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0Oz

Bu calismada biyo uyumlu Mg metali ile birlikte Al ve Si elementlerini iceren bir alasim iiretilmistir. Uretim islemi
indiiksiyon ocaginda ergiterek yapilmigtir. MgAISi ii¢lii alagimi iiretim sonrasinda 350C/12 saat homojenlestirme
1s1l islemine alinmistir. Elde edilen numunelere mikro yap1 incelemesi igin taramali elektron mikroskobu (SEM)
kullanilmigtir. Biyo uyumluluk incelemeleri i¢in daldirma korozyon, potansiyodinamik korozyon ve sitotoksisite
(MTT) olmak fiizere 3 farkli test ile uygulanmistir. Korozyon testleri Hank’s soliisyonu igerisinde
gerceklestirilmistir. pH dengesi ve % canlilik orani analizleri ile temel biyouyumluluk sartlarini tagidigi sonucuna
varilmistir. Béylece yapinin biyo malzeme olarak kullanimi tartigilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mg alasimi, Biyo uyumluluk, Sitotoksisite, Korozyon

Production of MgAISi Ternary Alloy and in-vitro bio Compatibility
Investigation

ABSTRACT

In this study, an alloy containing Al and Si elements together with biocompatible Mg metal was produced. The
production process was made by melting in an induction furnace. MgAISi ternary alloy was subjected to 350C/12h
homogenization heat treatment after production. Scanning electron microscope (SEM) was used to examine the
microstructure of the obtained samples. For biocompatibility studies, it was applied with three different tests:
immersion corrosion, potentiodynamic corrosion and cytotoxicity (MTT). Corrosion tests were carried out in
Hank's solution. It has been concluded that it meets the basic biocompatibility conditions with pH balance and %
vitality analysis. Thus, the use of the structure as a biomaterial is discussed.
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|. GIRIS

Magnezyum (Mg) hafifligin 6nem arz ettigi ¢aligmalarda siklikla kullanilmaktadir. Diisiik yogunlugu
yant sira diger elementlerle alagim yapildiginda Mg mekanik, korozif ve termal deneylerde basarili
sonuglar vermektedir. Mg ayrica viicutta ise bir enzim tiretimi tetikleyicisi ve kuvvetli bir mineraldir.
Bu yiizden son yillarda biyog6ziinebilir biyo-malzeme ¢alismalarinda ¢ok sik kullanilmaktadir [1]-[4].

Alasimlar belli kurallara gore iiretilmekte ve bu agsamada faz denge diyagramlari dikkate alinmaktadir.
Ikili alasimlar ¢ok yaygin olmasina ragmen ii¢ ve daha fazla bilesenli alagimlarda literatiirde yerini
almaktadir. Kati ¢ozeltide birbiri igerisinde ¢oziinen elementler yeni fazlar ve bilesikler ortaya
¢ikarmaktadir. Bu yeni fazlar intermetalikler olarak isimlendirilmektedir. intermetalikler ana elementin
birgok 6zelligine katkida bulunmaktadirlar [5]-[9].

Mg clementi ile faz olusturdugunda yeni bir bilesik ortaya ¢ikaran basta Aliiminyum (Al) ve diger
elementler 6nceki 6zelliklerini kaybetmektedir. Ana element olan Mg etkisiyle Al bulunan bilesikler ve
fazlar da toksin etkiye sebep olmamaktadir. Bu yilizden toksin olarak raporlanan Al ve Silisyum (Si) gibi
elementler bu asamalarda kullanilmaktadir. Ornegin Mg-Al arasinda olusan Mgi7Al, fazi ve Mg-Si
arasinda meydana gelen Mg,Si partikiilii bunlara baslica 6rneklerdir. Boylece Mg alagimlarinin kullanim
alanlar1 genislemektedir [9]-[13].

Korozyon deneyleri malzemelerin Omiirlerini tayin etmek amaciyla hizlandirilmis siireglerden
olugmaktadir. Uygulanabilir bir¢ok ydntemi olsa da en ¢ok kullanilanlar arasinda daldirma ve
elektrokimyasal korozyon yontemleri bulunmaktadir. Daldirma korozyon testinde belirli bir soliisyon
igerisinde bir siire bekletilen numunelerin agirlik kaybi ve yiizey durumu incelenmektedir. Elektro-
kimyasal korozyon yontemlerinde ise iizerinden bir elektrik akimi gegirilen numuneden ayrilan iyonlar
bir referans elektrot ile toplanmaktadir. iyon yogunlugu, akim farki vb. gibi degerlerin analizi ile
korozyon direnci hesaplanabilmektedir [1], [7], [13]-[16].

Bu calismada dokiim yontemi ile MgAISi alasimi dretilmistir. Bu ¢alismanin amacinda standart
disindaki bir Mg alagiminin biyogdziinebilir biyo-malzeme olarak kullanilma diisiincesi vardir. Elde
edilen numuneler alasimin faz dagilimi igin temel mikro yap1 incelemesine alinmistir. Calismanin
amacini barindiran siiregte numuneler biyo-uyumluluk testlerine tabi tutulmustur. Yapay viicut
soliisyonu olan Hank’s soliisyonunda 48 saat siiren daldirma korozyon yapilmistir ve agirlik kaybina
bagli korozyon hizi elde edilmistir. Ayni1 soliisyonda elektrokimyasal potansiyodinamik korozyon testi
oda sicakliginda uygulanmistir. Son olarak numuneye ilgili standartlara uygun olarak akredite
laboratuvarda sitotoksisite testi uygulanmustir. Sitotoksisite testi sonucunda elde edilen % canlilik degeri
ile in-vitro siiregte malzemenin biyouyumluluk yorumlari yapilmistir. Incelemeler ve tartigmalar
sonrasinda MgAISi alasgimimin temel sonuglarla bir biyo malzeme olarak kullanilabilecegi fikri elde
edilmistir.

Il. MALZEME URETIMIi VE DENEY YONTEMLERI

A. MALZEME URETIMIi

MgAISi alasimi atmosfer kontrollii bir firinda 750°C sicaklikta {iretilmistir. Mg elementi saf kiilge
olarak kullanilirken Al ve Si elementleri Ali2Si ingot alagiminda kullanilmigtir. Alagima %90 Mg ve
%10 Al12Si ingotu kullanilmistir. S1vi metal ¢elik kaliba dokiilmiis ve oda sicakligina kadar katilagmasi
beklenmistir. Dokiim sirasinda kalip ani sogumanin Oniine gegebilmek adina 300°C 6n 1siya tabi
tutulmustur. Uretim sonrasinda alasim 350°C/12 saat sartlarinda homojenlestirme tavlamasia
alinmistir. Sonrasinda klasik metalografik hazirliklar sonrasinda numuneler Picral re-aktifi ile
daglanmistir. Mikro yap1 incelemesi igin Zeiss marka SEM mikroskobu kullanilmistir. SEM analizinde
ayrica EDX incelemesi de uygulanmistir. Mikro yapida bulunan fazlarin daha anlasabilir takibi igin
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goriintii isleme yapilmis ve Image-J programi kullanilmistir. Numuneye ayrica elementel analizin takibi
icin XRF (Rigaku) analizi uygulanmustir.

B. BIYO KOROZYON UYGULAMALARI VE SITOTOKSISITE TESTI

MgAISi alasimi numune hazirlama islemi sonrasinda ilk olarak toplamda 48 saat siiren bir daldirma
korozyon testine alinmigtir. Deney sirasinda Tablo 1’de igerigi verilen yapay viicut soliisyonu olan
Hank’s s1vist kullanilmistir. Deneyde 48 saat igerisinde 5 kez (0-4-12-24-48) agirlik 6l¢iimii yapilmistir.
Ek olarak pH 6l¢timii de her asamada yapilmistir. Deneyde numuneler 20 mm ¢apta ve 10 mm kalinlikta
isleme alimmuistir. Soliisyon icerisinde askida birakabilmek adina numunelerin ortalar1 delinmistir.
Deney sonucunda agirlik kaybina bagli korozyon hizi rapor edilmistir. Ayn1 zamanda deney sonrasi
numuneler makro fotograf ¢cekimi ile incelenmistir.

Tablo 1. Hank’s soliisyonu bilegenleri.

Hank’s Soliisyonu gr/L

NaCl 8
KCI 0.4
CaCl, 0.14
Na;HPO4-7H,0 0.09
MgS0O4-7H.0 0.2
NaHCO; 0.35
KH2PO4 0.06
CsH1206 1
Distile su Kalan

MgAISi alagimi i¢in ikinci asamada potansiyodinamik korozyon deneyi Hank’s soliisyonu (Tablo 1)
icerisinde Gamry marka cihazda uygulanmistir. Deneyde 1000mV/dakika tarama hizinda -1500 mV
seviyesine kadar analiz yapilmistir. Deney sonucunda Tafel egrisi, Icor V€ Ecorr degerleri elde edilmistir.
Literatiire baglh kalarak elektrokimyasal korozyon orani hesaplanmistir [9], [17], [18].

Sitotoksisite testi malzemelerin ¢oziindiiriilme ve oziitleme islemleri sonucunda % canlilik orani
tizerinden uygulanmaktadir. Boylece % canlilik oranina goére malzemenin biyo uyumlulugu elde
edilmektedir. Bu c¢alismada sitotoksisite testi icin TS EN ISO 10993-12 standard: ¢ergevesinde [19]
akredite deney yapabilen Hitit Universitesi HUBTUAM laboratuvarlar1 kullamlmistir. Deney
sonucunda % canlilik degerleri ve preparat gorintiileri sunulmustur. Deney detaylari asagida
listelenmistir [16].

Kullanilan Kimyasallar: L929 fibroblast hiicresi kullanilmistir. Hiicrelerin komplet (tam) kiiltiir ortami
olarak %89 DMEM (Biological Industries), %10 Fetal Bovin Serum (FBS; Biological Industries), %1
L-glutamin (Biological Industries), %1 Penisilin/Streptomisin (Capricorn) antibiyotigi kullanilmistir.
Hiicrelerin bulundugu kiiltiir flasklarindan uzaklastirilmasi igin %0,05 Tripsin—EDTA soliisyonu
(Tripsin—Etilendiamin tetraasetik asit), yikama ve temizleme islemleri i¢in konsantrasyonu 1X olan
Kalsiyum/Magnezyum icermeyen fosfat tamponu (PBS) kullanilmistir. Hiicre sayimi i¢in tripan mavisi
kullanilmigtir (1/1 oraninda). Sitotoksisite testinde tetrazolyum tuzu olan MTT (serva, israel)
kimyasalindan yararlanilarak hiicre canliligi tespit edilmistir. Hiicre kiiltiir ¢alismalarinin tamamu,
serolojik pipetler, kiiltir kaplar1 ve c¢oklu kuyucuklu plakalar (Corning, ABD) kullanilarak
gergeklestirilmistir.
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Hiicre Kiiltiirii: Donmus haldeki hiicreler 37°C’de kisa siirede ¢o6ziildii. Steril Class II Laminar flow
kabin igerisinde ¢6ziilen hiicreler 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi. Falkon 250 G’de 5 dakika santrifiij
islemi yapildi. Falkona 3 mL komplet kiiltiir ortam1 konuldu ve homojen hale getirildikten sonra
25cm?lik flasklara ekim yapildi. Flasklar 37°C’de % 5 CO?li inkiibatérde inkiibasyona birakildi.
Dondurucudan alinan hiicrelerin hiicre cogalma dongiisii sabitlenene kadar pasajlandi.

Numunelerin Hazirlanmasi: Biyomalzeme ve tibbi cihazlarin dogrudan uygulanmasi miimkiin
olmadig1 durumlarda malzeme 6ziitli hazirlamak gerekmektedir. TS EN ISO 10993-12:2021 “Biological
evaluation of medical devices-Part 12:Sample preparation and reference materials” de belirtilen sekilde
numuneden oziitleri hazirlandi. Hazirlanan 6ziitler uygun sekilde steril edildikten sonra uygulama
islemine alindi.

Sitotoksisite Testi (MTT) : Malzemelerin hiicre canliliklar1 {izerine etkisinin incelenmesi amaciyla
yapilan bu deney yontemi i¢in tibbi malzemelere referans olan (EN ISO 10993-5: Biological evaluation
of medical devices - Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity) standartta gegen MTT yontemi standartta
belirtilen seklide uygulandi. Bu test yonteminde 96 kuyucuklu plakalar kullanildi. Hiicre sayimindan
sonra canli hiicre sayisina gore her kuyucukta 10x10° hiicre olacak sekilde hesaplama yapildi. Plakada
her kuyucuga 100pl tam besi yeri icerisinde hiicre koyuldu ve 24 saat siire ile inkiibasyona birakildi. 24
saat sonunda hiicrelerin plaka yiizeyine tutunup tutunmadigi, morfolojik goriintileri ve canlilik
durumlari kontrol edildi. Incelenen kriterlere uygunluk sagladig: tespit edilen kuyucuklardaki medyum
bosaltildi. Hazirlanan numune 6ziitleri tam konsantrasyondan (1/1) baslayarak ve seri diliisyon yapilarak
5 farkli konsantrasyonda uygulandi (1/1-1/16). Negatif kontrol grubuna sadece kiiltiir ortam1 konuldu.
Hiicreler iizerine uygulamasi gergeklestirilen malzemeler ile 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
plakalardaki medyum ortamdan uzaklastirildi ve MTT (Img/mL) soliisyonu 50 pl olacak sekilde
kuyucuklara eklendi. 37°C’de 2-2,5 saat inkiibe edilmesini takiben kuyucuklardaki MTT soliisyonu
bosaltildi ve iizerine 100 pl MTT ¢oziiciisii (izopropanol) eklendi. Hiicre canliliginin tespiti igin 96
kuyucuklu plakanin absorbans yogunluk degerleri multiplaka plate okuyucuda 570 nm’de okundu. Her
grubun hiicre canlilig1 yiizdesi, kontrol hiicresi canliligi %100 kabul edilerek asagidaki denkleme gore
yapild.

Hiicre canliligi % = Optik Yogunluk, OD570 (numune) / Optik Yogunluk, OD570 (kontrol) x 100
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111. SONUCLAR ve TARTISMA

Dokiim yontemiyle iiretilen alagimin elementel analizi i¢in uygulanan XRF sonuglart Tablo 2’de
listelenmistir.

Tablo 2. MgAISi alagimi XRF analizi.

Elementler Agirlikga %

Al 9,85

Si 1,21

Pb 0.04

Ag 0.06

Au 0.01

P 0.10

Ca 0.12
Diger 0,19
Mg Kalan

Alasima uygulanan XRF analizinde planlanan elementel oranlar saglanmigtir. MgAISi alagimi ile
olusturulan numune ilk olarak SEM ortaminda incelenmistir. Numuneden elde edilen SEM goriintiisii
Sekil 1’de verilmistir. SEM mikro yapisinin goriintii isleme analizi sonucunda olugan veriler resimde
belirtilmistir. Ayrica farkli yapilardan elde edilen EDX analizleri resimde listelenmistir.

Date :3 Aug 2021

EHT=1000kv WD=138mm  KBUMARGEM

Analiz Bélgesi Mg Al si
Nokta 1 56.69 0.51 42,80
Nokta 2 69.11 30.74 0.15
Nokta 3 97.85 2.01 0.14

Sekil 1. (a) Temel mikro yaps, (bi-2) Goriintii isleme analizi ve EDX sonucglari.

Temel SEM goriintiisii (a) incelendiginde 3 temel faz formasyonu izlenmektedir. Bunlar; ana matris
yapiy1 olusturan o-Mg, Mg-Si arasinda olusan MgSi seramik partikiilii ve bir Mg-Al bilesigi olan
Mgi7Aliz intermetalik yapisidir. Faz yapilart EDX analizleri ile desteklenmis ve alagim kimyasal oranlari
tespit edilmistir. Mg-Al-Si alagiminda olusan fazlar literatiirle tutarlilik gostermistir [9], [11], [13], [15].
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Mikro yap1 ise Image-J goriintii isleme sonuglarma (10 farkli resim) gore ortalama %30 kadar
intermetalik yap1 icermektedir.

Daldirma korozyon sonucunda elde edilen numunelere ait makro goriintiiler Sekil 2’de verilmistir.
Ayrica deney sirasinda 6lgiilen agirlik kayiplarina baglh kalarak ¢izilen korozyon hizi grafigi Sekil 3°te
gOsterilmistir.

o T BN Y v Py
: % t B A
3 - R
e 7o
v -

Sekil 2. Daldirma korozyon sonrast numunelerin makro resimleri.

Daldirma korozyon sonrasi elde edilen numuneler Sekil 2’de izlenmektedir. 4 saat numunesinde yer yer
korozif bolgeler olugsa da geometrik formunu korumustur. Ancak daldirma siiresi arttikca malzemede
korozif bolgeler artarak par¢a kopmalara ugramistir. 48 saat iiriiniinde ise numune pargalanarak ilk
agirligimin  yaklasik %67°sini  kaybetmistir. Hank’s soliisyonunda belirlenen daldirma siireleri
sonrasinda numunelerde korozif deformasyonlar olugsmustur. Literatiirde takip edilen ¢alismalara gore
MgAISi alagiminin bu siireci tutarlilik gostermistir [9], [11], [13]-[15].

Bu calismada pH dengesi Hank’s soliisyonunda deney Oncesinde ortalama 7,1-7,8 araliginda
Ol¢lilmistiir. Bu seviye ile temiz su veya kan pH denge araligina yakindir. 4 saat, 12 saat, 24 saat ve 48
saat siire sonucunda pH seviyeleri sirasiyla 10,1-10,2-10,8 ve 11,9 olarak odlgiilmiistiir. pH 06l¢tim
sonuglarina gore soliisyon yaklasik notr (H*=OH") denge araligindan alkali (H*<OH") bolgesine gegis
yapmustir. Alkali bolgede H* iyonlarinin daha diisiik seviyede olmasi MgAlSi alasgiminin Mg-O(H)
bilesiginde ¢6ziindiigiinii gostermektedir. Boylelikle Hank’s soliisyonunun bu degisimi biyo uyumlu bir
stirecin olustugunu gosterebilmektedir [20], [21].

Korozyon Hiza

Agurik Kaybi (%)
— b (5] - h [+ -]
[=] [=] [=) o [=] [=] (=] [=]

4 saat 12 saat 24 saat 48 saat
Daldrima Korozyon Siiresi

Sekil 3. Agwrlik kaybina bagh korozyon hizi grafigi.
2150



Agirlik kaybina bagl olarak olusturulan “Korozyon Hizi” grafigine gore ilk 12 saatte hiz diisiikk
izlemistir. 24 ve 48 saat daldirma siirelerinde kopan parca miktarina gére hiz artig gostermistir. Makro
gorintiilere (Sekil 2) gore hiz-agirlik kaybi siireci agiklanabilir sonug vermistir.

Potansiyodinamik korozyon sonucunda elde edilen Tafel egrisi Sekil 4’te gosterilmistir.

O0-00
oou

—MgAlSi -0,50 -

-1,00 -

/ -1,50 -

-2,00 -

-2,50 -

-3,00 -

0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,10 1,00
log(A/cm?)

Sekil 4. Tafel egrisi.

Tafel egrisi grafigi incelendiginde ve cihaz verilerine gore Ecor degeri -1972 mV olarak rapor edilmistir.
lcorr degeri ise 0,148 mA/cm? olarak hesaplanmugtir. Literatiire gore (22.85xIcor) bu deger iizerinden
hesaplanan korozyon hizi ise yaklagik 3,4 mm/giin olarak elde edilmistir [15], [17], [18]. Bu sonugla
beraber makro goriintiilerdeki pargalanma, pH seviyesinin degisimi, daldirma korozyon hizi ve mm/giin
sonuglar1 tutarli sonuglar vermistir.

Uclii bir element kombinasyonu ile dokiimii yapilan malzeme yapisinda Mg-Al-Si iiclii faz
diyagraminda olusan bilesiklerin korozyon hizin1 yavaslattigini ve hatta durdurdugu bilinen bir sonugtur
[15]. Buradan yola ¢ikarak elde edilecek alasimin intermetalik yapi yogunluklari (%30) korozyon
siirecinin nerede yavaslayacagi ve/veya duracagini gostermektedir. Bu agsamaya kadar beklenen sonugla
¢oOziinen yapmin korozyon ¢ozeltisi igerisindeki orami korozyon hizi hakkinda sonuglar vermistir.
Yapida kullanilan Mg, Al ve Si elementlerinin biy0-¢6ziinme oraninin miktari ile de biyo-uyumluluk
yorumlamalart yapilmigtir. MgAISi yapisi lizerine yapilan ¢alismada goriilmektedir ki bu alasim
t¢liistiniin biyo-uyumlu sonug verebilecegi ongoriilmiistiir.

Tibbi cihazlarin biyo uyumluluklarinin in-vitro degerlendirilmesinde EN 1SO 10993-5 dikkate
almmaktadir. Yapilan ¢alismada hiicre canliliklar hi¢ uygulama yapilmayan grubun absorbans degeri
kontrol grubu olarak secilmesini takiben uygulama yapilan gruplarin absorbans degerlerinin kontrol
grubu ile karsilagtirilmasiyla yorumlanmaktadir. Kontrol grubunda canlilik %100 kabul edilir ve test
materyalinin de % canliliginin %70’den yiiksek olmasi in-vitro biyo uyumlu olarak kabul edilir.
Absorbans 6l¢timiiyle nicel sonug verilirken, hiicreler mikroskop altinda incelenerek nitel olarak da
degerlendirilir. Iki sonucun bir biri ile uyumlu olmasi (collaboration) test sonucunun giivenirliligini
arttirmaktadir. Yaptigimiz caligmada Mg alasimi numune uygulamalari sonrasinda 1/1 (malzemenin tam
konsantrasyonu) hiicre canlilik oran1 %144,40+1,05 olarak bulunmustur. Malzeme konsantrasyonunun
%350 azaltilmasi (1/2 konsantrasyonda uygulanmasi) ile % canlilik sonuclart %110,10 + 2,14 olarak
belirlenmistir. Malzemenin tam konsantrasyonu (1/1) canlilik arttirici etki gosterirken konsantrasyonun
azalmasina bagl olarak canliligin azaldig1 yine de toksin olmadigi gozlemlenmistir. Uygulanan Mg
alagimi her konsantrasyonunda in-vitro biyo uyumlu olarak tespit edilmistir. Sonu¢ olarak bu
calismadaki MgAISi alasimi Mg alasimlarinin % canlilik degerleri ile benzer sonuglar géstermistir [9],
[16].

Sitotoksisite testi sirasinda elde edilen preparat goriintileri Sekil 5’te gosterilmigtir. Resimlerde

izlendigine gore hiicre koloni sayisi ciddi bir artisa ugramustir. Oziitleme sonucunda olusan bu % canlilik
seviyesi malzemenin biyo uyumlu oldugunun baska bir yorumudur [16].
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Sekil 5. Sitotoksisite testi sirasindaki ilk ve son hiicre koloni goriintiileri.

V. SONUC

Bu ¢alismada MgAISI alagim Gretimi yapilmis ve malzemenin biyo uyumluluk siireci 3 farkli biyo
korozyon deneyi incelenmistir. In-vitro olarak uygulanan deneyler sonucunda asagidaki temel sonuglar
elde edilmistir.

a.

b.

MgAISi alagimi atmosfer kontrollii olarak metalik bir yapida iiretilmis ve SEM incelemesi ile
uygun mikro yapinin olustugu izlenmistir.

Daldirma korozyon sonucunda pH ve agirlik kaybi (korozyon hizi) degerleri tutarli sonug
gostermistir. Deneyin uygulandigi Hank’s soliisyonu deney dncesinde nétr aralikta iken (7,1-
7,8) deney sonrasinda alkali bolgeye (~11.0) kadar pH degisikligine ugramustir.
Elektrokimyasal korozyon siirecinde elde edilen mm/giin sonucu daldirma korozyona es deger
sonuclar vererek yaklasik 3,4 mm/giin olarak hesaplanmistir.

Sitotoksisite deneyi sonuglarina gore alagimin Oziitlenmesi ile elde edilen soliisyon oda
sicakliginda uygun besi yeri sartlarinda % 144 kadar (1/1 konsantrasyon) % canlilik orani
gostermistir.

TESEKKUR: Bu c¢alisma TUBITAK 2209-A projeleri kapsaminda 2020-2 doneminde

desteklenmistir. (Proje no: 1919B012003943). Ayrica ¢alisma Hitit Universitesi 8.
Ogrenci Kongresi kapsaminda zet bildiri olarak sunulmustur.
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