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HiDROTERMAL METOT iLE ANTIMiKROBIiYAL NANO
HIiDROKSIAPATIT KOMPOZIT URETIiMi

OZET

Saf, ¢inko ve flor katkili hidroksiapatit hidrotermal metotla sentezlenmistir. Yiizey ve
yapisal oOzelliklerine SEM ve XRD oda kosullarinda bakilmistir. HAp’n, ZnHAp ve
FHAp’in XRD analizinde difraksiyon piklerinde herhangi bir safsizlik gézlenmemistir.
SEM goriintiistinde hidroksiapatit’in nano layer, nano rod ve nano flower yapilari
sentezlemis olup antimikrobiyal Ozelligine bakilmasi i¢in hazir hale getirilmistir.
Antibakteriyel aktivite tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Hidrotermal metod, hidroksiapatit, antibakteriyel aktivite.
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PRODUCTION OF ANTIMICROBIAL NANO HYDROXYAPATITE
COMPOSITE BY HYDROTERMAL METHOD

ABSTRACT

Pure, zinc and fluorine doped hydroxyapatite was synthesized by hydrothermal method.
Surface and structural properties were examined under SEM and XRD room conditions.
XRD analysis of HAp, ZnHAp and FHAp showed no impurity at the diffraction peaks. In
the SEM image, nano layer, nano rod and nano flower structures of hydroxyapatite were

synthesized and made ready for antimicrobial properties. Antibacterial activity was
determined.

Keywords: Hydrothermal method, hydroxyapatite, antibacterial activity.
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1. GIRIS

Son yillarda biyoloji, elektronik, optik ve bilgi teknolojisindeki potansiyel uygulamalari
nedeniyle inorganik nanokristallerin gelistirilmesine yonelik Onemli arastirmalar
yapilmaktadir. Bununla birlikte nanokristalleri yapmanin yollar1 da arastirmaktadir.
Arastirmacilar nanokristal yiizey aktif malzemeleri sentezleyerek kristal sekline ve partikiil

boyutunu bagli kontrol etme etkilerini de 6nemli 6lgiide arastirmaktadir. (Bose et al. 2003)

Hidroksiapatit (HAp), Caio(P04)s(OH)2 kimyasal formiilii ve Ca/P molar orani 1.67 ile en
popiiler biyoseramik malzemelerden biridir. insan kemikleri ve dislerin ana inorganik
bilesenini andirir. HAp implantlar1 toksik olmayip, biyokimyasal tolerans, biyoaktivite ve
biyouyumluluk gibi belirgin 6zelliklere sahiptir. Bu nedenle HAp biyoseramikleri, tip ve
ortopedik uygulamalar dahil tipta yaygin olarak kullanilmaktadir. Viicut sicakligr ve pH
kosullar altinda HAp, ¢cok az miktarda ¢dziinen bir bilesiktir. Ek olarak, yukarida belirtilen
belirgin 6zelliklerden dolayi, bir¢ok arastirmaci tarafindan cesitli tiplerde HAp bazh
kompozitler, kaplamalar ve ince filmler gelistirilmis ve biyomedikal uygulamalar icin

kullanilmistir. (Kaygili et al. 2014)

HAp; hidrotermal metot, sol-gel yontemi, kimyasal ¢okeltme, piiskiirtme pirolizi, kati hal
reaksiyonlar1 gibi cesitli tekniklerle iiretilebilir. Ayrica mekanokimyasal yol, mikrodalga
sentezi, mikroemiilsiyon ve yanma sentezi ile laboratuvar kosullarinda sentezlenebilir. Bu
teknikler arasinda sol-gel yontemi, yliksek saflik ve kristallige sahip nano-HAp hazirlamak
icin yaygin olarak tercih edilen yontemlerden biridir. HAp, fizyolojik pH ve sicaklikta
neredeyse c¢oziinmemesine ek olarak; toksik olmayan, alerjik olmayan, osteokondiiktif,
mutajenik olmayan ve endofiliklik 6zellikler gdsterir ve biiyiime faktorleri, antikanser
ilaclar1 ve antibiyotikler i¢in kemik degistirme ve tasiyict madde olarak tibbi ve biyolojik

uygulamalarda yaygin olarak kullanilir. (Kaygili et al. 2015).



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Hidrotermal Sentez

Hidrotermal sentez genellikle, 100 °C ve 1 bar’in {izerindeki sulu ortamlarda heterojen
reaksiyonlara denir. Hidrotermal kosullarda, ¢6ziilmesi zor olan reaktanlar, kristal suyu
halinde veya ¢ok ¢oziiniir "mineralizatorlerin” katilabildigi kompleksler halinde ¢ozelti
haline gelir. Boylelikle hidrotermal sentezlerin 6zel bir durum oldugu diisiiniilen kimyasal

reaksiyon sartlar1 elde edilebilir.

Miikemmel bir hidrotermal kosul 6rnegi, yani 100°C ve 1 bar lizerindeki sulu bir ortamda,
doga tarafindan saglanir. Bu kosullar altinda c¢ok sayida mineral olusmustur.
Laboratuvardaki simiilasyonlar sayesinde jeologlar ve mineraloglar, mineral olusumu igin
gerekli sartlar1 belirlemeyi basarabilmis ve bdylece jeolojik siireglerin bilgisine katkida
bulunmuslardir. Bugiin bile hidrotermal arastirmalar jeolojik bilimler alaninda dnemini
korumaktadir. Endiistride hidrotermal, hidrometalurjide, Ornegin; Bayer tarafindan
Boksitin ayristirilmasi igin kullanmigtir. Hidrotermal metot, ikinci Diinya Savasi’ndan
sonra modern kat1 hal arastirmalarina dahil edilmistir, Nacken tarafindan endiistriyel
kullanimi i¢in kuvars kristallerinin istenilen fiziksel 6zelliklerde ve yeterli biiyiikliikte son
derece saf olarak elde etmesi bu metoda ilgiyi artirmistir. Bu yontem kati hal kimyasi
arastirmalar1 i¢in aranilan saflik ve istenilen Kkristal boyutunda madde sentezi igin gok
biiyiik kolayliklar ve olanaklar saglamaktadir. Ornegin yari iletken fiziginde talep edilen
ozelliklerin 6l¢iimii i¢in kristal yapidaki saflikla istenilen boyutta sentez hidrotermal
metotla kolaylikla ulasilmaktadir. Hidrotermal sentezin 6zel bir kimyasal tasima
reaksiyonlar1 olabilecegi diistintildigii gosterilmistir. Hidrotermal sentez, geleneksel
sentetik yontemlerin aksine, birkac tipik ornekle gosterilebilecegi gibi bir dizi avantaj

sunar:



1. Oksidasyon hallerinde, 6zellikle gegis metali bilesikleri i¢in 6nemli olan, elde edilmesi
zor elementler igeren bilesikler, kapali sistemlerde hidrotermal sentez yoluyla elde

edilebilir. Ferromanyetik krom (IV) oksit elde edilmesi gibi.

2. Hidrotermal yontem ayni zamanda diisiik sicaklik fazlari i¢in de faydalidir. Optik-
elektronik 6zellikleri i¢in 6nemli olan Cul (m. 605°C) ¢inko blende (y) -faz kristalleri, 390
° C doniistim sicakliginin altindaki HI igeren cozeltilerden elde edilebilir. Bu diisiik

sicakliklarda, gaz fazi boyunca kimyasal taginma reaksiyonlar1 artik endise verici degildir.

3. Telliiryum Te2l ve B-Tel’iin iydiirlerinin gibi uygun bilesiklerinin, sirasiyla 265/280 °C
yerine 192/198 °C sicaklikta ignemsi kristalleri sentezlenebilmektedir. (A. Rabenau et al.
1983).

2.2. Biyomalzemeler

2.2.1. Biyomalzeme

Biyomalzeme, viicutta canli doku veya organlarin islevini artirmak veya degistirmek i¢in
kullanilan canli olmayan malzemelerdir. Fizyolojik ortamda kullanildiginda uzun siire
dokularla ve ayrica viicut sivisiyla temas ettiginden, biyomalzemeler doku etkilesimi ile
sonuglanabilir. Biyomalzemeler doku tipine ve biyomalzeme etkilesimine bagli olarak

biyo-inert, biyoaktif ve biyo-rezorbe edilebilir olarak adlandirilir.

Teknolojinin gelismesiyle beraber hem kullanim alani iyice yayginlasan hem de daha fazla
etkinlik, uygunluk ve kullanim rahatligi imkanlar1 ortaya ¢ikan biyomalzemelerin ters veya
yan etki gdstermemesi istenir. Bizim cografyamiz da dahil olmak {izere bin yillardir ¢ok
cesitli biyomalzemeler hayatimizin i¢inde olmustur. Antik misir mumyalarinda goriilen
yapay organlar birer biyomalzemedir. Ayrica altin kaplama veya altindan yapilan dislerin
kullanimi tarih 6ncesine kadar uzanmaktadir. Yakin zamana kadar kullanilan ve toksik

etkisinden dolay1 gliniimiizde tercih edilmeyen bakir protezler de buna bir 6rnektir.

Hidroksiapatit Cai10(P04)s(OH)2; Biyoaktif biyomateryal kategorisine ait olup, sert

dokularin temel mineral bilesenidir. Fizyolojik ortamda kimyasal olarak kararli kalan ve



spesifik biyolojik aktiviteyi indiikleyen kalsiyum fosfat bazli biyoseramik ailesinin de
yegane lyesidir. Mitkkemmel biyolojik etkinligi, biyouyumlulugu ve oldukg¢a gozenekli
yapist nedeniyle biyomedikal uygulamalarda genis kapsami vardir. Biyomateryalin
gbzenekli yapist; yeterli osteo-iletkenlige, malzemenin saglam bir sekilde sabitlenmesi i¢in
mekanik kenetlenmeye ve dogal ve sentetik kemik arasindaki yapigsmanin olusumuna yol
acmasini saglar. HAp bunlarla beraber, biyomedikal cihazin igyapisi boyunca ekstra

hiicresel akiskanin akisina izin verir apatit katmani igerir. (Pradnya et al. 2010).

2.2.2. Biyouyumluluk

Hidroksiapatit, farkli konsantrasyonlarda bir¢ok iyon igeren kemik asidine benzemekle
beraber iyon ikameleri ile hidroksiapatit yiizey yapisini ve ¢oziniirliigiinii degistirerek
biyolojik etkinligini arttirir. Hidroksiapatit (HAp), Ca* 2 ve OH™ iyonlar tarafindan bir
araya getirilen PO tetragonalinden olusan altigen bir yapiya sahiptir. Iyon ikameleriyle
degisiklikler morfolojik, kristallik, elektriksel ve optik 6zellikte meydana gelir. Yiiksek
iyon konsantrasyonlar sitotoksiktir ancak diisiik seviyeli iyon ikameleri potansiyel olarak
kemik olusumunu ve antibakteriyel aktiviteyi arttirir. Ornegin Ca iyonlarinin iki degerli
veya i¢ degerlikli olarak degisimi hidroksiapatitin biyolojik, fiziksel ve kimyasal
ozelliklerini degistirir. Hidroksiapatit kemik metabolizmasi konusunda genis bir uygulama

alanina sahiptir. (Helen et al. 2018).

Magnezyum ve stronsiyum dogal kemiklerde bulunan ana elementlerdir. Magnezyum
iyonu varligi, dentin ve kemikte; kemik biiyiimesini ve kemik kirilganligin1 %1,23 ile
%0,73 arasinda degisen oranlarda etkiler. Stronsiyum osteoporoz tedavisinde kullanilan

kemikte dogal olarak bulunan elementlerden biridir.

Cinko biyolojik dokuda ve kemikte hayati bir rol oynar, ancak etkinligi kemiklerin
yogunlugunu azaltir. Ca* 2 iyonlarinin baska katyonlarla ikame edilmesi, iyonik boyutlara
bagli olarak kafes degerlerinin daralmasina veya genislemesine yol agar. Hidroksiapatit,
giic tastyamadigi i¢in yiik tasima uygulamalarinda kemik ikamesi olarak kullanilmasi
sakincali olabilir. Bu sorunun iistesinden gelmek ic¢in hidroksiapatit; magnezyum,
stronsiyum, ¢inko titanyum gibi bir¢ok iyonla katkili hale getirilebilir. Ve saf

hidroksiapatit, implantasyonlarda basarisizliga yol acabilen ve biyomalzemelere inorganik



katyonlar eklenerek iistesinden gelinebilen antibakteriyel aktiviteden yoksundur (Helen et

al. 2018).

Aliiminyum, kobalt, krom, nikel, demir ve lantan gibi metal iyonlari, metal implantlarin
kalitesini arttirir. Ayrica hidroksiapatitlerin kristal boyutu, kristallik ve kafes parametreleri
gibi Ozelliklerini etkiler. Bakir, mikro organizmayi devre dis1 birakmak i¢in kullanilan
makro besin elementidir. Bakir, hiicre zarinda degisikliklere neden olup, ¢inko, kobalt,
demir ve nikel gibi diger iki degerli iyonlarla karsilastirildiginda yiiksek kontrasta sahiptir.
Kobalt, antibakteriyel aktiviteye ek olarak hemoliz testine gore toksisitesi olmayan
biyomateryal olarak kullanililan temel bir elementtir. Hidroksiapatit mekanik 6zellikleri

tibbi uygulamalar tizerine ¢esitli literatiirler vardir (Helen et al. 2018).

2.2.3. Kompozit Malzemeler

Kullanilan metalik biyomalzemeler arasinda paslanmaz ¢elik, titanyum, tantal ve nikel
titanyum alagimlar1 da bulunur. Medikal paslanmaz ¢elik diger metalik biyomalzemelere
gore daha ekonomik bir alternatif olmasi nedeniyle kirilma onarim cihazlarinda ve eklem
degistirme bilesenlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Implant cerrahisinde ve kisa
vadeli biyomedikal cihazlarda énemli bir sorun bakteriyel enfeksiyondur. Biyomedikal
cihazlarin yiizeylerinin ve implantlarin bakteriler tarafindan kolonilestirilmesi hastalar i¢in
saglik acisindan risk olusturan enfeksiyonlara neden olabilir; bu durum, genellikle
kontamine cihazin yeniden ¢alistirilmasin1 veya degistirilmesini gerektirdiginden ciddi
masraflar ve saglik sorunlar1 ortaya cikarabilir. Ameliyattan haftalar veya aylar sonra
ortaya ¢ikan gecikmis enfeksiyonlar ciddi bir problem teskil etmeye devam eder. Bu geg
evre enfeksiyonlarinin cerrahi islemden degil vaskiiler sistemde dolasan bakteriyel
sporlardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Tamamen iyilesmemis bir yara bdlgesine inen
sporlar implant yiizeyine yapisabilir, ¢cogalabilir ve sonunda enfeksiyona yol agan bir

biyofilm olusturabilir. (Farrag et al. 2017).

Her ne kadar dogal kemik dokularinda miikemmel bir i¢sel onarim yetenegi olsa da, kendi
kendini yenileme hiz1 kritik boyuttaki kemik defektlerinde genellikle yeterli olmaz. Kemik
rejenerasyon islemini kolaylastirabilen cesitli mekanik, elektriksel ve manyetik dis

uyaricilar vardir. Ornegin, statik manyetik alanin (SMF), manyetik alan ile kemikteki



biyolojik islemler arasindaki etkilesimin bir sonucu olarak kemik kirigi iyilesmesini
hizlandirmakta etkili bir yaklasim oldugu gosterilmistir. Sonu¢ olarak, kemik
rejenerasyonu i¢in biyomedikal uygulamalarda manyetik nanopartikiillerin (MNps)
kullannominda bir artis olmustur. Biyomedikal alanda kullanilan en yaygin manyetik
nanoparcacik tiirlerinden biri demir oksit (Fe203) parcaciklaridir. Bununla birlikte, Fe203
partikiillerinin kullanimiyla gézlenen toksisite nedeniyle diger manyetik partikiillere de ilgi
duyulmustur. HAp yiizeyindeki bakteriyel adsorpsiyon, implant enfeksiyonuna ve kemik
desteginin kaybina neden olabilir. Bu tiir enfeksiyonlara karsi etkili bir koruma saglamak
amactyla, HA* kafes yapisina Ag *, Sr*2 ve Cu*? gibi bazi antibakteriyel aktiviteye sahip
metal iyonlart dahil edilmistir. HAp kafesindeki Ca*? iyonlarmin diger iyonlarla
degistirilmesi olasilig1 HAp kafesinin énemli bir 6zelligidir. Iyonik siibstitiisyonun HAp’m
biyolojik 6zellikleri tizerinde onemli bir etkisi oldugu gosterilmistir. Bir 6rnek olarak,
Ag’nin HAp kafesine dahil edilmesi, katlanmamis HAp benzerlerine kiyasla 6nemli

antibakteriyel aktivite gostermistir (Yazdani et al. 2018).

Kobalt (Co), Demir (Fe) ve Nikel (Ni), HAp nanopargaciklarinda manyetik 6zelligi
indiiklemek i¢in kullanilan manyetik iyonlardir. Co, ortopedik implantlardaki alagimli
bilesenlerden biridir ve yiiksek mukavemet ve asinma direncinden dolay1 protez olarak
kullanilir. Ek olarak, Kobalt ayrica DNA iiretiminde 6nemli bir rol oynayan B-12 vitamini
olarak bilinen aktif kobalaminin merkezidir. Kobaltli HAp konusunda ¢ok sinirli ¢alismalar
yapilmistir. Daha onceki bir raporda, hem Kramer hem de Chandra, Kobaltoped HAp’1n
saf HAp’ta gozlemlenen diamagnetic davranisinin aksine paramanyetik ozellikler
gosterdigini belirtmislerdir. Bagka bir ¢alismada kobalt igeriginin agirlikga %12°ye kadar
arttirllmasinin osteogenez ve yeni kemik iizerinde faydali oldugu bildirilmistir (Yazdani et
al. 2018).



3. ONCEKI CALISMALAR

Hidroksiapatit, olaganiistii biyouyumluluk nedeniyle potansiyel biyomedikal uygulamalar
i¢in genis ¢apta arastirilmis bir malzemedir. Simdiye kadar hidroksiapatit kompozitleri gok
cesitli yontemlerle elde edilmistir. Bunlar arasinda bizim de ¢alistigimiz gibi hidrotermal
yontem kullanilmigtir. Bunun disinda sol-jel yontemi, yanma sentezi, ultrasonik 1s1ma,
vucut sivist kullanarak ¢oktlirme, mikrodalga yontemi, kuyu difiizyonu ve ters misel gibi

yontemler kullanilmistir. Cesitli yayilardan yapilan sentezlerden asagida bahsedilmistir.

S. Helen et al. antibakteriyel aktiviteyi, kuyu difiizyonu kullanilarak arastirmislardir. Bu
yontemde petri plakalari, 20 ml steril Mueller Hinton Agar (MHA) ve test kiiltiirleri
katilasmis ortamin iizerine stirlilmiistiir ve 10 dakika kurumaya birakilmistir. Plakalar
cubukla inokiile edilmislerdir. Bakterilerle kontaminasyonda steril pamuklu c¢ubuklar
kullanilmistir. Kullanilan bakteriyel patojenler Escherichia Coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus ve Enterococci sp. Plakalara 6 mm ¢apinda ve kuyucuklarla
doldurulmus farkli 6rnekler (100 pg/mL) kullanilmistir. Kontrol grubu olaraksa iyi bir
kapsayici olan siilfoksit plakalar tercih edilmistir (100 pg / mL).

Numuneler 24 saat boyunca 37 °C sicaklikta inkiibe edildikten sonra, antibakteriyel tahlil
ticlii gruplar halinde yapilmistir. Her 6rnek i¢in inhibisyon bolgesi milimetre cinsinden
kaydedilmistir. Ardindan kontrol edilen sonuglar ve verileri karsilastirilip, istatistiksel
olarak analiz edilmistir. Ek olarak Cu/Zn dopandlar yiliksek antibakteriyel aktivite
gosterdigi goriilmiistiir. P. aeruginosa’da dopandlarda benzer patojen etkiler goriilmiistiir.
Antibakteriyel uygulama dielektrik sarj yogunluguna goére degiskenlik gdosterdigi
gozlenmistir. Sarj yogunlugunu, antibakteriyelin ¢apini da arttirdigindan pozitif iyon gram
negatif bakteri ile etkilesime girdigi bolge incelenmistir. Numunelerin antibakteriyel
aktivitesi kendi 6rnek sarj yogunlugundan agiklanmistir. Tibbi uygulamalarda, katkili
katyon elementlerinin antibakteriyel aktivitesi goriilmiis ve biyomateryali yonettigi

sonucuna varilmaistir.



Nida Igbal et al. hidroksiapatitin antibakteriyel faaliyetlerini Ag ile dort bakteri tiiriine kars1
degerlendirmislerdir. Bunlar; S. aureus, B. Subtilis (agar disk diflizyonunu kullanarak), P.
aeruginosa ve E. Coli’dir. Teknik olarak minimum inhibe edici konsantrasyon (MIC)
kullanmiglardir. Bu bakteri konsantrasyonlart Kuala Lumpur’da Bakteri Tibbi Arastirma
Enstitiisii’nden (IMR) elde edilmistir. Her organizma igin stok ¢ozelti 1 108 CFU/ml’dir.
Her bakteri ¢ozeltisinin 1 ml’si 9 ml LB ile karistirilarak hazirlanmistir. (Luria Bertani)
suyu ile 37 °C’de 24 saat kulugkada bekletilmistir. 250 rpm’de Disk difiizyon i¢in,
katilagmis Nutrient agar ortaminda plakalar hazirlanmig ve bakteri kiiltiirleri bu plakalarin
izerine stirilmustiir. Steril kagit diskler Ag-HAp icine batirildiktan sonra siispansiyon (1
g/l ml PBS) ve besin agar plakasina yerlestirilirek 24 saat 37 °C’de inkiibasyon i¢in
bekletilmistir. Disklerin ¢evresinde bakterilerin inhibisyonu ve biiyiimesi, halo bolgesinin
genisligi Olgiilerek mm cinsinden belirlenmistir. Diisen plak teknigi MIC tayini igin
kullanilmistir. Degerleri farkli konsantrasyonlardaki numuneler bakteri kiiltiiriinden
almmustir. (%0,9 salin ¢ozeltisi). Sonra her birinin 10 mL’si numuneler seklinde besin agar
plakasina damlatilip, 37 © C’de 12 saat siireyle inkiibe edilmislerdir. Son olarak, plakalar

bakteri liremesi i¢in gozlenmistir.

Bu calismada Ag-HAp nanoparcaciklarinin giiglii antibakteriyel aktivite gosterdigi
gozlemislerdir. Bu ylizden; Ag-HAp nanopargaciklart potansiyel kemik olarak,

rekonstriiktif cerrahide ve dis implantlarinda kullanilabilecegini gormiislerdir.

O. Kaygili et al. yaptiklar1 islemde biitiin kimyasallar1 Sigma-Aldrich’ten temin
etmiglerdir. Kalsiyum nitrat tetrahidrat (CN, Ca (N03) 2 4H20), diamonyum hidrojen fosfat
(DAP, (NH4) 2HP04), giimiis nitrat (SN, AgNO3) ve baryum nitrat (BN, Ba (NO3) 2)
numunelerin sentezi i¢in kullanmislardir. Coziicii olarak distile su kullanilmistir. 100 ml
0,5 M CN ¢ozeltisi ve 100 ml 0,3 M DAP c¢ozeltisi ayr1 ayr1 hazirlanip ¢esitli beher
camlarda DAP ¢6ziimii CN ¢ozeltisine damla damla dokiilmiistiir. PH; ¢6zeltiye amonyum
hidroksit ilave edilerek 9’a ayarlanmistir. Cozeltiler 8 saat boyunca karistirilmigtir. 85 °C
ve son olarak jeller olusmustur. Elde edilen jeller 120°C’de 20 saat boyunca kurutulmustur.
Kurumus tozlar 3 saat boyunca 750°C’de bir elektrikli firinda kalsine edilmistir. Boylece
cesitli miktarlarda Ag ve Ba igeren katkili 6rnekler hazirlanmistir. Ag-HAp’in ve Ba-HAp

orneklerinin antimikrobiyal aktivitesi test edilmistir. Gram negatif Escherichia coli,



Klebsiella pnomonisi, Gram pozitif Bacillus megaterium, Staphylococcus aureus ve maya
tiirlerinden Candida albicans tiirii mikrobik ajanlar kullanilmistir. Tiim 6rnekler arasinda
Ag iceren numunelerde 6nemli bir antimikrobiyal aktivite gérmiislerdir. En ytliksek %2,0
Ag-HAp i¢in antimikrobiyal aktivite belirlenmistir. Bu yavas yavas Ag salinimu ile ilgili
olabilecegini gozlemislerdir. Bununla birlikte, saf-HAp ve Ba-HAp’larda antimikrobiyal

aktivite gozlememislerdir.

O. Kaygili et al. tarafindan yapilan bu ¢alismada, baslangi¢ reaktifleri olarak Kalsiyum
nitrat tetrahidrat (Ca(NOz)2 4H20), diamonyum hidrojen fosfat (NH4)2HPO4), demir (I11)
nitrat nonatidrat (Fe(N0s)z 9H20) ve polivinil alkol (PVA) kullanmiglardir. Farkli dort HAp
ornegi %0,7, %1,4 ve %2,1 Fe ile sirasiyla 0,7 FeHAp, 1,4 FeHAp ve 2,1 FeHAp igerikleri
sentezlemislerdir. (Ca+Fe)/P molar oran1 1,67 degerinde korunmustur. Ca(NO03)2 4H20
ve Fe(N03)3.9H20 birlikte beher i¢inde deiyonize su ig¢inde ¢Oziilmiistiir. Daha sonra,
(NH4)2HPOs de deiyonize suda eritilip ve ilave edilmistir. Ca(NOz)2.4H20 ve Fe
(NO3)39H20’ya damla damla karigtirtlmig ve deiyonize su ile hazirlanmis 5 ml 0,14 mM
PVA c¢ozeltisi bu ¢ozeltiye eklenmistir. Nihai ¢6zelti, oda sicakliginda 1,5 saat karistirilip,
jel olusumu gozlenmis ve daha sonra bu jel, 24 saat boyunca 120°C’de bir firinda
kurutulmustur. Kurutulmus numuneler, 1 saat boyunca 800°C’de kalsine edilmis ve toz
numuneler sogutulduktan sonra bakteriyel aktivite izlenmistir. Fe ilavesinin HAp’n kristal
yapisini etkiledigi goriilmiistiir. Fe3, kristalit boyutunda 32,54 nm’den 27,91 nm’ye
kademeli bir diislise neden olmustur ve karakteristik titresim modlarina ait bantlar gibi
kristalligin degerleri iizerinde belirgin bir etkiye sahiptir. HAp yapisinin hidroksil ve fosfat
gruplart FTIR spektrumlar ile gozlenmistir. SEM fotograflari, kiiciik tanecik ebadi
dagilimina sahip ince taneli mikroyapiy1 dogrulamig ve EDX analizi, apatitik yapida Fe’nin
birlestirildigini dogrulamistir. Sentezlenen numunelerin dlgiilen direng degerleri 1011-
1012Q i¢inde oldugundan, tim numuneler yalitkan davranis sergilemistir. HAp
numunesinin dielektrik o6zellikleri Fe icerigi ile degistirildiginde, Fe ilavesiyle nispi
gecirgenlik arttirilmistir. Dielektrik 6zellikler ve kristal yapinin birbirleriyle yakindan
iliskili oldugu sdylemislerdir.

E. Andronescu et al. tarafindan yapilan ¢alismada HApEU (Caio-XxEux (PO4) 6(0OH)?, XEu
= (.1) nanoparcacigini yeni uyarlanmis bir cogaltma metodu ile sentezlemislerdir. HAp’in

elde edilmesi i¢in: Eu nanopargacig ile kalsiyum nitrat tetrahidrat [Ca (NO3)? ~ 4H20],
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amonyum hidrojen fosfat ((NH4)2HPO4) ve europium nitrat pentahidrat (Eu (NO3)3 5H-0)
kullanilmistir. Uygun miktarda amonyum hidrojen fosfat ve europium nitrat etanol i¢inde
¢ozilmistiir. Damitilmis su ilave edildikten sonra, ¢ozelti 80 ° C’de 8 saat boyunca
kuvvetlice karistiritlmistir. Farkli bir alicida, belirli bir miktarda kalsiyum nitrat, 80 © C’de
8 saat boyunca kuvvetli bir sekilde karistirilarak etanol igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir.
Kalsiyum igeren ¢ozelti, fosfor iceren ¢ozeltiye damla damla ilave edilmistir. HApEU
ornegini elde etmek i¢in kullanilan atom orani [Ca + Eu] / P = 1,67 idi. Elde edilen tozlar
80 °C’de 12 saat boyunca kurutulmustur. HApEu 6rnekleri SBF ¢6zeltisine batirilarak elde
edilmistir. Bu karisimlar viicut sicakliginda tutulmus ve sirasiyla 6 (HApEuU SBF 6 saat) ve
24 saat (HApEu SBF 24 saat) boyunca inkiibe edilmistir. Kulugkalamadan sonra, tozlar
SBF c¢ozeltisinden ¢ikarilip; kurutulup, ogitiilmiistiir. Taramali elektron mikroskopi
caligmalari, hizlandirilmis 30 kV voltajinda ¢alisan QUANTA INSPECT F mikroskobu ile
yapilmistir. Element analizi i¢in, elektron mikroskobu bir enerji dagitict X-1s1m eki ile
donatilmistir. (EDAX / 2001 cihazi). Tozlarin optik 6zellikleri FT-Raman spektroskopisi
ile incelenmistir. Calismalar bir RFS 100 FT-Raman Bruker spektrofotometresi (A = 1064
nm) ile yapilmistir. In vitro antibakteriyel ¢alismalar, HApEu ve SBF tozlarinin
antibakteriyel aktivitesi, 96-cok oyuklu seri diliisyonlardan iki katli seri diliisyonlar
kullanilarak, gram pozitif (Enterococcus faecalis ATCC 29212) ve gram negatif
bakterilerin ATCC bakteri suslari plakalar tizerinde degerlendirilmistir. Kantitatif
antibakteriyel tarama i¢in inokiilum, 0,5 McFarland standardina esdeger her bakteri susu,
bir et suyu kiiltiirii kullanilarak hazirlanmistir. Daha sonra, numunelerin iki kath seri
dilisyonlar1 DMSO (dimetil siilfoksit) i¢ginde 1000 ug/mL konsantrasyonda olacak sekilde
bir baslangi¢ stok ¢ozeltisi ile hazirlandmistir. Bundan sonra, plakalar 24 saat boyunca 37
°C’de inkiibe edildi ve elde edilen kiiltiiriin 620 nm’de absorbansi Olgiilerek bakteri

iiremesi degerlendirilmistir. Deneyler ti¢ kopya halinde yapilmistir.

Sekillerde, Sekil 1 ve 2°de, HApEu SBF ornekleri igin farkli biiylitmelerde elde edilen
SEM goriintiileri, sirasiyla 6 ve 24 saat boyunca HApEu’nun SBF’ye daldirilmasindan

sonra sunulmustur.
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Sekil 3.1. HAp’mm SEM goriintiileri: 6 saat SBF c¢ozeltisine daldirildiktan sonra Eu 6rnekleri gesitli
biiyilitmelerde: (a) 50000x (b) 100000x, (c) 200000x

Sekil 3.2. HAp’in SEM goriintiileri: 24 saat SBF ¢ozeltisine daldirildiktan sonra Eu ornekleri gesitli
biiyiitmelerde: (a) S0000x (b) 100000x, (c) 200000x

HApEu oOrneklerinin gbzenekliliginin SBF’ye daldirildiktan sonra arttigmma dikkat
cekmislerdir. HAp’mn gozenekliliginin artmasi: Eu SBF kemik dokusu miihendisliginde
yeni uygulamalara yol agabilecegi goriilmiistiir. Ayrica, nanopartikiillerin morfolojisinin
daldirma stiresinden etkilendigi goriilmiistiir. Ayrica, partikiillerin nanometrik boyutlar1 ve
elipsoidal sekli SEM calismalari ile dogrulanmistir. 24 saat boyunca SBF’ye batirildiktan
sonra HApEu SBF numuneleri i¢in elde edilen EDAX sonuglar1 ve haritalama analizi Sekil
3’te gosterilmektedir. EDAX bulgular1 Ca, P, Eu, O, Na, Cl ve Mg varligin1 dogrulamistir.
Ca, P ve O’ya atfedilen ana pikler, Sekil 3’te gosterildigi gibi hidroksiapatit
kompozisyonunu onaylamistir. Ote yandan, haritalama analizi, HApEuU SBF numunesinin

tiim bilesenlerinin diizgiin ve siirekli bir dagilimini dogrulamistir.
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Sekil 3.3. HApEuU ornegi icin SBF’ye 24 saat daldirildiktan sonra haritalama analizi ve EDAX sonuglari

Sekil 4’te, calisilan numuneler i¢in kaydedilen Raman spektrumlari sunulmustur (HApEuU
SBF 6 saat ve HApEu SBF 24 saat). Her iki spektrumda, hidroksiapatit yapisindan fosksi
grubuna vl (960 cm-1), v2 (429 cm-1), v4 (590 cm-1) ve 3 (1045 cm-1) titresim modlarina
Ozgii bantlarin varlig1 fark edilmistir. Ayrica, titresimli bant yogunlugunda bir azalma
gozlenmistir. Bu davranis, tozlarin kristallesme derecesinin azaldigini gosterebilir. Sekil
2.4te sunulan iki spektrumdan hicbiri herhangi bir ek bant gostermemistir. Bu,
numunelerin SBF ¢0zeltisine daldirildiktan sonra bile apatit yapiyr korudugunu

sOylemislerdir.

keV
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Sekil 3.4. HAp’m Raman spektrumlari: Eu SBF 6 saat ve Eu SBF 24 saatlik tozlari

Gectigimiz yillarda, bir biyolojik sonda olarak potansiyel kullanim i¢in europium katkili
hidroksiapatitin gelisimine ve karakterizasyonuna 6zel bir dikkat ¢ekilmistir [20]. Ayrica,
evropiyum katkili hidroksiapatitin antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili son g¢alismalar
bildirilmistir [15]. Bu tiir malzemelerin in vitro davranigin1 daha iyi anlamak i¢in, cogu
zaman bir simiile viicut sivis1 (SBF) ¢ozeltisi ile temas ettirilirler. Bu ¢alismanin amaci,
daha 6nce SBF’ye 6 ve 24 saat daldirilmis olan evropiyum katkili hidroksiapatit tozlarinin
antibakteriyel 6zelliklerini degerlendirmektir. HApEu SBF’nin antibakteriyel etkinligi, en
yaygin bakteri suslarindan ikisi, Pseudomonas aeruginosa 1397 (Gram negatif) ve
Enterococcus faecalis ATCC 29212 (Gram pozitif) kullanilarak test edilmistir. Gram
negatif bakteri susu Pseudomonas aeruginosa 1397 ye kars1 degerlendirilen HApEu SBF 6
saat ve HApEu SBF 24 saat’in bakterisidal etkisi, Sekil 2. 5’de sunulmaktadir. Elde edilen
sonuclar HApEuU SBF 6 saat ve HApEu SBF 24 saat tozlarinin Pseudomonas aeruginosa’ya
kars1 antibakteriyel aktivite sergilediklerini gostermistir. Pseudomonas aeruginosa
tizerindeki bakterisit etki, Aeruginosa mikrobiyal siispansiyonlari ile 1 mg / L’den 0.125

mg / L’ye kadar gézlenmistir.
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Sekil 3.5. Gram negatif Pseudomonas aeruginosa 1397’ye karst HApEu SBF 6h ve HApEu SBF 24h’nin
antibakteriyel aktivitesi

Her ne kadar HApEu SBF 6 saat ve HApEu SBF 24 saat Pseudomonas aeruginosa’ya
benzer bir etkiye sahipse de 620 nm’de absorbansda kii¢iik bir fark gozlenmistir. HApEu
SBF 24 saat durumunda Olgiilen absorbans degerleri HApEu SBF 6 saat icin elde
edilenlerden daha kiigiik oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3.6. Gram pozitif Enterococcus faecalis ATCC 29212’ye kars1t HApEu SBF 6h ve HApEuU SBF 24h’nin
antibakteriyel aktivitesi

Bu nedenle, sonuglar SBF’ye maruz kalma siiresinin, europium katkili hidroksiapatit
tozlariin antibakteriyel aktivitesini etkiledigini ortaya koymustur. HApEuU SBF 6 saat ve
HApEu SBF 24 saat’in antibakteriyel etkisi de gram-pozitif bir bakteri susuna kars1 test
edilmistir. Sekil 6, gram pozitif Enterococcus faecalis ATCC 29212’ye karst HApEu SBF
6 saat ve HApEu SBF 24 saat’in antibakteriyel etkinligini gostermektedir. Sonugclar,
HAPpEu SBF 6 saat ve HApEu SBF 24 saat tozlarinin ¢aligilan tiim konsantrasyonlar i¢in
E. faecalis’e (Sekil 6) karsi iyi antibakteriyel aktivite gosterdigi goriilmistiir. (1mg/L ila
0.031 mg/L). HApEu SBF 24 saatlik numune durumunda E. faecalis A inhibisyonu,
HApEu SBF 6 saatlik numune 6rnegindeki durumdan daha belirgindir ve bu da, europium
katkili hidroksiapatit nanopartikiillerinin SBF ile temas siiresinin antibakteriyel aktiviteyi

etkiledigini gostermistir.

0. Kaygili et al. yapilan islemde biyoseramik oérnekler sol-gel teknigi ile sentezlemislerdir.
Ilk olarak, kalsiyum nitrat tetra hidrat (Ca(NOs3)2 4H20) ve fosfor pentoksit (P20s) énciileri

mutlak etanolde ¢oziilmiistiir. (C2HsOH) ortam sicakliginda manyetik bir karistirict ile 30
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dk karistirilmistir. Sonra, bu ¢ozelti 10 dakika boyunca bir vorteks iginde karistirilarak
cozelti bir jele donlismeye baslamistir. 2 saat boyunca 60 °C’de bir sicak su banyosunda
isitilip ve 15 saat 120 °C’de firinda bekletildikten sonra jel olusturulmustur. Son olarak,
kurutulmus jel bir 1 saat boyunca 900 °C’de elektrikli firinda bekletilmistir. Mg bazl
biyoseramik orneklerin hazirlama islemleri HAp hazirlama islemine benzerdir. Tek fark
magnezyum nitrat heksahidrat ilavesidir. Hidroksiapatitin birgok 6zelligi; elektrik, mikro
yapi, kimyasal ve fiziksel Ozellikleri Mg ilavesiyle degistirilmistir. HAp ornegiyle
karsilagtirildiginda, magnezyum-kalsiyum fosfatlara dayali yeni fazlar ortaya ¢ikti ve
yavas yavas hidroksiapatit ve b-TCP fazlar1 Mg ilavesiyle ortadan kaybolmustur. Kristal
Mg dopantin mol oraniyla yapilar degismistir. 1011 V’de bircok degisiklik oldugu
gozlenmistir. Ayrica, tim numunelerin empedans degerleri de yiiksek olarak 6l¢iilmiistiir.
Frekans degerlerinin artmasiyla, empedans degerleri belirgin bir diisiis gostermistir. Mg
dopant’in molar orani ile Mg katkili numunelerin yogunluk degerleri 6nemli 6lgiide
azalmistir. Numunedeki HAp’in FTIR spektrumu orijinal hidroksiapatit ile miikkemmel bir
uyum i¢inde oldugu gozlenmistir. Mga—Cas(POs)2 biyoseramiklerin Mg igerigi yiiksek olan

hidroksiapatitten elde edilebilecegini sdylemislerdir.



4. MATERYAL VE YONTEM
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Sekil 4.1. Hidrotermal Sentez

4.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Fytronix F 8000 hidrotermal cihazi

SEM Cihaz1

Rikagu XRD Cihaz1

Elektronik Terazi

Isiticili Manyetik Karistirict

Etiiv

Cesitli ebatlarda beher, erlen , petri kabi, pipet
Cinko asetat dihidrat (Zn(CH3COQ),.2H,0)
Etil alkol (C2HsOH)

Kalsiyum nitrat dort hidrad (Ca(NQO3)2.4H20 )
Amonyum bifosfat ((NH4)2HPO4 )

Sitrik asit (CsHsO7)

Amonyum floriir (NH4F)

Azot gazi (N2)

Saf su

Muller Hintor agar

DMSO (dinetil siilfoksit)
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4.2. Cozeltilerin ve Nano Hidroksiapatitlerin Hazirlanmasi

Antibakteriyel uygulamalarda kullanmak igin hidroksiapatit (HAp), ¢inko ve flor katkili
kompozit hidroksiapatitlerin sentezinde hidrotermal metot kullanilmistir. Toz halindeki
2,36 g(10mmol) Ca(NOz3)..4H20 ve 0,792 g (6mmol) (NH4)2HPO4 maddeleri tartilmis 30
ml saf suda beher igerisinde ¢ozlilmiistiir tizerine 0.384(2mmol) g sitrik asitle hazirlanmis
10 ml sulu ¢ozeltisi ilave edilmis ve manyetik karistiricida 40 °C 25 dakika karigtirilmastir.
Bu ¢ozeltilerden ti¢ adet hazirlanmistir. Cozeltilerden birincisinin {izerine ¢inko katkis1 %1
olacak sekilde Zn(CH3COO),.2H20,ikincisine flor katkis1 %1 olacak sekilde NH4F ve
ticlincti ye herhangi bir katki eklenmeden saf olarak hazirlanmisg ve 20 dakika daha
karistirilmistir. Sonra bu ¢ozeltiler ayr1 ayr teflon kaplara alinarak Fytronix F 8000
hidrotermal cihazinda 180 °C 12 saat bekletilerek sentez yapilmistir. Sentez sonucu olusan
cokelekler beyaz stizge¢ kagidinda siiziilmiistiir. Sirasiyla saf'su ile ve etil alkolle yikanip

110 °C bir saat etiivde kurutulup deneysel islemlere ve yapisal analizlere hazirlanmistir.



5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1. Yapisal Ozelliklerin XRD fle incelenmesi

HAp, ZnHAp ve FHAp yapilarmin XRD difraktogramlar1 Rikagu X-1s1m1 difraksiyon
cihaziyla Cu Ka dalga boylu (A= 0.154nm) de 40 kV ve 30 mA X-1s1n1 ile alinmistir. XRD
difraktogramlart Sekil 4.1-3verilmistir. HAp’nin Sekil 4.1 de (201), (002), (102), (210),
(211), (112), (301), (212), (310), (221), (311), (400), (203), (222), (320), (213), (321),
(004), (104), (322), (313), (501), (420), (331), (214), (502), (510) ZnHAp’1n Sekil 4.2 de
(201), (002), (102), (210), (211), (301), (310), (221), (311), (400), (203), (222), (213),
(321), (004), (104), (322), (313), (501), (420), (331), (214), (510) FHAp’in Sekil 4.3 de
(200), (111), (002), (102), (210), (211), (112), (300), (202), (301), (212), (310), (221),
(311),(113),(400), (203), (222), (312), (213), (321), (410), (402), (004), (322), (313),
(501), (420), (331), (214), (502), (510) yoneliminde pikler gézlenmistir. HAp, ZnHAp ve
FHAp bilesik ve kompozitler hekzagonal yapisinda oldugu, literatiirlerle de uyumludur.
(JCPDS: 00-009-0432) (Nathanael et a.l 2012, Stanic et al. 2014, Matsuta et al. 2018 ve
Andrade et al. 2016).

ZnHAp’1n bilesiginin HAp kristal yapisina gore (002) diizleminde %50, (310) diizleminde
%62 pik siddeti azalmistir yine (210) diizleminde %100 artmis olup (112), (212), (320),

(520) yonelimindeki pikler gézlenmemistir.

FHAp bilesiginin HAp kristal yapisina gore (002) diizleminde %70, (310) diizleminde
%060 pik siddeti azalmistir yine (210), (213), (321) diizleminde %100 (222) diizleminde
%50 artmis olup (201), (320), (104) yonelimindeki pikler gozlenmemis, (200), (111),
(300), (202), (113), (312), (410) ,(402) diizleminde JCPDS: 00-009-0432 nolu karta uygun

yeni pikler gbzlenmistir.
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Sekil 5.2. FHAp kompozitinin XRD difraksiyon pikleri
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Sekil 5.3. ZnHAp kompozitinin XRD difraksiyon pikleri

5.2. Yiizey Yapis1 Ozellikleri

Saf hidroksiapatitin Sekil 4.4’te goriildiigii gibi yaklasik olarak 100 nm kalinliginda

dagilmis olarak ve tabakalar halinde yapilar1 olusmustur.
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EHT = 15.00 kv Signal A = SE1 Date 22 Nov 2018 ZEISS k 4 Signal A= SE1 Date :22 Nov 2018 ZEISS
WD = 80mm Mag= 40.00 KX Time :13:31:27 3 i WD = 80mm Mag= 1500K X Time :13:26:27

Sekil 5.4. Hidroksiapatit’in SEM goriintiisii

Sekil 4.5’da Cinko Hidroksiapatit kompozitinin SEM goriintiisiinde yaklasik olarak 50 nm
kalinliginda nanogubuklardan meydana gelen yapisi sentezlenmistir. Literatiirle

uyumludur (Wolff et al. 2018, Kalaiselvia et al.2018).

10 um EHT = 15,00 kv Signal A = SE1 Date 22 Nov 2018 —
1um EHT = 15.00 kv Signal A = SE1 Date :22 Nov 2018 I b i M;‘:‘ 7o szt ZEISS|
— WD = 8.5mm Mag = 30.00 KX Time 13:44:48 | 2

Sekil 5.5. Cinko Hidroksiapatit kompozitinin SEM goriintiisii

Sekil 4.6’da Flor Hidroksiapatit kompozitinin SEM goriintiisiinde yaklasik olarak 60 nm
kalinliginda nano tabalarin birbiri icine gecerek nano c¢icek yapisi sentezlenmistir.

Literatiirle uyumludur. (Xia et al2018 ., Vidya et al. 2019)
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WD = 8.0 mm Mag= 40.00 KX Time :13:59:37 WD = 8.0 mm Mag= 2000KX Time :13:53:48

1 pm EHT = 15.00 kv Signal A= SE1 Date 22 Now 2018 2pm EHT = 1500k Signal A = SE1 Date :22 Nov 2018

Sekil 5.6. Flor Hidroksiapatit kompozitinin SEM goriintiisii



Tablo 5.1. HAP bilesigi ZnHAP ve FHAP kompozitlerinin bakterilerde olusturduklari zon ¢aplar
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No Bakteri ad1 Gr pO.Z it/ Saf Flor katkili | Cinko katkilt
negatif

1 Bacillus megaterium DSM Pozitif 5 5 4
32

2 Brevibacillus brevis Pozitif - 5 4

3 Bacillus cereus EMC 19 Pozitif - 3 3
Staphylococcus aureus .

4 6538 P Pozitif - 5 -
Bacillus subtilis ATCC .

5 6337 Pozitif - 3 -
Listeria  monocytogenes .

6 NCTC 5348 proiut 4 ]

7 Bacillus subtilis IM 622 Pozitif - - -

8 Pseudomonas fluorescens | Negatif 7 7 5
Staphylococcus aureus .

9 ATCC Negatif 5 6 4
Salmonella  typhimurium .

10 NRRLE 4413 Negatif |5 5 4

11 Salmonella enterica ATCC | Negatif |4 3 7

12 Proteus vulgaris FMC 11 Negatif 5 3 3
Escherichia coli ATCC .

13 25922 Negatif 2 3 -

14 Enterobacter aerogenes |\ vt |- i i
CCM 2531 g
Klebsiella pneumoniae .

15 EMCS Negatif - - -
Pseudomonas aeruginosa .

16 DSM 50070 Negatif - - -

17 Candida tropicalis ATCC | maya 5 5 4

18 Candida globrata maya - 2 3
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5.3. Mikrobiyal Tiirlerin Se¢imi

Bu calismada 9 farkli gram negatif bakteri (Salmonella typhimurium NRRLE 4413,
Pseudomonas fluorescens, Enterobacter aerogenes CCM 2531, Klebsiella pneumoniae
EMCS, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus vulgaris FMC |1, Pseudomonas aeruginosa
DSM 50070, Salmonella enterica ATCC, Staphylococcus aureus ATCC), 7 farkli gram
pozitif bakteri (Bacillus subtilis ATCC 6337, Brevibacillus brevis, Bacillus megaterium
DSM 32, Bacillus subtilis IM 622, Bacillus cereus EMC 19, Staphylococcus aureus 6538
P, Listeria monocytogenes NCTC 5348) ve 2 farkli maya (Candida globrata, Candida
tropicalis ATCC) tiirii kullanilmistir.

5.4. Antimikrobiyal Aktivite

Bu c¢alismada hidroksiapatit, flor ve ¢inko katkili hidroksiapatit molekiillerinin disk
difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitesi arastirllmistir. Calismada kullanilan
hidroksiapatit bilesikleri saf su igerisinde ¢ozilmis, ¢oziilen bilesikler igerisine 1/10
oraninda DMSO katilmistir. Kullanilan mikroorganizma tiirler ilk olarak sivi besi yerinde
iiretilerek c¢ogalmalar1 saglanmistir. Muller Hintor agar igeren kati besi yerleri
antimikrobiyal aktivite deneyleri i¢in kullanilmigtir. 0.6 cm ¢apindaki antimikrobiyal
diskler kat1 agar tizerine yerlestirilmis, hazirlanan hidroksiapatit ¢ozeltilerinden 25 ul diske
emdirildikten sonra besi yerleri 2 saat buzdolabinda bekletilmistir. Buzdolabinda ¢ikarilan
petri kaplar1 37 "C de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. 24 saatin ardindan olusan zon
caplan Olgiilmiistiir. Biitlin antimikrobiyal testleri {i¢ tekerriirlii olacak sekilde deneme

planlanmustir.



6. SONUCLAR VE ONERILER

Saf, ¢inko ve flor katkili hidroksiapatit hidrotermal metotla 180 derecede 12 saat siirede
sentezlenmistir. Yiizey ve yapisal 6zelliklerine oda kosullarinda bakilmistir. HAp’in
herhangi bir safsizlik gézlenmemistir. SEM goriintiisiinde katmali ve dagilmis sekilde nano
tabakalar olusmustur. ZnHAp’in XRD analizinde difraksiyon piklerinde sansizliga
rastlanmayip safHAp’in kristal yapisina gore (002) diizleminde %50, (310) diizleminde
%062 pik siddeti azalmistir yine (210) diizleminde %100 artmis olup (112), (212), (320),
(520) yonelimindeki pikler gbézlenmemistir. Sem goriintiisiinde yaklasik olarak 50 nm
kalinliginda nano ¢ubuklardan meydana gelen yapisi sentezlenmistir olup bunun sebebi
cinko katkisiyla olmustur. FHAp’in XRD analizinde difraksiyon piklerinde safsizliga
rastlanmayip FHAp’1n bilesiginin HAp kristal yapisina gore (002) diizleminde %70, (310)
diizleminde %060 pik siddeti azalmistir yine (210), (213), (321) diizleminde %100 (222)
diizleminde %50 artmis olup (201), (320), (104) yonelimindeki pikler gdzlenmemis, (200),
(111), (300), (202), (113), (312), (410) ,(402) diizleminde JCPDS: 00-009-0432 nolu karta
uygun yeni pikler gézlenmistir bazi piklerin kaybolup literatiire uygun piklerin olusumu F
katkisiyla oldugu gozlemlenmistir. SEM goriintiisiinde yaklasik olara 60 nm kalinliginda
nano tabalarin birbiri i¢ine gegerek flor katkisiyla nano ¢igek yapisi sentezlenmistir. Sonug
olarak hidroksiapatit’in nano layer, nano rod ve nano flower yapilari sentezlemis olup

antimikrobiyal 6zelligine bakilmasi i¢in hazir hale getirilmistir.

Calisma sonucunda saf halde kullanilan hidroksiapatitin gram pozitif bakterilerden sadece
Bacillus megaterium DSM 32 susu iizerinde antimikrobiyal etki gostermis olup diger gram
pozitif bakteriler iizerinde herhangi bir antibakteriyel etki gostermemistir. Flor katkili
hidroksiapatit ise ¢alismada kullanilan 7 gram pozitif bakterinin 5 i iizerinde antibakteriyel
etki gostermis olup Listeria monocytogenes NCTC 5348 ve Bacillus subtilis IM 622 tiirleri
iizerinde antibakteriyel etki gostermemistir. Flor katkili hidroksiapatitin olusturdugu zon
caplart Smm ile 3 mm arasinda oldugu tespit edilmistir. Bacillus megaterium DSM 32,

Brevibacillus brevis ve Staphylococcus aureus 6538 P tiirlerinde 5 mm zon olusurken;
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Bacillus cereus EMC 19 ve Bacillus subtilis ATCC 6337 tiirlerinde 3 mm lik zonlar
Ol¢iilmiistiir. Cinko katkili hidroksiapatit molekiilii Staphylococcus aureus 6538 P, Bacillus
subtilis ATCC 6337, Listeria monocytogenes NCTC 5348, Bacillus subtilis IM 622 gram
pozitif bakterileri lizerinde herhangi bir antibakteriyal etki gdstermezken; Bacillus
megaterium DSM 32 tiirlinde 4 mm, Brevibacillus brevis tilirlinde 4 mm, Bacillus cereus
EMC 19 tiiriinde ise 3 mm c¢apinda zonlar meydana getirerek antibakteriyel etki
gostermistir. Calismada kullanilan hidroksiapatit bilesiklerinin iiglide Enterobacter
aerogenes CCM 2531, Klebsiella pneumoniae EMCS, Pseudomonas aeruginosa DSM
50070 gram negatif bakterileri iizerinde herhangi bir etki gostermezken kullanilan diger
gram negatif bakteriler iizerinde antibakteriyel etki gostermislerdir. Olusan zon caplar1 7-
2 mm arasinda degismistir. Hidroksiapatit bilesikleri ¢alismada kullanilan mayalar
tizerinde etkili olup zon gaplarinin olusmasina neden olmustur. Sadece saf hidroksiapatit

Candida globrata iizerinde etki gostermemistir.

Yapilan bir ¢alismada (Moldovan et al.2018). GO-SiO2, rGO-Si02, HA-SiIO2, tHA-Si02
kompozitlerinin Escherichia coli ve Staphylococcus aureus tiirleri iizerindeki
antibakteriyel etkileri oyuk agar yontemi ile calisilmig; rGO-SiO2 ve tHA-SiO2
kompozitlerinin GO-SiO2, HA-SiO2 kompozitlerine kiyasla daha etkili bir antibakteriyel
etki gosterdigi tespit edilmistir. Bizim c¢alismamizda da her iki bakteri kullanilmig
antibakteriyel aktivite gozlenmistir ancak ¢inko katkilt kompozitin Escherichia coli
tizerinde etki gostermedigi, saf ve ¢inko katkili hidroksiapatit kompozitinin
Staphylococcus aureus iizerinde etkisiz oldugu gdzlenmistir. Bunun nedeni kullanilan
yontemin farkli olmasi olabilecegi gibi kullanilan suslarinda farkli olmasi olabilir. Biz
caligmamizda disk difiizyon yontemini kullanmigken bu calismada oyuk agar yontemi
kullanilmigtir. Ayrica biz c¢alismamizda Escherichia coli ATCC 25922 susunu
kullanmigken yapilan calismada Escherichia coli kullanilmistir. Ayni sekilde biz
calismamizda Staphylococcus aureus ATCC susunu kullanmigken yapilmis olan ¢alismada
Staphylococcus aureus kullanilmistir. Calisma sonuglarindaki farkliligin bir baska nedeni

ise kullanilan kompozit tiirlerinin farkli olmasi olabilir.

SH/CTS nonokompozitler kullanilarak yapilan bir diger ¢aligmada Escherichia coli ve
Staphylococcus aureus bakterileri kullanilarak disk difiizyon yontemi ile antibakteriyel

aktivite gozlenmis ve bu kompozitin kullanilan her iki bakteri tiirii iizerinde etkili oldugu
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tespit edilmistir. Si konsantrasyonunun artigina bagli olarak antibakteriyel aktivitenin
arttigi tespit edilmistir. Bizim ¢calismamizda da her iki bakteri kullanilmis ve antibakteriyel
aktivite tespit edilmistir. Calisma bulgularinmiz  bu c¢alismanin  bulgularini

desteklemektedir (Sutha et al. 2013).

Sekil 6.1. Bacillus megaterium DSM 32

Bacillus megaterium’a kars1 saf HAp daha az olmak tizere ZnHAp ve FHAp’ta da

antibakteriyel aktivite goriilmiistiir.
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Sekil 6.2. Brevibacillus brevis

Brevibacillus brevis’e karsi saf HAp antibakteriyel aktivite gostermemistir, ZnHAp ve
FHAp’ta ise antibakteriyel aktivite goriilmiistiir.

Sekil 6.3. Bacillus cereus EMC 19

Bacillus cereus’a kars1 saf HAp antibakteriyel aktivite gostermemistir, ZnHAp ve

FHAp’ta ise antibakteriyel aktivite goriilmiistiir.



30

Sekil 6.4. Staphylococcus aureus 6538 P

Staphylococcus aureus’a karsi saf HAp ve ZnHAp antibakteriyel aktivite gdstermemis,

sadece FHAp antibakteriyel aktivite gostermistir.

Sekil 6.5. Bacillus subtilis ATCC 633

Bacillus subtilis’e kars1 saf HAp ve ZnHAp antibakteriyel aktivite géstermemis, sadece

FHAp antibakteriyel aktivite gdstermistir.
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Sekil 6.6. Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens’e karsi saf HAp, ZnHAp ve FHAp antibakteriyel aktivite

gostermistir.

Sekil 6.7.Staphylococcus aureus ATCC

Staphylococcus aureus’a karsi saf HAp, ZnHAp ve FHAp antibakteriyel aktivite

gOstermistir.
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Sekil 6.8. Salmonella typhimurium NRRLE 4413

Salmonella typhimurium’a karsi saf HAp, ZnHAp ve FHAp antibakteriyel aktivite

gostermistir.

Sekil 6.9. Salmonella enterica ATCC

Salmonella enterica’ya karsi saf HAp, ZnHAp ve FHAp antibakteriyel aktivite
gOstermistir.
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Sekil 6.10. Proteus vulgaris FMC 11

Proteus vulgaris’e karsi saf HAp, ZnHAp ve FHAp antibakteriyel aktivite gostermistir.

Sekil 6.11. Escherichia coli ATCC 25922

Escherichia coli’ye karsi saf HAp ve FHAP antibakteriyel aktivite gostermis, ZnHAp

antibakteriyel aktivite gdstermemistir.
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Sekil 6.12. Candida tropicalis ATCC

Candida tropicalis’e kars1 saf HAp, ZnHAp ve FHAp antibakteriyel aktivite gostermistir.

Sekil 6.13. Candida globrata

Candida globrata’ya karsi saf HAp antibakteriyel aktivite gostermemistir. ZnHAp ve
FHAp antibakteriyel aktivite gostermistir.
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