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Ozet

Biomimetik yontemle hidroksiapatit (HAP) kaplama en gelecek vaat eden tekniklerden birisidir. Bu ¢alismada, iig
farkli 6n yiizey islemi (HNO;, anodik polarizasyon, 5 N NaOH-1 N HCI (BA)) altliklarin (Ti ve Ti6Al4V) ylizey
pliriizliligiinii arttirmak i¢in kullanilmistir. Biomimetik apatit katmanlarinin morfoloji, bilesim ve yapis1 SEM,
EDX ve FT-IR teknikleri ile incelenmistir. 3xSBF’de 35 giinliik daldirma sonrasi yiizeyin tamamu apatit kaplama
ile kaplanmistir. SEM-EDX sonuglar1 kemikte bulunan tercihli yonlenme ve benzer bilesimin iyon bilesimi ve
¢ozeltinin derisimine bagli olarak biomimetik olarak sentezlendigini gostermistir. Kemik benzeri apatit katmani
sentezi, implantlarin biyoaktif yiizeylerini gelistirmek i¢in bu biomimetik yontemin etkin bir yol oldugunu
gostermistir. FT-IR analizi karakteristik HA absorpsiyon bantlarinin sinterlenmis yilizeyde olugtugunu gdstermistir.
Anahtar kelimeler: Titanyum, biomimetik yontem, HAP kaplama, SBF, apatit

Hydroxyapatite (HAP) Coating with Biomimetic Method

Abstract

One of the most promising techniques to deposit hydroxyapatite (HAP) coating is the biomimetic method. In this
paper, different pretreatments (HNO;, anodic polarization, 5 N NaOH-1 N HCIl (BA)) were used to increase
surface roughness of the substrates (Ti ve Ti6Al4V). The morphology, composition and structure of the
biomimetic apatite layers were investigated with SEM,EDX and FT-IR techniques. The entire surface after
immersed for 35 days in 3xSBF was covered by an apatite coating. The SEM-EDX results show that apatite
layers with preferred orientation and composition similar to that found in bone can be biomimetically synthesized
depending on the ion composition and concentration of the solution. It was shown that this biomimetic synthesis of
a bone-like apatite layer may be an effective way to produce bioactive surfaces of implants. FT-IR analysis shows
that characteristic HA absorption bands have occurred the sintered surface.

Key words: Titanium, biomimetic method, HAP coatings, SBF, apatite

1. GIRIS

Kemik hastaliklar1 insanin yasam Kkalitesini dogrudan etkilemektedir. Ozellikle yash insanlar arasinda
ciddi saglik sorunlar1 olusturmaktadir. Biitiin biyoaktif malzemeler kalsiyum fosfat esasli olarak
1990’larda gelistirilmistir. Kemik benzeri apatitler daha sonra gelistirilmistir. Ti ve alasimlar1 birgok
dental ve ortopedik uygulamalar i¢in se¢ilen malzemelerdir. Bu malzemeler biyouyumluluk, iyi korozyon
direnci ve miikemmel mekanik 6zellikler gibi bir¢ok avantajlara sahiptirler. Bununla birlikte kemik
cevabt ve implant basaris1 yilizeyin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine baglidir. Kemik dokusu ile
integrasyon metal yiizeyi lizerine kalsiyum fosfat (Ca-P) kaplamalar yapilarak gelistirilebilir. Ca-
Pmalzemeler bioaktifdir ve kemik ile direkt baglantiyr destekler [1,2,3]. Bunlardan biriside
hidroksiapatitdir (HA). Viicut i¢ine implatasyondan sonra HA dogal kemik ile gii¢lii baglar yapar,
yasayan kemik ile benzer kimyasal, mineralojik yapisi, kristalografik yapisi ile yeni kemik olusumunu
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destekler. Bununla birlikte mekanik dayanikliliginin az olmasi dezavantajidir. Bioaktif yiizeyler elde
etmek i¢in ylizey modifiye teknikleri plazma sprey, sol-gel metodu, elektrokimyasal biriktirme ve
biomimetik kaplama yontemleri gelistirilmistir [1,2,3,4]. Lee vd. [5] Ti alagimi {izerine CaO-SiO, esaslh
cam iceren ve igermeyen SXxSBF c¢ozeltisi icinde biomimetik yontemle hidroksiaapatit kaplama
yapmislardir. Barriere vd. [6] Farkli SBF ¢ozeltilerini, Mg2+ ve CO5™ iyonlarinin etkilerini incelemek i¢in
kullanilmustir. Shi vd. [7] NaOH 6n yiizey islemli Ti yiizeyinde Ca*" ve HPO4> iyonlar iceren siiper
doygun ¢ozeltiler iginde biomimetik apatit olugturulmustur. Deneysel sonuglar apatit kaplamalarin tercihli
yonlendigini ve bilesiminin iyon bilesimi ve ¢dzeltinin derisimine bagli oldugunu gostermistir. Bigi vd.
[2] Ti6Al4V altliklar siiper doygun Ca/P ¢ozeltisine daldirilarak birkac saat icinde homojen HA kaplama
olustugu gozlenmistir. Hatta aymi altlik i¢cin 1,5 SBF’de (simulation body fluid) 14 giin beklemek
gerekmektedir. HA kiiresel kiimeler iceren kaplama ince katmanlardan olusmus bir yap1 sergilemektedir.
Kaplamanin kalinlig1 artan zaman ile artmaktadir. TEM go6zlemleri kaplamanin ince nanokristal yapida
oldugunu gostermistir. Lu vd. [8] HNO; 6n yiizey islemli Ti ylizeyleri iizerinde SBF ¢ozeltisi iginde
biomimetik Ca-P kaplamalar iiretmistir. En iyi Ca-P kaplamalari elde etmek igin Ti drnekler 60 °C’de 10
saat nitrik asit 6n yiizey isleminde tutulmustur. Forsgren vd. [9] Ti plakalara, rutil TiO, yiizeyleri elde
etmek i¢in 800 °C’de 1s1l islem uygulamistir. Bu ornekler yiizeyde HA ¢oktiirmek igin 7 giin fosfat
tamponlu tuzlu ¢ozeltiye daldirilmigtir. Rutil (TiO;) yiizeyler yiiksek bioaktif 6zellik gostermistir. 7 giin
daldirmadan sonra HA tabakalar1 birka¢ mikrometre kalinlikta bulunmustur. Xiao vd. [10] Titania
nanotup dizilimleri HF ¢ozeltisinde titanyum folyolarin anodik oksidasyonu ile elde etmistir. Onlar1
bioaktif yapmak i¢in NaOH c¢ozeltisi veya Ca(OH), ¢ozeltisi kullanilmustir. Islem gdrmiis 6rneklerde
apatit olusma yetenegi SBF c¢ozeltisine daldirilarak incelenmistir. Sonuglar ylizeyde titania nanotiip
dizilimleri ile NaOH 06n yiizey islemini 24 saatten 39 dakikaya indirmistir. Ca(OH), ¢6zeltisinde nanotiip
duvarinin en sonunda nano-tane kalsiyum titanat biiyiimesine sebep olmustur. SBF’de in vitro daldirma
ile yer degistirme esnasinda nanotaneli kalsiyum titanatlar apatit faza doniismistiir. LIuch vd. [11]
NaOH, HAP baslatma zamanini kisaltmak i¢in tek basina etkin degildir. Bracci vd. [12] Bu ¢alismada
birkag saat icinde metalik implantlar lizerine nanokristal apatit olusturan bir kalsiyum fosfat (CaP) kalsine
cozeltisi gelistirilmigtir. Bu calismada CaP ¢ozeltisine implantlarin biyolojik performansini gelistirmek
icin Sr**, Mg®", Mn”" eklenerek ¢ozelti modifiye edilmistir. Sr**, Mg®", apatit olusumunu azaltmistir.
Mn*" varlig1 apatit olusumunu desteklemistir.

Bu calismada Ti ve Ti6Al4V alasimi biomimetik yontemle 3xSBF c¢ozeltisinde 35 gilin bekletilerek
yiizeyde hidroksiapatit kaplamalar olusturulmustur. HAP kapl yiizeyler SEM-EDX yontemleri ile
incelenmigtir. Ylizeyde olusan HAP kaplamanin yapis1 FTIR spektrumu kullanilarak incelenmistir.

2. MATERYAL ve METOT
2.1. Kullanilan Elektrotlar

I¢i dolu silindir ¢ubuk seklindeki implant metaller boyu 150 mm olacak sekilde kesilmistir ve her
birinden 20 adet calisma elektrotu hazirlanmistir. Calisma elektrotlar1 120, 400, 600, 800, 1000, 1200°lik
zimpara kagitlar1 ile zimparalandiktan sonra sira ile aseton, alkol ve gift distile suda 30°C 15 dakika
Bandelin marka ultrasonik banyoda yiizeyleri temizlenmistir. Daha sonra 40°C’de etiivde 1 saat
kurutulmustur. Yiizeyi temizlenen metaller iki defa ¢ift distile edilmis su ile yikanip 40 °C’de 1 saat
kurutulmustur. Boylece 6n yiizey islemleri i¢in hazir hale getirilmistir.

2.2. Elektrotlarin on yiizey islemleri

Elektrotlara ti¢ farkl ylizey islemi uygulanmigtir. Bunlar asagida 6zetlenmistir:

a) Yiizeyi kurutulan ¢alisma elektrotlart 5 N NaOH ¢ozeltisinde 60 °C’de 12 saat ve sonra 25 °C’de 12
saat bekletilmistir. Daha sonra iki defa ¢ift distile su ile 15 dakika ultrasonik banyoda yikanmistir. Yiizeyi
temizlenen elektrotlar etiivde 40 °C’de 1 saat kurutulduktan sonra 1 N HCI’de 12 saat 60 °C’de 12 saat
oda sicakliginda bekletilmistir.  Daha sonra iki defa cift distile su ile 15 dakika ultrasonik banyoda
yikanmistir.  Elektrotlarin ylizeyi HAP kaplama i¢in gozenekli hale getirilmistir. Yiizeyi temizlenen
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elektrotlar etiivde 40 °C’de 1 saat kurutulmustur. Elektrotlarin yiizeyi HAP kaplama i¢in gdzenekli hale
getirilmistir. Yiizeyi hazirlanan elektrotlar kilitli torbalara konup desikatdrde saklanmistir [13,14].

b) Implant malzemeler iizerine 1 N HCI ortaminda anodik polarizasyon yapilarak malzemenin HAP
kaplama dncesi gozenekli bir yapida olmasi saglanmistir

¢) Diger bir 6n yiizey islemi metaller 120, 240, 400, 600 numarali zimpara ile parlatildiktan sonra
30°C’de 15’er dk. karistirilmak sureti ile sira ile teknik nitrik asit, aseton, etanol ve son olarak distile
edilmis su ile yikanip 90-110°C de 1 saat kurutulmustur. Béylece kaplama i¢in hazir hale getirilmistir.

2.3. Biomimetik Hap Kaplama Deneysel Calismalari
Biomimetik yontemle HAP kaplamanin is semasi asagida maddeler halinde verilmistir.
a) SBF cozeltileri 3xSBF olacak sekilde hazirlanmistir. SBF ve kan plazmasiin bilesimi [ 1,3,4,6,15-18]

Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. SBF ve kan plazmasinin bilesimi

iyonlar | Na' K Ca™ Mg [ CI HCO’ | HPO,~ | SO4~
Derisim | 142 5,0 2,5 1,5 147.8 4,2 1,0 0,5
(mM)
Kan 142 5,0 2,5 1,5 103,8 |27,0 1,0 0,5
plazmasi
(mM)

b) Kaplanacak elektrotlara NaOH-HCI(BA), HNO; ve anodik 6n yiizey islemleri tek tek uygulanmistir.
Her bir yiizey isleminden sonra elektrotlar etiivde 40 °C’de 1 saat kurutulmus steril kahverengi cam
siselere konulmustur.

c) Iyon derisimini arttirmak, apatit cekirdek olusumunu kolaylastirmak ve daha kolay kaplama
yapabilmek i¢in SBF’nin {i¢ kat1 olacak sekilde 3xSBF c¢ozeltisi hazirlanmistir. Cozeltinin pH’1 7,4
olacak sekilde 0,1 M TRIS ve 0,1 M HCI ¢ozeltileri ile ayarlanmistir [4,11,19-25]. SBF’de bakteri
tiremesini engellemek i¢cin 20 mg/L olacak sekilde ¢ozeltiye NaNj; ilave edilmistir [7,15,26].

d) Her bir cam siseye 3 adet deney elektrotu konulmustur. Ti ve Ti alasimin yiizey alanlar1 2,0096 cm’
oldugu i¢in numune basina 25 ml 3xSBF c¢ozeltisi eklenerek toplamda 75 ml 3xSBF ¢ozeltisi eklenmistir
[11,27].

¢) Cam siseler ¢alkalamali su banyosuna konularak banyonun sicakligi 37 °C ve ¢alkalama hiz1 80 rpm
olacak sekilde ayarlanmistir .

f) Sicaklik 37 °C ve pH=7,4 olacak sekilde 35 giinliik bekleme siireleri ile kaplamalar yapilmistir. 35
glinliik deneylerde her iki giinde bir 3xSBF ¢ozeltisi degistirilerek pH 7,4 ve ¢ozelti sicakligi 37 °C olacak
sekilde [11,26,28,29] 3xSBF hazirlanarak siselere eklenecektir.

g ) Kaplama sonrasi ornekler bidistile su ile yikanip etiivde 40 °C’de 3 saat kurutulmus ve kiil firminda
850 °C’de 1 saat sinterlenmistir [13,14].
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2.3. Yiizey ve Yap1 Analizleri

Taramal1 elektron mikroskobu fotograflart LEO 1430 VP marka SEM mikroskobunda ¢ekilmistir. EDX
spektrumlar1 da aynmi Ornekler {izerinde alinmistir. FTIR analizleri 6rnek yiizeyinden kazinan HAP
tozlarmin KBr pelletleri haline getirilerek Perkin Elmer BX II cihazinda spektrumlari alinmistir.

3. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA
3.1. SEM-EDX Analizleri Bulgular:
35 giin 3xSBF’de biomimetik olarak olusturulan HAP kaplamalarin SEM goriintiileri ve EDX

spektrumlart alinmistir. Ti6AI4V alasimiin Ringer ve %0,9 NaCl ¢ozeltilerinde bir saat bekledikten
sonraki SEM yiizey goriintiileri Sekil 1°de, EDX analizleri Sekiller 2-4’te verilmistir.

Sekil 1. Ti6Al4V alasimimin Ringer ve %0,9 NaCl ¢ozeltilerinde bir saat bekleme sonrasi yiizey
goriintiileri a) NaCl (HNOs3) b)Ringer (HNOs) c¢) d)NaCl (BA)

ety

L]

Sekil 2. HNOs 6n ylizey islemli Ti6Al4V alagiminin ‘%0,9 NaCl ¢ozeltisinde
bir saat bekledikten sonraki EDX spektrumu
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Sekil 3. HNO; 6n yiizey islemli Ti6Al4V alagimiin Ringer ¢ozeltisinde bir saat
bekledikten sonraki EDX spektrumu
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Sekil 4. BA 6n ylizey islemli Ti6Al4V alagiminin %0,9 NaCl ¢ozeltisinde bir saat bekledikten sonraki
EDX spektrumu

Sekiller 1-4 incelendiginde Ti6Al4V alasiminin ylizeyin de biomimetik HAP kaplama olustugu
gozlenmektedir. HAP kaplamalar sol-gel yontemi ile olusturulan HAP kaplamalarla benzerlik
gostermektedir [13,14,27]. HAP ornekleri iizime benzeyen toplanmis karnabaharlar gibi goriinmektedir.
3xSBF’de bulunan tuzlarin olusturdugu tortu ile birlesen katli karnabahar goriintiileri olusmustur [11].
Nitrik asit 6n yiizey islemi ile artan yiizey kabaligi kaplamanin yapismasini ve iyi tutunmasini
saglamaktadir [30]. Elde edilen sonuglar apatit kaplamalarin tercihli yonlendigini ve bilesiminin iyon
bilesimi ve ¢ozeltinin derisimine bagli olarak biomimetik olarak sentezlenebilen kemik yapisinda oldugu
25
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tespit edilmistir. Cekirdeklenme ve kemik benzeri apatit biiylimesinden sorumlu olan lifli ve ag benzeri
Na-Ti-O bilesigi NaOH 06n yiizey islemli titanyum kaplamalarin yiizeylerinde olugsmustur. Bu kemik
benzeri apatit katmaninin biomimetik sentezi implantlarin bioaktif yilizeylerini tiretmek icin etkili bir yol
olabilir [7]. Biomimetik yontemle HAP kapli saf Ti’larin SEM goériintiileri Sekil 5’de verilmistir.

Sekil 5. Saf Ti’un Ringer cozeltisinde bir saat bekledikten sonraki yiizey goriintiileri
a) BA 6n yiizey islemli  b) Anodik 6n ylizey islemli

BA 6n yiizey islemli saf Ti’un Ringer ¢ozeltisinde 1 saat bekledikten sonraki EDX spektrumu Sekil 6’da
verilmigtir.
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Sekil 6. BA 6n yiizey islemli saf Ti’un Ringer ¢ozeltisinde bir saat bekledikten sonraki EDX spektrumu

Sekiller 5-6 incelendiginde yiizeyde HAP kaplamalar olusmustur. Ama Ti alagimi yiizeyinde olusan HAP
kaplamalar daha iyi olmustur. Bazi ¢alismalarda in vitro biyoaktif titanyum yiizeyinin SBF’de bulunan
OH" grubunu kimyasal olarak adsorpladigin1 ve negatif yiiklii anatas TiO; olusturdugunu belirtmektedir
[27].

Anataz TiO, ylizeyi fiziksel ¢evrede daha hizli negatif yiikli iyonlar1 tasir [1,9]. Ca-P kaplamalar
dogasinda olduk¢a gbozeneklidir ve 6rneklerin yiizey kabaligini 6nemli derecede arttirir [15]. Bu nedenle
yiizey topografyasinda tam bir degisime katkida bulunurlar [1]. Orneklerin yiizeyi NAOH-HCI 6n islemi
ile kismen hidratize olmuslar ve yiizeyler de Na' iceren gruplar olusmustur. Bu gruplar iginde buluna Na"
iyonu SBF’de bulunan Ca®" iyonlari ile yer degistirmektedir [31]. Bu sonug ilk adim olarak Ca*" ve Mg*"
iyonlarmin titanyum yiizeyi ile birlestigini gostermektedir [7]. Yapilan caligmalarda Ti metali ve onun
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alagimlar1 genellikle ince TiO, pasif katmani ile kapli oldugu belirtilmistir [1,9,15]. Eger Na,O ylizey
Ti0O, katmani ile birlesmigse, NaOH ile 6n yiizey islemi gérmiis Ti metali SBF ¢ozeltisine daldirildiginda
bu metal yasayan viicut i¢inde onlarin yiizeyleri iizerinde birgok Ti-OH gruplar1 olusturabilir. Na"
iyonlart H3;O" ile yer degistirerek viicut akiskani igine Na™ iyonlar: birakilir. Negatif yiiklenmis yiizey
pozitif Ca>" iyonlar ile SBF i¢inde kalsiyum titanatlar olusturur. Ca”" birikiminin sonucu olarak yiizey
tekrar pozitif yliklenir ve negatif yiiklii posfat iyonlar1 ile amorf kalsiyum fosfatlar olustururlar. Bu
kalsiyum fosfat yar1 kararlidir ve sonug olarak kararl kristal yapili kemik benzeri apatite doniisiir. Sonug
olarak onlar yasayan viicutta ve bu apatit katmanindan gegerek yasayan kemik ile bag yaparak kemik
benzeri apatit olusturmasi beklenmektedir. Ti metali 5 N NaOH ¢ozeltisine 60 °C ve 24 saat
birakildiginda, sodyum ve oksijen titanyum metalinin ylizeyinden i¢ine 1 mikrometrelik kismi gegerler.
Artan derinlik ile sodyum ve oksijen miktarlar1 azalir [27]. Ca-P bazli apatit kiireleri igerdigini ve
cogunlukla kiimelesmis formda oldugunu ve zayif kristallik gosterdigini kaplamanin kalinliginin artan
daldirma siiresi ile arttigi gézlenmistir [5]. Alkali islemli titanyum altliklar {izerinde homojen kristal
hidroksi apatit kaplama eldesinin basariyla uygulandigini géstermistir [31].

3. 2. FTIR Analizi Bulgular

Biomimetik HAP kaplama sonrast FTIR analizi ile yapinin aydinlatilmasina ¢alisilmistir. Ticari HAP
tozunun FTIR spektrumu Sekil 7’te verilmistir.

= B
%1

| .
2_40 r v . o IR : e —
4000 as00 3000 2500 2o0o 1500 1000  cm~' 500

Sekil 7. Ticari HAP tozunun FTIR spektrumu

Anodik 6n ylizey islemli saf Ti’un 35 giin 3xSBF biomimetik HAP kaplama sonras1 Ringer ¢6zeltisinde
calisilmig ylizeyin FTIR spektrumu Sekil 8’de verilmistir.
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Sekil 8. Anodik 6n yiizey islemli saf Ti’un 35 giin 3xSBF biomimetik HAP kaplama sonrasi 1 saat
Ringer ¢ozeltisinde bekletildikten sonraki yiizeyin FTIR spektrumu

Sekiller  7-8 incelendiginde HA yapisinda hidroksil yap: grup bantlar1 3750, 630, 335 cm’
goriilmektedir.Fosfat bilesiklerinin karekteristik bantlart  900-1200, 563-601 cm™ bolgesinde
olusmaktadir. Ca-PO, 275, 295 cm ve Ca-OH 335 cm’! bantlarda karakterize edilmektedir. Bazi
karbonat gruplarin varligi 1420-1455 cm™ belirlenmis olabilir. 3571, 8632, 212’de goriilen pikler
OH" iyonunu isaret etmektedir. 1090, 14-962, 18-601, 41-473, 82-569, 21°’de goriilen uglarin PO
iyonuna kars1 geldigi anlagilmaktadir. Ringer ¢ozeltisi bir saat bekleme sonra sonucu ylizeyde HAP
kaplamanin bozunmadig goriilmektedir [32-36].

4. SONUCLAR

1. Ti6Al4V ve saf Ti iizerinde biomimetik yontemle HAP kaplama yapilmstir.

2. HNO; 6n ylizey islemi ve Ozellikle BA 6n ylizey islemi kaplamanin yiizeye tutunmasinda etkili
olmustur.

3. Biomimetik HAP kaplama sonrasi ¢ekilen FTIR spektrumu ticari HA tozunun FTIR spektrumu ile
hemen hemen ayni oldugu sdylenebilir. Buda yiizeyde HAP olusumunu desteklemektedir.

4. HAP olusumu BA 6n islem sonras1 yiizeyde bulunan Na' iyonlar1 SBF’deki H;O" ile yer degistirerek
viicut akiskani icine Na* iyonlar birakilir. Negatif yiiklenmis yiizey pozitif Ca** iyonlari ile SBF icinde
kalsiyum titanatlar olusturur. Ca®" birikiminin sonucu olarak yiizey tekrar pozitif yiiklenir ve negatif
yuklii posfat iyonlar1 ile amorf kalsiyum fosfatlar olusturmasi seklinde olmustur.

5. EDX analizleri ylizeyde Ca ve P’nin ¢ok oldugunu goéstermektedir. Buda ylizeyde HAP olusumunu
desteklemektedir.

5. TESEKKUR: Bu ¢alisma Tubitak 107M563 nolu proje tarafindan desteklenmistir
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