve 1300°C’de 4°C/dk 1s1tma hiz1 ile sinterlenen numunelerde
faz analizleri rigaku xrd d/max/2200/pc cihazi yardimiyla 26:20-80° arasinda, 2°C/dk
tarama hizi ile Cu-Ka radyasyonu kullanilarak gerceklestirilmistir. Sekil 6.10-6.13.’da
strastyla 1000°C, 1100°C, 1200°C ve 1300°C’de sinterlenen numunelerin faz analizi
sonuglart verilmistir. Sicaklik artis1 ile beraber her numunede ana faz olarak JCPDS
numarast 09-432 olan hidroksiapatit faz1 ve JCPDS numaralar1 sirastyla 47-0262, 50-
1758, olan NasMg 0.95Ca 0.05H(PO4) 2.0.2H20 ve Na2Ca(HPO4)2 fazlarina
rastlanirken 1300°°C’de B-TCP fazinin olustugu goriilmiistiir. Sicaklifinin artist ile
beraber ana faz olan hidroksiapatit faz1 zamanla termal dekompozisyona ugrasmistir.
Sekil 6.14.°de sicaklik artis1 ile beraber dekompozisyon meydana geldigi

goriilmektedir.

[178.raw]
500

1000

Intensity(Counts)

01-074-0565> Hydroxylapatita - Cana (P04 )s(OH )

Sekil 6.9. Is1l islem gérmemis saf dogal hidroksiapatit XRD analizi.
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Sekil 6.10. 1000°C’de sinterlenen numunenin XRD sonucu.

nddet(cps)
| A T L T L
HOPC 0 HA (JCPDS:09-0432)
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ONa2Ca(HPO4 )2 (JCPDS:50-1758)
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B
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¢ a g .
0
200 8 - 0q ’ ooo. .
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20000 40000 0000 20000
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Sekil 6.11. 1100°C’de sinterlenen numunenin XRD sonucu.
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Sekil 6.12. 1200°C’de sinterlenen numunenin XRD sonucu.
qddet(cps)
L ¥ T T T T
1300°C 0 HA (JCPDS:09-0432)
L ® Na3 Mg0.95 Ca0.05 H (P O4)2 0.2 H20 (JCPDS:50-1759)
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- -

200 60000 8 000

Sekil 6.13. 1300°C’de sinterlenen numunenin XRD sonucu.
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Sekil 6.14. Dogal hidroksiapatit tozlarmin sinterleme sicakliginin degisimine gore olusturdugu fazlarin x 1sinlart
difraksiyon diyagrami.
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6.4. XRF (Xray fliloresans) Analizi Sonucu

XRF analizi S8 TIGER marka cihaz ile dogal hidroksiapatit tozundaki elementlerin
Sakarya Universitesi Termal Sprey Arastirma ve Uygulama Labaratuarinda iiretilen

sentetik Hidroksiapatit ile karsilagtirmas1 yapilmaistir.

Tablo 6.1. Dogal ve Sentetik Hidroksiaptitin XRF elementel analizi Karsilagtirma.

Elementler Dogal HAp Sentetik Hap
% CaO 59,06 64,68
% P205 37,26 34,77
% Na20 1,72 0,475
% MgO 1,67 0,064
% K20 0,0611 0,0148
% S102 0,058 -

% SrO 0,0558 -
% SO3 0,053 -

% C1 0,046 -
% ZrO2 0,013 -
% ZnO 0,004 -

Tablo 6.1.de analiz sonucunda dogal yoldan ve sentetik yoldan {iretilen tozlarin
kimyasal kompozisyonlarinin birbirine yakin oldugu gériinmektedir. EDX analizinde
belirlenemeyen Fe, Mg, Zn gibi elementler ICP analizi sonucu saptanmigtir. XRF, ICP
analizinden daha detayli bir sonu¢ vermektedir ve dogal HAp yapisinda SrO ve Cl
gibi bilesiklerin oldugunu gostermektedir. Sentetik Hap bir kalsiyum fosfat
reaksiyonu oldugundan bagka bilesikler yapida bulunmamistir. Dogal ve sentetik HAp
icin kalsiyum ve fosfat bilesikleri birbirlerine yakin degerlerdedir.
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6.5. ICP (indiiktif Olarak Eslesmis Plazma) Analizi Sonucu

ICP analizi Perkin Elmer Optima 2100 marka cihaz ile ticari hidroksiapatit tozundaki
elementlerin belirlenmesi ve dogal kemik yapisindan elde edilen hidroksiapatit ile
karsilagtirilmas1 amaciyla yapilmistir. Analiz i¢in hidroksiapatit tozu sitrik asit
icerisinde ¢oziindiiriilerek ¢ozelti olusturulmustur. Tablo 6.2.’te goriildiigi gibi ticari
olarak iiretilen Hidroksiapatit tozu ile dogal olarak {irettigimiz hidroksiapatit hemen

hemen ayni 6zelliklere sahip oldugu goriilmektedir.

Tablo 6.2. Dogal ve Sentetik Hidroksiapatit in ICP analiz sonucu.

Dogal Hap Sentetik Hap
%P0O4 63,14 61,05
%Ca 36,70 38,50
%Fe 0,0520 0,0030
%Mg 0,1660 0,12
%Zn 0,012 0,0068

6.6. FTIR (Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi ) Analiz Sonuc¢lar

HAP ve schiftbaz-HAP tozlarinin bag yapilart FTIR spektroskopi teknigi ile
degerlendirilmistir. Bu amagcla Perkin Elmer Spectrum 100 Fourier Transform Infrared
(FTIR) cihaz1 kullanilarak 4000-400 cm-1 araligindaki FTIR spektrum taramasi
gerceklestirilmis, sonuglar FTIR Spectrum Software (Perkin Elmer) yaziliminda
degerlendirilmis ve literatiirde verilen spektrumlarla karsilastirilmistir. HAP ve giimiis
katkilt HAP tozlarindaki bag yapilarinin karakterize edilmesine yonelik olarak yapilan
FTIR caligmasinda elde edilen spektrumlar ve gdzlenen fonksiyonel gruplar Sekil

6.15.’de verilmistir.



98

HAP 0
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Sekil 6.15. Dogal hidroksiapatit FTIR analizi.

Fonksiyonel gruplar Saf HAP ZnSaE HAP % 1 ZnSaE HAP % 2 ZnSaE HAP % 5
ZnSaE HAP % 7 ZnSaE HAP Dalga boyu (cm-1) v2 PO4 titresim band1 471 471 472
472 472 471 472 v4 PO4 titresim band1 562 563 560 562 562 559 561 v4 PO4 titresim
band1 600 602 601 601 602 601 601 vl PO4 titresim band1 962 962 962 962 962 962
962 v3 PO4 titresim band1 1025 1025 1025 1024 1024 1024 1023 -OH band1 632 632
632 633 632 631 632 v3 PO4 titresim bandi1 1090 1090 1090 1090 1090 1090 1090 -
OH bandi 3570 Sekilde yer almamaktadir. Calismalarda hidroksiapatitin 6nemli
karakteristik bandlarin; 962 cm—1 etrafindaki vl PO43— bandi, 472 cm—1 etrafindaki
v2 PO43— 72 bandi, 1025 and 1090 cm—1 etrafindaki v3 PO43— bandi, 565, 559 and
603 cm—1 etrafindaki v4 PO43— bandi oldugunu FTIR spektrumlarindan ortaya
koymuslardir. Calismalarda ~ 1090 ve 962 cm-1’de uzanan bandlarin zayif kristalize
olan hidroksiapatit yapisini belirten P-O titresim modlarini yansittigini, ~ 602 cm-1"de
uzanan bandin ise (PO4)3- iyonlarinin gerilme modlarina tekabiil eden hidroksiapatit
piklerini yansittigini belirtmislerdir. 600°C’de 1s1l islem goérmiis HAP ile 1s1l islem
gormemis ZnSaE-HAP® in FTIR spektrumlarini incelemisler ve 3571 cm-1 ile 631
cm-1"deki keskin piklerin O-H titresimi ile iligkili oldugunu, 1090 cm-1, 1041 cm-1,
962 cm-1, 601 cm-1, 567 cm-1 and 474 cm-1’deki piklerin PO43- titresimini
yansittigini bildirmislerdir. etiivde kurutulmus ve 900°’de 1s1l islem goérmiis ZnSaE-
HAP*“in FTIR spektrumlarinda her iki 6rnekte HAP i¢in karakteristik piklerini; 900—
1200 cm-1*de PO43- gerilme ve egilme modlari; 602 cm-1’de PO43- egilme modu,
632 and 3571 cm-1 -OH titresim modu olarak gozlemlemislerdir. Zn20 ve ZnO
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fazlarina ait Zn-O bandinin 400 — 4000 cm-1 dalga boyu FTIR tarama limiti ile tespit
edilemedigini, bu nedenle, 3570 cm‘daki O-H grubu titresim pikinin degisimi disinda
Zn schiff baz katildigin1 FTIR sonuglar1 gostermedigini ifade etmislerdir. HA’e Zn
schiff baz doplayinca 400-4000 cm-1 dalga boyu araligindaki FTIR spektrumunda
herhangi bir ekstra pikin gozlenmedigini ifade etmislerdir. Sr2+ doplanan HAP ile
ilgili calismalarinda da benzer sonuglara karsilastiklarini ve 3570 cm-1 dalga
boyundaki O-H piki yogunlugunun diismesini Sr2+ iyonlarmin O-H grubunu
zayiflattigindan kaynaklandigini bildirmislerdir. Bu nedenle, HAP’in dagilmadiginin
yant sira O-H grubunun HAP kafesinde Zn iyonu varliginda modifiye oldugu
sonucunu ¢ikarmislardir. Simgesel olarak, HAP’in kompleks kristal yapist OH siitiinii
etrafindaki Ca tiggeni ile tanimlanir. Zn mevcut oldugunda (katildiginda) Ca2+ bir

tarafi Zn ile yer degistirebilir.

Bu nedenle, FTIR sonuglarinda gozlendigi gibi, OH grubunun gerilme titresimi
degisebilecektir. Calismamizda hem saf HAP hem Zn SAE-HAP FTIR spektrumunda
hidroksiapatite ait karakteristik pikler literatiirdeki verilerle uygun ¢ikmistir. Ancak,
Zn SAE-HAP FTIR spektrumunda 3570 cm-1 hidroksil grubuna ait pik
gozlenmemistir. Gozlenmeme sebebinin, yukarida anlatildigi gibi HAP’e yapilan
schiff baz ikamelerinin, CasZnx(PO4)s(OH), formiilii uyarinca gerceklestigine isaret

ettigi diisliniilmektedir.

6.7. Tane Boyut Ol¢iim ve Elek Analiz Sonuclar

Uretilen hidroksi apatit tozlar1 degisik 6giitme yontemleriyle (halkali degirmen,
gezegen degirmen, bilyali degirmen) farkli boyutlara dgiitiilmiistiir. Ik olarak elek
analizleri gercgeklestirilen tozlar sonrasinda gezegen degirmende dgiitiilmesine karar
verilmistir. Gezegen degirmende uniform bir toz boyutu izopropil alkol kullanilarak
farkli siirelerde oOgiitiilen tozlara toz boyut analizi yapilarak elde edilen tozlarin
karaterizasyonu yapilmis ve boylelikle kullanim durumlart degerlendirilmistir.
Kaplama i¢in kullanilacak tozlarmn diisiik toz boyutlu olmasi gerekmektedir. Bu
sebepten 12 saat silireyle yapilan gezegen degirmende 6giitme sonucu elde edilen

tozlarin %50 oraninda 40 mikron civari oldugu goriilmiistiir.
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Bu boyutlar kaplama i¢in uygun sayilabilir. Gerekiyorsa sprey drier ile kiiresel forma
getirilerek kullanilmasi yine diger bir husustur. Daha kisa siireyle yapilan 6gilitme
islemi sonucu elde edilen tozlarin boyutunun 100 mikronun {izerinde oldugu
goriilmistiir. Bu boyutlar sinterleme i¢in kullanilabilir. Ancak katkisiz yogunlagmanin
saglanabilmesi ve yliksek yogunlukta bulk parcalar iiretilebilmesi i¢in daha yiiksek
reaktiviteye sahip olan daha diisiik toz boyutuna ihtiya¢ vardir. Bu sebepten dgiitme
stiresi olarak en az 7-8 saat gibi bir siire optimum olarak goriilmiistiir. Tane boyut

dagilim1 ve elek analizi degerleri tablo 6.3.’de gosterilmektedir.

Tablo 6.3. Ogiitme 6ncesi ve sonrasi hidroksiapatit tozlarmin tane boyutu ve yiizey alan1 degerleri.

Dogal hidroksiapatit tozu

Ogiitme 6ncesi (3 farkli toz)

Elek Analizi Ortalama Partikiil Boyutlar1 Yiizey Alanlar1
Sonucu (um) (m2/g)
(nm)
(-170+160) 5.95 5.35
(-210+170) 8.07 5.43
(-260+210) 10.92 4.09

Ogiitme Sonrasi (5-12 saat Gezegen Tipi Degirmende)

Ortalama Partikiil Boyutu (pm) Yiizey Alan1 (m2/g)

1.65 4.90
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Sekil 6.16. Elek analizi sonrasi tozlarinin (a)X500 ve (b)X1000 Taramali Elektron Mikroskobu goriintiileri.

Sekil 6.17. Gezegen degirmende 6giitme sonrasi tozlarmin (a)X300 ve (b)X500 Taramali Elektron Mikroskobu

goriintiileri.
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Sekil 6.18. Dogal hidroksiapatitin gezegen degirmende izopropil alkol ile 12 saat 6giitiilmesi sonucu alinan tane
boyut analizi.

100 5 T T . . 20
90 F ---i--HdHE ot e - e s ----fdE Fosioidoda
BOF--4-i--HdHE oo S o b oo -nfadi Fo-ioid-a
7O --i-d-mdEb oo s R B E e sl
2 B0F----io--is et dommmoiiiin do-fiaaiis et z
2 S0F--i-yomian A 3 R R iy -0 2
R S e : e e L 3
30F--i-iamiads - e e
203 -------man - T
ST S QT . AR
0 ; ; -0
0,1 1 10 100 1.000 10.000
Size(Microns)

Sekil 6.19. Dogal hidroksiapatitin gezegen degirmende izopropil alkol ile 5 saat 6giitiilmesi sonucu alinan tane
boyut analizi.

6.8. Hidroksiapatit Basma Testi Sonuclari



102

Universal test cihazi ile sabit ¢cekme hizinda 6lgiilen basma mukavemeti degerlerinin

ortalamalari, standart sapmalari ile beraber Tablo 6.4.’te verilmistir.

Tablo 6.4. Sinterlenen numunelerin basma mukavemeti degerleri.

Sicaklik (°C) Basma Mukavemeti (MPa)
1000 27+9
1100 3445
1200 60420
1300 32+15

Sicaklik artik¢ca basma mukavemeti degerlerinde artis gozlenmistir. 1200°C’den sonra
yapida meydana gelen dekompozisyon ve sodyum kalsiyum esasli farkli fazlarin
olugsmaya baslamasiyla beraber basma mukavameti degerinde belirgin bir diisiis
goriilmiistiir. Sekil 6.20.’da sinterleme sicakliginin basma mukavemetine etkisi
gosterilmistir. Literatiirde Tablo 3.2.’de goriildiigii gibi ortalama basma mukavemeti

29 Mpa ya yakin degerler elde edilmistir.

80 - T
£ 70-
g
E =
5
= .
nd
= 40 -
-

5
= 30 -
os
=
R 29

1000 1100 1200 1300
SICAKLIK(°C)

Sekil 6.20. Hidroksiapatit Sicaklik-basma mukavemeti grafigi.
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6.9. Hidroksiapatit Sertlik Ol¢iim Testi Sonuclar

Vickers mikrosertlik degerleri her bir sicaklik degerinde numunelerden 20 Slgiim
alimarak hesaplanmistir. Tablo 6.5.’de ortalama sertlik degerleri Vickers cinsinden

standart sapma miktarlari ile beraber gosterilmistir.

1000°C’de en diisiik sertlik degeri 81 HV elde edilirken en yliksek sertlik degeri olan
494 HV’ye ise 1300°C’de rastlanmistir. Sekil 6.20.’de sinterleme sicakligi sertlik

grafigi verilmistir.

Tablo 6.5. Sinterlenen numunelerin ortalama sertlik degerleri.

Sicaklik (°C) Sertlik (HV)
1000 81+5
1100 155+10
1200 424+10
1300 494+15
494
500
424
Z 400-
=
=
=
Sl
=
=
& A0 155
[~
-
-
100 - 81
o 1 1 1 1
1000 1100 1200 1300

SICAKLIK(°C)
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Sekil 6.21. Hidroksiapatit Sicaklik-mikrosertlik grafigi.

6.10. Hidroksiapatit Yogunluk Testi Sonuc¢lari

Sinterlenen numunelerin yogunluklar1 Arsimet prensibi ile belirlenmistir. Tablo 7.4.’de

her bir sicaklik icin Olgiilen ortalama yogunluk degeri ve relatif yogunluk degeri

gosterilmistir. En yiiksek relatif yogunluk degeri olan %95, 1200°C ve 1300°C’de elde

edilmistir. Sekil 6.22.”de sinterleme sicakligi-yogunluk grafigi verilmistir.

Tablo 6.6. Sinterlenen numunelerin ortalama yogunluk ve relatif yogunluk degerleri.

Sicaklik (°C) Yogunluk (g/cm?) Relatif Yogunluk (%)
1000 2,46 78
1100 2,73 86
1200 2,99 94,63
1300 3,02 95,28
95.28
96 - 94.63 .2
ARRESE—"
— “—
S
& 921
= 90-
z.
-~ 88
g 86
~ 86
o
B
= 82-
(=4
80 -
78
78 -
76 1 1 1 1
1000 1100 1200 1300
SICAKLIK(°C)

Sekil 6.22. Hidroksiapatit yogunluk degerlerinin sicakliga bagl degisimi.
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6.11. Antibakteriyel Test Analiz Sonugclar:
Dogal hidroksiapatitin antibakteriyal 6zelliginin tayini icin Sakarya Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde tiim testler ayni ortam ve parametrelerle

yapilip sonu¢lanmistir.

Katkisiz dogal ve ticari hidroksiapatitin disk difiizyon yontemi ile antibakteriyel test

Sonucu;

1. Ticari Hidroksiapatit tozu (Disk haline getirilmis, 1.4 cm ¢ap)

2. Kemikten tiretilen Hidroksiapatit tozu (Disk haline getirilmis, 1.4 cm ¢ap)

Sekil 6.23. 48 saatlik inkiibasyon ardindan ticari hidroksiapatit disk ylizeyinde ve etrafinda meydana gelen E. coli
bakteri {iremesi.
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Sekil 6.24. 48 saatlik inkiibasyon ardindan kemikten iiretilen Dogal hidroksiapatit disk yilizeyinde ve etrafinda
meydana gelen E. coli bakteri tiremesi.

Sekil 6.25. Sentetik yolla iiretilen hidroksiapatit disk, besiyerinden kaldirildiktan sonra 48 saatlik inkiibasyonun
ardindan gozlemlenen E. coli bakteri tiremesi.
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Sekil 6.26. Kemikten tiretilen hidroksiapatit disk, besiyerinden kaldirildiktan sonra 48 saatlik inkiibasyonun.
ardindan gozlemlenen E. coli bakteri tiremesi.

Sonug olarak uygulanan disk difiizyon testi sonucu kemikten ve ticari iiretilen her iki
hidroksiapatit disk numunenin antibakteriyel aktivite gostermedikleri belirlenmistir.
Her iki disk numunenin besiyerine temas eden ylizeylerinde ve etraflarinda yogun

bakteri liremesi meydana geldigi gozlemlenmistir.

Gumiis ilaveli hidroksiapatite toz halde yapilan koloni sayma metodu test numuneleri;

Hidroksiapatit toz (Kontrol)
%0.5 Ag ilaveli Hidroksiapatit
%1 Ag ilaveli Hidroksiapatit
%1.5 ilaveli Ag Hidroksiapatit
%?2 Ag ilaveli Hidroksiapatit

a c w0 DN

Tablo 6.7. Ekim yapilan besiyerlerinde meydana gelen koloni sayilari (+: iireme goriildii, 0: ireme goriilmedi).
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Bakteriler Hap Kontrol | %0,5 AgHAp | %1 AgHAp | %1,5AgHAp | %2 AgHap
Tozu
E.Coli +63 +147 0 +7 +2
Tablo 6.8. % Antibakteriyel aktivite sonuglari.
%R: Antibakteriyel Aktivite
Bakteriler %0,5 Ag Hap %1 Ag HAp %]1,5 Ag HAp %?2 Ag Hap
E.Coli 69.2 100 94,4 98,4

Spektrofotometrede absorbans ne kadar diisiikse igerisinde lireyen bakteri sayisi o
kadar diisiiktiir sonucuna varilir. HAp tozu katilarak ve katilmadan olusturulan bakteri
kiiltiirlerinin spektrofotometre sonuglart incelendiginde, giimiis katkilt HAp tozu
eklenen kiiltiirlerin, katkisiz HAp eklenen kiiltiirlere gére daha az absorbans verdigi
goriilmustiir. Bu duruma aykir1 olarak, negatif kontrol olarak kullanilan LB broth ile
hazirlanan bakteri kiiltiiriiniin absorbansi, HAp tozu ekli olan 6rneklerden daha diisiik
absorbans vermistir. Spektrofotometre sonuglari alindiktan sonra yaygin ekim
yontemiyle ekilen bu kiiltiirlerden elde edilen sonuglara gore, katkisiz HAp tozu ekli
LB brotha ekilen koloni sayisiyla %0,5-1,5-2 giimiis katkili HAp tozu ekli LB broth
koloni sayis1 arasinda biiyiik bir fark olusmazken, %1 giimiis ilaveli kiiltiirden ekilen
ornekte gbzle goriiniir bir bakteri azalmasi olusmustur. Testin de sonucuna gore, giimiis
eki Hap’in antibakteriyel 6zelligi oldugu tespit edilmistir ve bu 6zellik glimiisiin nin
dozu arttikca degil sadece %1 oraninda eklendiginde antibakteriyel etki gosterdigi
goriilmektedir. Giimiis ilavesinin %1 in altinda veya iistiinde kaldiginda bakteri
tiremesi goriilmiistiir. Beklendigi gibi, kontrol grubu olarak kullanilan katkisiz Hap’in

bakteri liremesi lizerinde olumsuz etkiye sahip olmadig1 sonucuna varilmistir.
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E.Coli Hap

E.Coli Hap% 0,5 E.Coli Hap %l

E.Coli Hap % 1,5 E.Coli Hap %2
Sekil 6.27. 24 saatlik inkiibasyon sonunda meydana gelen E. coli kolonileri, 1) Hap(kontrol), 2) %0.5 Ag Hap,3)
%1 AgHap 4) %1.5 AgHap, 5) %2 Ag Hap.

Schiff baz katkili (Cinko SAE) hidroksiapatit disk difiizyon test sonuglari;

Katkisiz hidroksiapatit disk

%0.1 ¢inko SAE ekli hidroksiapatit disk

% 0.2 ¢inko SAE ekli hidroksiapatit disk
%0.5 ¢inko SAE ekli hidroksiapatit disk
%0.7 ¢inko SAE ekli hidroksiapatit disk
E.coli DHSa susu

Luria-Bertani broth s1v1 besiyeri (LB broth)

© N o g M w DN E

Luria-Bertani agar kat1 besiyeri(LB agar)
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Antibakteriyel testte disk diflizyon metodu kullanilmistir. LB agar besiyeri iizerine
E.coli kiiltiirtinden alinan numune baget yardimiyla yaygin ekim yontemi ile
ekilmistir. UV 1smina maruz birakilarak steril hale getirilen hidroksiapatit diskler
(katkisiz Hap, 9%0.1, %0.2, %0.5 ve %0.7 Zn SAE katkili HAp)aseptik kosullar altinda
bakteri ekili petri iizerine yerlestirilmistir. 48 saat 37£1°C’de inkiibe edilmistir.

Sonrasinda, diskler aseptik kosullarda petri kabindan ayrilmis ve tekrar 48 saat

37+1°C’de inkiibe edilmistir. Sonuglar asagidaki sekillerde goriilmektedir.

Sekil 6.28. Dogal yolla tiretilen katkisiz Hap tozundan saglanmus diskin bakteri ekilmis petri kabindaki 48 saatlik
inkiibasyonundan sonraki goriintiisii. A) disk kaldirilmadan 6nce B) disk kaldirildiktan sonra.

Sekil 6.29. Dogal yolla iiretilen tiretilen 0,1 Zn SAE katkili HAp tozundan saglanmig diskin bakteri ekilmis .
petrikabindaki 48 saatlik inkiibasyonundan sonraki goriintiisii. A) disk kaldirilmadan 6nce B) disk
kaldirildiktan sonra 48 saat inkiibasyon sonucu.
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Sekil 6.30. Dogal yolla tiretilen 0,2 Zn SAE katkilit HAp tozundan saglanmus diskin bakteri ekilmis petri
kabindaki 48 saatlik inkiibasyonundan sonraki goriintiisii. A) disk kaldirilmadan 6nce B) disk
kaldirildiktan sonra 48 saat inkiibasyon sonucu.

Sekil 6.31. Dogal yolla iiretilen 0,5 Zn SAE katkilit HAp tozundan saglanmus diskin bakteri ekilmis petri
kabindaki 48 saatlik inkiibasyonundan sonraki goriintiisii. A) disk kaldirilmadan 6nce B) disk
kaldirildiktan sonra 48 saat inkiibasyon sonucu.

Sekil 6.32. Dogal yolla iiretilen 0,7 Zn SAE katkilit HAp tozundan saglanmuis diskin bakteri ekilmis petri
kabindaki 48 saatlik inkiibasyonundan sonraki gériintiisii. A) disk kaldirilmadan énce B) diski
kaldirildiktan sonra 48 saat inkiibasyon sonucu.
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Disk difiizyon testi uygulamasinda, tiim yiizeye yaygin ekim yontemi ile bakteri ekilir
ve tiim ylizeyde bakteri iiremesi saglanir. Aseptik kosullarda petri kabina yerlestirilen
disk antibakteriyel Ozellige sahip oldugunda etrafindaki bakterilerin {iremesini

engeller ve bir bosluk olusturur. Bu duruma inhibisyon zonu denir.

Antibakteriyel 6zellik ne kadar yiiksekse zon o kadar biiyiik ¢apli olur. Sonuglar
incelendiginde Sekil 6.28.’de dogal yolla iiretilen Hap diskte zon olusmamistir ve
antibakteriyel bir etkisi olmadig1 gézlenmistir. Sekil 6.29. ve Sekil 6.30.’da %0.1 Zn
SAE katkili Hap ve %0.2 Zn SAE katkili Hap diskte inhibisyon zonu gézlenmemistir.
Sekil 6.31.’de %0.5 Zn SAE katkili diskin bulundugu petride kii¢iik ¢agli bir zon
gbzlenmistir. Sekil 6.32.°de %0.7 Zn SAE ktkili Hap diskte olusan inhibisyon zonu
%0.5 Zn SAE katkili1 Hap disklerden daha biiyiik ¢aplidir. Sonug olarak, ¢inko SAE
ekli Hap disklerde antibakteriyel etki gozlenmis ve bu etki en yliksek dozda en fazla

inhibisyon zonu olusturmustur.

Diskler kaldirildiktan sonra hicbir bakteri kolonisi gozlenmemistir. Buradan
cikarilacak sonug, diskin temas ettigi ylizeyler bakteriler lizerinde bakterisidal etki
yaratmistir. Fakat kontrol grubu olarak kullandigimiz katkisiz HAp ve 0.1, 0.2, 0.5 Zn
SAE katkilt diski ¢ikarilip, 48 saat inkiibasyon yapildiginda diskin ¢ikarildigi yere

yakin bakteri biiyiimesi gozlemlenmistir.



BOLUM 7. SONUCLAR VE ONERILER

7.1. Sonuclar

Bu tez ¢alismasinda insan vucudunda kullanmak i¢in dogal kemiklerden biyoseramik
bir malzeme olan hidroksiapatit ekonomik olarak iiretilmis. Uretilen organik
hidroksiapatitin 1000°C, 1100°C, 1200°C ve 1300°C’lerde sinterlenmesi sonucu elde
edilen sonuglar ozetlenmistir ve Uretilen hidroksiapatit antibakterial o6zellik

kazandirilmak i¢in schiff bazi (ZnSAE) ve glimiis tozu katilmistir.

Biiyiikbas hayvan kemiginin kalsinasyonu sonucu elde edilen hidroksiapatit toz saf
hidroksiapatit olarak bilinen JCPDS: 09-432 ile uyusmaktadir. Sinterleme
sicakliklarinin artirilmasiyla beraber yapida dekompozisyondan dolay1r B-TCP ve
sodyum igerikli fazlar olugsmustur. Bu fazlarin sinterleme sicakliginin arttirilmasiyla

beraber miktarlarinda artis goriilmiistiir.

Mikroyap1 goriintiileri incelendiginde, sicaklik artis1 ile beraber densifikasyonun
gerceklestigi gdzlenmistir. Sinterlenen numunelere ait mikroyap1 goriintiilerinde agik,
koyu gri ve siyah bolgelerin olusumu gozlenmis ve mikroyapidaki bu bolgeler XRD
analizleri sonucu yapida varlig belirlenen sodyumca zengin fazlara dayandirilmistir.

Yogunluk degerlerinde sinterleme sicakliginin artmasiyla beraber artis goriilmiistiir.

En diisiik yogunluk degeri olan 2.46 g/cm>degerine 1000°C’de rastlanirken 1300°C’de
yogunluk degeri 3.02 g/cm®’e yiikselmistir. Relatif yogunluk degeri de %78’den
%95’e ylikselmistir.

Sicaklikla beraber densifikasyon sonucu sertlik degerlerinde artis goriilmistiir.

Numunelere ait en diisiik sertlik degeri 81 HV iken en yiiksek deger 494 HV dir.
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Basma mukavemeti sonuglari incelendiginde en diisiik deger 1000°C’de 27 MPa iken
en yiiksek deger 1200°C’de 60 MPa’dir ve 1300°C’de basma mukavemeti degeri 32
MPa’ya diismiistiir.

Yapilan XRF ve ICP Testleri ile Ticari olarak iiretilen sentetik Hidroksiapatit ile dogal
tiretilen hidroksiapatitin temel olarak aymi oOzelliklere sahip oldugu goriilmustiir.
Biiylikbas hayvan kemiginin kalsinasyonu sonucu elde edilen dogal hidroksiapatite

disk difiizyon yontemi ve koloni sayma metodu ile antibakterial testler yapilmistir.

Oncelikle ticari saf hidroksiapatit ve dogal hidroksiapatite disk diifiizyon yontemi ile
test yapild1 yapilan test sonuglarinda ticari hidroksiapatitte hi¢ zone olusmadi dogal
hidroksiapatitte zone gozlendi ancak dikler kaldirildiklarinda her iki hidroksiapatit
disk numunesininde altinda bakteri iizeremesi gozlendi buda kontrol olarak

denedigimiz dogal hidroksiapatitin antibakteriyel 6zelligi olmadig1 goriilmustiir.

Ikinci olarak dogal hidroksiapatite toz halde koloni sayma metodu denenmistir bunun
icin 1 adet kontrol hidroksiapatit % 0,5 % 1 %1,5 %2 oraninda giimiis katkili
hidroksiapatit olmak {izere 5 adet numnede yapilan koloni sayam metodunda %]l
giimiis katkili hidroksiapatitte %100 antibakteriyel ozellik gdzlenmistir. Ugiincii
olarak schiff baz katlh dogal hidroksiapatite disk difiizyon testi uyguland:
antibakteriyel 6zellik ne kadar yiiksekse zon o kadar biiyiik ¢apli olur.

Sonuglar incelendiginde dogal yolla iiretilen Hap diskte zon olugmamistir ve
antibakteriyel bir etkisi olmadig1 gozlenmistir. %0.1 Zn SAE katkili Hap ve %0.2 Zn
SAE katkil1 Hap diskte inhibisyon zonu gézlenmemistir. %0.5 Zn SAE katkil1 diskin
bulundugu petride kii¢iik cagli bir zon gozlenmistir. %0.7 Zn SAE ktkili Hap diskte
olusan inhibisyon zonu %0.5 Zn SAE katkili Hap disklerden daha biiyiik ¢aphidir.

Sonug olarak, ¢inko SAE ekli Hap disklerde antibakteriyel etki gdzlenmis ve bu etki
en yiiksek dozda en fazla inhibisyon zonu olusturmustur. Diskler kaldirildiktan sonra
higbir bakteri kolonisi gozlenmemistir. Buradan ¢ikarilacak sonug, diskin temas ettigi

yiizeyler bakteriler tizerinde bakterisidal etki yaratmistir. Fakat kontrol gurubu olarak
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kullandigimiz katkisiz HAp ve 0.1, 0.2, 0.5 Zn SAE katkili diski ¢ikarilip, 48 saat
inkiibasyon yapildiginda diskin ¢ikarildigi yere yakin Dbakteri biiylimesi

gozlemlenmistir.

7.2. Oneriler

Daha farkli bakteriler ile antibakterial testler yapilabilir.
Tozlar spray drayer ile kiiresellestirilebilir.
Mekanik testler arttirilabilir Orn:3 nokta egme testi vs.

Daha ayrintili i¢ yap1 incelemesi i¢in TEM c¢ekilmelidir.

o B~ W D

Schiff baz katkili dogal hidroksiapatitin antiinflamatuar oOzellikleri test

edilmelidir.

6. llerleyen asamalarda tozlar kaplama tozu formuna getirilerek termal sprey
kaplamalar ile metal implantlara kaplanabilir.

7. Kaplama yapilan metal implantlar 6nce etik kurul izni ile hayvan deneylerinde

sonra ise insan Uzerinde denenmelidir.
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