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Amag: Bu ¢aligmanin amaci, kemik grefti biyomalzeme uygulamalarinda kullanilan ve Argyrosomus re-
gius tirinden elde edilen toz balik kafasinin kimyasal bilesimi, morfolojisi ve kristalografisini tanimla-
makr.

Calisma Plan:: Tki degisik boyda toz farkli 6giitme yontemleriyle hazirlandi; A tozu (kaba, ds50=68.5
pm) ve B tozu (ince, dsp = 19.1 pm). Elde edilen bu iki toz numunesi, X-1sin1 kirmimi (XRD), X-11n1
floresansi (XRF), taramali elektron mikroskobu (SEM), termogravimetri (T'G) ve enerji dagilimli X-
1511 spektroskopisi (EDS) gibi farklr teknikler kullanilarak analiz edildi.

Bulgular: Sonuglar tozun agirlikli olarak aragonit (CaCO3) ve kalsitten (CaCO3) olustugunu goster-
mekteydi. A ve B tozlarini XRD uygulamasi sonrasi paternleri standart aragonit paterni ile uyusmak-
taydi. Buna ek olarak, kalsiyum oksit (CaO) faz1 A tozunun kalsinasyonu sonucu bulundu. T'G anali-
zinde, toplam kiitle kaybi, sirasiyla, A tozu icin %43.6, B tozu i¢in %47.3 olarak kaydedildi.

Cikarimlar: A tozunun mikroyapisinin farkli boylarda ve baslica cubuk seklindeki yapilardan, B tozu-
nun mikroyapisinin ise aglomere partikiillerden olustugu gozlemlendi. Yiiksek miktardaki CaO ve di-
ger oksitler kemigin kimyasal bilesimine benzemekteydi. Genel olarak hidroksiapatit faz doniigtimi
sonrasi olusan toz 6zelliklerinin kemik grefti olarak kabul edilebilir oldugu goériilmektedir.

Anahtar sozciikler: Biyomalzemeler; kalsiyum karbonat; kemik grefti; nitelendirilme.

Deniz kaynakli dogal biyomalzemeler kolay temin
edilebilmeleri (diigiik maliyet) ve biyoseramiklerin te-
melini olugturan kalsiyum karbonat icermeleri nede-
niyle kemik ve dig implant uygulamalar1 i¢in imit vade-
den segeneklerdir."” Kalsiyum karbonat, CaCOs, biyo-
seramik malzeme olusumunun indiiklenmesinde po-
tansiyel bir inorganik ¢ekirdek olusturucu olarak kabul
edilir."* Hidroksiapatit Ca;o(PO4)s(OH),, trikalsiyum
tostat (TCP) ve koralin yapr iskeleti gibi biyoseramik-

ler kemigin yapisinda bulunan mineral bilesenlere ben-
zer Ozellik gostermelerinden dolay1 yaygin olarak kul-
lanilmaktadir.”

LeGeros ve ark., kopekbalig1 dis minesini (saf olma-
yan kalsiyum florapatit icermektedir, ~ Ca;o(PO4)sF>
olarak idealize edilir) insan dis minesi (saf olmayan kal-
siyum OH apatit icermektedir, ~ Ca;o(PO4)s(OH),
olarak idealize edilir) ile kargilagtirmig; apatit icinde ay-
n1 anda flor ve karbonat mevcut oldugunda florun kat-
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kisinin karbonata gore daha 6nemli oldugunu vurgula-
muglardir.” Manoli ve Dalas ise kemik biiyiimesini
onarmak icin implant ¢evresinde biyomineralizasyon
mekanizmasi kullanmuglardir.” Ca?+, PO, iyonlari ve
OH- hidroksiapatit bolgeleri ile cesitli eser elementler
tizyolojik isleyis ve osseointegrasyon siirecinde 6nemli
rol oynamaktadirlar. Son zamanlarda, miirekkepbaligt
Sepia officinalis, Cin tath su inci tozu, Pasifik Kumamo-
to istiridyesi Crassostrea sikamea ve ¢ift kabuklu yumu-
sakca Venus verrucosa gibi deniz kékenli birkag tiir po-
tansiyel biyoseramik malzemeleri olarak karakterize
edilmistir.” Bunlar arasinda sedef, en yogun olarak ¢a-
lisilan malzemelerden birisidir.""""

Bu hayvanlarin kabuklar: kalsit (%90) ve aragonit
(%10) fazlarindan olusmaktadir. CaCOj; minerali, ka-
rarlilik sirasiyla, ti¢ anhidréz polimorftan olusmaktadir;
kalsit, aragonit ve vaterit. Bunlar, sirastyla, rombohed-
rik, ortorombik ve altugen yapilara sahiptir. Normal
kosullar alunda termodinamik olarak kararli polimorf
kalsittir. Aragonit yar1 kararli bir yapidadir ancak jeolo-
jik olusumun gerceklesmesi sirasinda kalsite dontistimi
yavastir. CaCOs yigin icinde vateritin kalsite faz geci-
sinin ~560°C sicaklikta oldugu belirtilmektedir."” Le-
mos, saf aragonit sedefli (CaCOj3 polimorfik fazi) mal-
zemeden hidroksiapatit nano tozu iiretmigtir."” Diger
yar1 kararli polimorf vaterit, yiiksek doygunlukta ¢ekir-
dek olugturucu olarak hareket eder ve birkag saat ya da
glin igerisinde kararli faza dontistir. Bununla birlikte,
bu faz déntgimiintin nasil gerceklestigi, malzeme ige-
risindeki tekrar olugum ve ¢6ziinme/¢okelme mekaniz-
malar1 hala tartistlmaktadir."*"™" Bu calismalarda co-
gunlukla morfolojik analizler yapilmistir. Ornegin,
Muricopsis tiiri kabuklu ve Helix tiirii kara salyango-
zunda kesitli lamel yap1 gézlenirken, sedefin mikromi-
marisinin ‘tugla ve har¢’ diizeninde oldugu saptanmis-
tlr‘[]S,]ﬁ]

Biyomalzeme uygulamalari i¢in, CaCOs’tin kimya-
sal bilesimi, kristal sekli ve morfolojisinin bilinmesi
onemlidir. CaCOy3’tin amorf fazi biyomineralizasyon
stirecinin baglatilmasinda CaCQOj’iin kristalin fazina ki-
yasla daha 6nemli bir rol oynar; amorf CaCOj3’in ¢6-
zintirligi kristalin CaCOs’tin yaklagik on katt daha
fazladur."”

Bu caligmada, Tirk denizlerinden toplanan Argyro-
somus regius tird baligin kafasindan elde edilen yeni bir
biyomalzeme tozunun hazirlanmasi ve nitelendirilme-
sinin bildirimi amaclanmaktadir.

Gere¢ ve Yontem

Bu calismada kullanilan Argyrosomus regius tirtin-
den elde edilen toz balik kafalar, Istanbul’daki Pendik

Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii tarafindan
sagland. 11k olarak, balik kafast pargalari, sertlestirilmis
celik tiniversal 6gtitme makinesinde (Desktop Swing
Mill HK40) 1 dakika siire ile 6gitiliip, daha sonra
plastik bir numune kabinda toplandi. Elde edilen toz A
tozu olarak kodlandi. Ikinci adimda, iretilen A tozu
Protherm PLF 120/5 elektrikli firinda 1000°C’ye ka-
dar, 10°C/dk hizla 1sit1ld1 ve firm igerisinde kalsinasyon
stiresini tamamlamak i¢in 1 saat boyunca 1000°C sicak-
likta tutuldu. Kalsine edilmis toz C tozu olarak kodlan-
di. Ayrica, A tozu icin ates zayiati (foss of ignition, LOI),
kalsinasyon o6ncesi ve 1000°C’de kalsinasyon sonrasi
toz agirliklar arasindaki fark olgtilerek hesaplandi.

Ugiincii adimda, Planetary Pulverisette 7 serisi
mikro degirmen ile farkli 6gtitme siirelerinde A tozu
kuru olarak 6gtitildi. Bunun icin, tozlar paslanmaz ce-
lik bir kap igerisine ZrO; toplart ile beraber yerlestiril-
di. Ogiitme dakikada 600 devir hizinda 30 dakika siire
ile gergeklestirildi. Elde edilen 6giitiilmiis toz B tozu
olarak kodlandu.

Tozlarin kimyasal bilesimleri belirlendi. Bunun icin,
A ve C tozundan 4 g numune tartld: ve 0.9 g baglayici
madde ile karistirilarak, PE-EL pres cihazi (Breitlinder
GmbH, Wesel, Almanya) ile preslendi. Elde edilen yu-
varlak tablet seklinde numuneler X-igin1 floresans1 (X-
ray fluorescence, XRF) cihazinda test edildi. A, B ve C toz-
larinin kristal yapilarini belirlemek amacryla X-1mm1 dif-
raktometresi (XRD, MiniFlex; Rigaku Corp., Tokyo,
Japonya) ile Ni filtreli Cu K(c) radyasyon kullanilarak
her birinin 10°-70° araligindaki kristal yapisi incelendi.
Tarama hiz1 dakikada 2° olup, tarama 0.01° araliklarla
gerceklestirildi. Fazlarin tanimlanmasi, aragonit ve kalsit
icin 71-2396 ve 4-777 no’lu Foint Committee on Powder
Diffraction Standards (JCPDS) kartlar1 kullanilarak de-
neysel XRD paternlerinin kargilagturilmasiyla yapildi.
Tozlarin zamana bagli olarak agirlik kaybr Diamond
TG/DTA (PerkinElmer Inc., Waltham, MA, ABD) ter-
mal analiz cihazi kullanilarak belirlendi. Diferansiyel
termal analiz (DTA) statik azot atmosferi altinda 20°-
1100°C sicaklik araliginda, 10°C/dk 1sitma hizinda, pla-
tin potalar kullanilarak gerceklestirildi. Tozlarn mikro-
yapist JEOL JSM 5600LV taramali elektron mikrosko-
bunda (scanning electron microscope, SEM) x500 ve x1500
biiytitme kullanilarak incelendi. A ve B tozlarimin ortala-
ma partikiil boyunun dagilimi Mastersizer 2000 (Mal-
vern Instruments Ltd., Worcestershire, Birlesik Krallik)
partikiil boy analiz cihaz ile 6l¢iildi.

Bulgular ve Tartisma

A ve C tozlarinin kimyasal analizleri Tablo 1’de ve-
rilmigtir. A tozu baglica CaO (%61.27) bileseninden
olugsmaktaydi. A tozu icerisinde geri kalan kisim ise dii-
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Tablo 1. A ve C tozlarinin kimyasal bilesimi (agirlikli %).
Elementler ve oksitler
Alez SIOZ P205 503 Kzo CaO Fe203 Eser Ate§ zaiyatl
A tozu 0.26 0.41 0.04 0.17 0.16 61.27 0.04 *<0.02 443
C tozu 0.26 0.45 0.04 0.06 0.20 80.44 0.01 f<oo1 .

* Na,0, MgO, TiO,, V,0s, Cr;03, MnO, Cos304, CuO, ZnO, Ga, SrO, NiO, Ge, As;03, Se, Br, Rb,0, Y, ZrO,, Nb,0s, Mo, Ag, CdO, In, SnO,,
Sb, Te, |, Ce, Ba, La, W03, Hg, PbO, Th, U, Bi, TI. TNazO, MQO, TiOz, VzO5, CO3OA, MnO, CrzOz

sik oranlarda SiO; (%0.41), Al,O; (%0.26), SO;
(%0.17), K,0O (%0.16), P,Os (%0.04), Fe; O3 (%0.04)
ve organik maddeler gibi farkli oksitlerden meydana
gelmekteydi. Bunun disinda, %0.02’den az bir bolimi
eser element ve oksitlerden ibaretti. Balik kafasinin
kimyasal bilesimi istiridye kabuklarinin bilesimine ben-
zemekte; temelde, agirlikli yiizdelerine gore CaO
(%54.31), SiOz (%1.25), Ale} (%0.64), Fe203
(%0.11), MgO (% 0.01), K,O (% 0.01), Na,O (%0.93)
ve TiO; (% 0.11)’den olugsmaktaydi.” Bununla birlikte,
Tablo 1’deki sonuglara gére, yiiksek miktarda CaO ve
P,Os gibi kabukta mevcut olmayan diger elementlere
de rastlandi. Ozellikle, P,Os ve Tablo 1’de belirtilen
Ca?*, PO4*- ve osseointegrasyon igleminde rol oynayan
birkag eser element kemik onariminda yararli olabilir.”

A tozunun kimyasal bilegiminin 1000°C’de kalsi-
nasyon igleminden sonra degistigi goriildi (Tablo 1).
Bu degisiklik baglica ugucu organik maddelerden kay-
naklanmaktaydi. Ilk carpict gozlem, Tablo 1’de CaO,
K,O ve SiO7’in miktarlarindaki belirgin arusur. CaO
miktarinin %80.44’ten, agirlikli yiizde ile %61.27’ye
gelisimi, CaCOj’tin CaO ve CO;’ye ayrigmasi ile agik-
lanabilir ki burada CO; ucucu 6zelliktedir:

CaCO3 — CaO+CO,

Sekil 1. A tozunun EDS analizi.

Bununla birlikte, A tozu icin SO; ve Fe;Os'te az
miktarda bir diisiis mevcuttu. Buna ek olarak, Al,Os
veya P>Os miktarlarinda herhangi bir farklilik goril-
mezken, bazi eser elementlere kalsinasyon sonrasi rast-
lanmad: (Tablo 1). Kalsinasyon sonucu fazlarin doni-
simi ve u¢ucu madde iceriginin varlig1 net bir sekilde
kaydedildi. Buna yonelik, A tozuna ates zayiat1 testi uy-
gulandu.

Ates zayiat testi, bir mineral veya tozun element
veya oksit analizinin bir parcasidir. Ucucu maddeler
genellikle karbonatlardan elde edilen hidrat ve karbon-
dioksit ile organik maddelerden olusan kayiplardir.
Ugucu organik madde miktari, 1000°C’ye 1sitma 6nce-
sinde ve sonrasinda meydana gelen toz agirlik farkin-
dan hesaplanir. Burada, LOI1000 testlerinin sonugla-
rinda organik maddelerin A tozunun ~%44.3’iine kar-
silik geldigi dogrulanmistir.

Enerji dagilimli X-1sm1 spektroskopisi (energy dis-
persive spectroscopy, EDS) A tozu i¢in gergeklestirildi
(Sekil 1). Baglica ¢ temel pik goriildi. En yogun piki
kalsiyum (Ca) yaparken, bunu oksijen (O) ve karbon
(C) takip etti. Kantitatif konsantrasyon agirliklari, ayni
sirayla, %58.4, %39.9 ve %1.5 idi. Bu sonuglar, 6zel-
likle kalsiyum i¢in, yukarida elde edilen XRF sonuglar:

1.0k Ca
500- e
c
Ca
| Ca0
2° N |
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Sekil 2. A ve B tozunun XRD analiz sonuclari.

ile uyumluydu. C ve O elementleri yiiksek ihtimalle
kimyasal bilesik CaCOj kaynakli idi. Ayrica, EDS ana-
lizi kalsinasyon isleminden sonra gerceklestirilmisti. Ca
(agirliklt %66.9) ve C elementi (agirliklt %2.2) konsan-
trasyonlarinda artis gézlemlenirken, O elementinde
(agirlikli %30.4) hafif bir azalma s6z konusu idi. Yuka-

rida da belirtildigi gibi, CaCOjs ve organik maddelerin
bozunumu element miktarinin degisiminde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Bu yiizden, kalsinasyon sonrast Ca
ve C miktarindaki arus sasirtict degildir. Oksijen ele-
mentindeki azalma ucucu organik maddelerin yanmasi
ile agiklanabilir.
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Sekil 3. A ve C tozunun XRD analiz sonuglari.
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Incelenen tozlarin kimyasal bilesimi Ca, P ve bircok
eser element gibi insan kemigi bilesiminde bulunan
elementleri icermekteydi. Kemigin inorganik bilesimi
ise (kemik mineral) diisikk kristalli hidroksiapatit
CAy(PO4)sOH;’den olusmaktadir.

A ve B tozunun XRD paternleri Sekil 2’de veril-
mektedir. Ilk bakista, her iki malzeme icerisinde de
kristalin bir fazin mevcudiyetine isaret eden bazi pikler
goriilmektedir. A ve B tozlarmin difraktogramlar stan-
dart aragonit (JCPDS: 41-1475) ve kalsit JCPDS: 47-
1743) paternleri ile uyum gostermektedir. CaCO3'in
ti¢incl fazi olan vaterit fazi bir pik noktasi olugturma-
musti. Bu nedenle, B tozunun goreceli yogunlugunun A
tozuna gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Her
iki toz icin 209=29° pikleri karsilagtirildiginda, pik ge-
nisligi ve uzunlugunda ciddi bir fark gorilmektedir. Bu
farkliliklarin, B tozunun partikiil boyu dagiliminin da-
ha ince olmasindan kaynaklandig distiniilmektedir.

Buna ek olarak, A tozunun faz déniisimiini ortaya
ctkarmak icin toz kalsinasyonu aragtrildi. A ve C tozla-
rinm XRD paternleri Sekil 3’te goriilmektedir. C tozu-
nun XRD paterni ise 23=34.05, 23=40.82, 203=56.74
acilarinda 3 yogun pik yapmaktadir. Yukarida belirtil-
digi gibi, A tozunun difraktogrami standart aragonit ve
kalsit fazlarinin paternleri ile uyum saglamaktayken, C
tozunun difraktogrami standart kalsiyum oksit
(JCPDS: 37-1497) ile eslesiyordu. Boylece, kalsinasyon
isleminin aragonit ve kalsit fazlarini termodinamik ola-
rak kararli olan kalsiyum oksite (C tozu) doniistirdigi
sonucuna varilabilir.

A ve B tozlarinin DTA ve termogravimetri (TG)
grafikleri Sekil 4’te verilmektedir. Her iki malzemede
de iki kademeli bir kiitle kayb1 goriilmektedir. Ilk kade-
me, 20°-580°C sicaklik araliginda su molekiillerinin
uzaklastig1 (adsorbe suyun uzaklastigi) kademedir. A ve
B tozlari icin, sirasiyla, 580°C’de %1.8’lik ve 570°C’de
%2.8’lik bir agirlik kayb1 s6z konusuydu. A tozu ve B
tozunun endotermik pikleri, sirasiyla, DTA,,y = 246°C
(-7.9 pV) ve DTAx = 369°C (8.7 1uV) noktalarinda
bulundu. Ikinci kademenin endotermik piki 570°-
816°C arasinda, her iki toz i¢in de (A tozu i¢in DT A,y
= 790°C ve B tozu i¢in DTA,; = 758°C) CaCOs’iin
bozunmasi sonucunda olugmustu. Bununla birlikte,
hangi ugucu ve/veya organik maddenin uzaklasugini
tahmin etmek zordu. A ve B tozlari igin, sirasiyla, mal-
zeme kaybinin miktar1 41.8% (816°C) ve 44.5%
(778°C) olarak kaydedildi. Termal bozunmanin son
kat Girtini kalsiyum oksittir. Bu maddenin, sirastyla A
ve B tozlar1 iginde toplam kiitle kayb1 43.6% ve 47.3%
idi. Bu sonuglar kimyasal kompozisyon analizleri i¢in
yapilan ates zayiat testleri ile paralellik gostermektedir
(Tablo 1). Burada, tozlarin iki farkli boyutu arasinda
gozlemlenmis olan 6nemli bir kiitle kaybina dikkat et-
mek gerekir; B tozu A tozundan %3.7 daha fazla kiitle
kaybina ugranusur. Ayni zamanda, sirasiyla A ve B to-
zu icin 790°C (637 pV s/mg) ve 758°C (708 pV
s/mg)’de yer alan endotermik piklerin analizi B tozu-
nun daha yiiksek bir endotermik reaksiyona sahip oldu-
gunu gostermektedir. Bu, daha disiik sicaklikta, CaO
ile kargilagtirildiginda CaCOy3’tin B tozunda daha fazla
bozundugu anlamina gelmektedir.
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Sekil 4. A ve B tozunun DTA ve TG analiz sonuglari.
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Sekil 6. (a-c) B tozunun farkli btyGtmelerdeki SEM gortintisa.

Sekil 5 ve 6, A ve B tozlarinin farkli bityiitmelerde-
ki SEM goriintilerini gostermektedir. Kat balik bagla-
r1 6gitiilditkten sonra, A tozunun morfolojisinde farkls
boyutlardaki partikiillerin karigik bir iri taneli ¢ubuga
benzedigi gorilmektedir (Sekil 5). Cubuklarin yiizeyi
boyuna lameller seklindedir ki, bu yapinin gekli muhte-
melen 6gtitme sirasinda degismis olabilir (Sekil 5b). B
tozunun morfolojisi ise kiiciik ag yapili partikiillerden
olugmaktadir (Sekil 6). B tozunun yapisinda aglomeras-

yonun olustuguna dair siiphe yoktur. Ogiitmeden son-
ra iri taneli cubuk yapilarin ortadan kayboldugu goriil-
miustiir.

A ve B tozlarinin partikiil boy dagilimlar: Sekil 7°de
kargilagtirilmaktadir. Bu tozlarin partikil boy dagilim-
lar1 lazer difraksiyon teknigi kullanilarak kuru tozlar
icin belirlenmisti. Mekanik karisim yapilan B tozu, A
tozuna gore daha kiiciik partikiil boyutuna sahipti. A
tozu i¢in ortalama partikiil boyu dagilimi dso = 68.5

Kumiilatif Agirlik (%)

Fig. 7. A ve B tozlarini partikl boyut dagilimi.
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pm; d(0.1) = 2.1 pm ve d(0.9) = 418.6 pm idi. B tozu ise
dso = 19.0 pm; d(0.1) = 0.9 pm ve d(0.9) = 96.90 pm ile
daha kii¢iik bir ortalama partikil boyu dagilimina sa-
hipti. Bu sonug Sekil 5 ve 6’daki SEM gorintiileri ile
desteklenmektedir.

Sonug olarak, toz balik kafalarinin kimyasal bilesimi
kemik greftlerinin hazirlanmasinda, 6zellikle kemigin
kompozisyonunda da bulunan CaO, P,0Os ve K,O ile
yararlt olabilir. Analizler tozun baglica aragonit ve kal-
sitten olustugunu gostermektedir. 1000°C’deki kalsi-
nasyon, aragoniti yiiksek konsantrasyonlu CaO ile kal-
siyum oksit fazina dontstiirmektedir. Planetary 6giit-
me A tozunun boyutunu dsp = 68.5 pm’den dsp = 19.0
pm’ye azaltmigtir. Bununla birlikte, B tozunda parti-
kiillerin aglomere oldugu gozlenmistir. Gelecek bir ca-
ligma olarak, B tozu, mevcut metotlar ile hidroksiapati-
te dontstiirilmeli ve diger kemik greftleri ile karsilas-
trilmalidir.
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