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Farkh Molekiiler Agirhikh Kitosan Katkihh Hidroksiapatit/Kitosan Biyokompozit Kaplamalarin
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Kemigin yapisina en yakin olan kalsiyum fosfat; (Ca;o(PO4)s(OH),) oraninin oldugu
hidroksiapatittir (HA). Ancak polimer katkisiyla hidroksiapatitin (HA) mukavemet ve
sertlik gibi mekanik 6zelliklerinin arttirildigi bilinmektedir. Diisiik toksiklik ve yiiksek
biyouyumluluk 6zelliklerinden dolay1 kitosan (CTS) polimer olarak kullanildi. HA/CTS
kaplamalar1 Y™ orta molekiiler agirlikli (MMW) ve yiiksek molekiiler agirlikl
(HMW) olmak fizere iki farkli molekiiler agirlikli kitosan kullanildi. Orta ve yiiksek
molekiiler agirlikli kitosan katkilanarak HA/CTS biyokompozit kaplamalarinin etkisi
incelendi. Kaplamalar ultasonik destekli elektroforetik yontemle iiretildi. Kristalografik,
morfolojik yapilar1 FT-IR, XRD ve SEM ile incelendi. Yiiksek molekiiler agirlikli kitosan
degeri arttikga numunenin yapisinin daha homojen oldugu belirlendi.
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Investigation of Different Molecular Weights Chitosan Added Hydroxyapatite/Chitosan Biocomposite

Coatings
Highlights: ABSTRACT:
) lgsztciﬁr;lposne Which is the nearest of the bone structure of calcium phosphate rate (HAp,

Ca,y(PO,)s(OH),) is hydroxyapatite. However, it is known that the mechanical properties
of hydroxyapatite (HAp) such as strength and hardness are increased with polymer
additives. Chitosan (CTS) was used as the polymer due to its low toxicity and high
biocompatibility properties. Two types of chitosan were used while making HAp/CTS
coatings. Medium molecular weight (MMW) and high molecular weight (HMW). The
effect of HAp/CTS biocomposite coatings by doping with medium and high molecular
weight chitosan was investigated. The coatings were produced by the ultrasonic assisted
electrophoretic method. Their crystallographic and morphological structures were
examined by FT-IR, XRD and SEM. The structure of the sample become more
homogeneous as the high molecular weight chitosan value increased.
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GIRIS

Tiimdrler, hastaliklar, biyokimyasal bozukluklar ve normal olmayan iskelet gelisimi sonucu
olusan kemik hasarlar1 6nemli saglik problemleridir. Kemik kirilmalar1 gibi durumlarda kemigin
diizgiin kaynamasi i¢in implant teknolojisi kullanilmaktadir. implant teknolojisinde, paslanmaz celik
(Muley ve ark., 2016), magnezyum alasimlar1 (Hahn ve ark., 2011), CoCr alagimlar1 (Madl ve ark.,
2015) gibi implantlar kullanilmaktadir. CoCr ve CoCrMo gibi Co-tabanli alasimlar, miikemmel
korozyon direnci, asinma direnci ve mekanik 6zellikleri nedeniyle eklem, diz ve kalca protezi icin
ortopedik malzemeler yaygin kullanilmaktadir. Ancak CoCrMo’ nin fibréz dokular tarafindan
kapsiillenmesi nedeniyle sert dokulara dogrudan baglanmasmin zor oldugu kanitlanmistir. Bu
baglanma kabiliyetini arttirmak i¢in kalsiyum fosfat ile kaplanmaktadir (Wang ve Luo, 2011).

Kemigin yapisina en yakin olan kalsiyum fosfat orani, (Ca;o(PO4)s(OH),) oldugu
hidroksiapatittir (Lin ve Wang, 2010). HA miikkemmel bir biyouyumluluk, biyoaktivite ve
osteoiletkenlik 6zelliklerine sahiptir. Ancak saf HA viicut ¢evresinde yiiksek bir bozulma oranina
sahiptir, bu da uzun siire kalmasin azaltir ve biyouyumlulugunu kaybetmesine neden olur. Bu
ozellikleri gelistirmek i¢in kitosan, aljinat gibi polimerlerle beraber kullanilmaktadir (Singh ve ark.,
2020).

Biyouyumluluk, biyobozunurluk, baglanma yetenegi, gozenekli yapi, dogada antibakteriyel,
nano antijenite ve protein adsorpsiyonu gibi miikemmel 6zelliklerinden dolay1 kitosana artan bir ilgi
vardir (Sikka ve Midha, 2019). Ayrica, kitosan kullanimi, kompoziti mikro catlaklardan,
biiziilmelerden Onler ve yiiksek sicaklik dezavantajini yok eder (Alshaaer ve ark., 2011).

Kompozit kaplamalar; iireaz katalizli yontem (Zhao ve ark., 2014), 1slak kimyasal yontem
(Zima, 2018), hibridizasyon yontemi (Nikpour ve ark., 2012), aerosol birikim yontemi (Hahn ve ark.,
2011) ve elektroforetik depolama yontemi (Tozar ve Karahan, 2018; Patel ve ark., 2019) ile
tiretilmektedir. Depolama siiresi ve voltajinin istege gore ayarlanabilmesi, oda sicakliginda iiretim,
kolay depolanabilme, diisiikk maliyetli ekipman gibi 6zelliklerinden dolay: elektroforetik yontem diger
yontemlere gore daha kullanighidir.

(Prokhorov ve ark, 2018) kitosan-hidroksiapatit nanopartikiill (CSnHAp) filmlerin arayiiz
tabakasinin Ozelliklerini arastirmiglar. CS-nHAp nanokompozit filmlerin mekanik, dielektrik ve
iletkenlik &zellikleri, ii¢ fazli bir model kullanarak yorumlamuslar. U¢ fazli modeli kullanarak
yerlestirme sonuglari, deneysel sonuglarla iyi bir korelasyon gosterdigini belirtmislerdir. Kemik
dokusu miihendisliginde gerekli olan CS-nHAp filmlerinin mekanik, elektriksel ve dielektrik
ozelliklerine ince ayar yapmak miimkiin oldugunu belirtmislerdir. (Das ve ark, 2018) antimikrobiyal
ve biyouyumlu floresan hidroksiapatit-kitosan biyomedikal uygulamalar i¢cin nanokompozit filmleri
hidrotermal destekli ¢okeltme yontemiyle iiretmislerdir. Insan akciger fibroblasti (WI-38) iizerinde
yapilan biyouyumluluk calismalardan, tiim filmlerin yaklasik %80 yasayabilirlik ile hiicre dostu
oldugunu belirtmislerdir. (Pawlik ve ark, 2019) anodik titanyum dioksit (TiO;) katmanlar1 {izerinde
elektroforetik olarak iiretilmis kitosan-hidroksiapatit kompozit kaplamalari incelemislerdir. Yapilan
analizlerden, anataz orneklerinin EPD kullanilarak kitosan-hidroksiapatit kompozit katmanlarla etkin
bir sekilde kaplandigini, kaplanmis TiO, katmanlarmin kaplanmamis olanlara gore daha piiriizli
oldugunu belirtmislerdir.

Bu c¢alismada, hidroksiapatitin biyouyumluluk ve baglanma yetenegini gelistirmek amacl
literatiirde ilk kez orta molekiiler agirlikli (MMW) ve yiiksek molekiiler agirlikli (HMW) olmak iizere
iki farklt molekiiler agirlikli kitosan kullanilarak kaplamalar ultrasonik destekli elektroforetik
depolama yontemi ile tliretildi.
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MATERYAL VE METOT

Malzemeler

%99 saflikta Sigma-Aldrich marka kalsiyum nitrat tetrahidrat, %98 saflikta Sigma-Aldrich
marka dibazik amonyum fosfat, Sigma-Aldrich marka orta molekiiler agirlikli %85 deasetilasyon
derecesine sahip kitosan ve Sigma-Aldrich marka yiiksek molekiiler agirlikli %75 deasetilasyon
derecesine sahip kitosan kullanildi.

Hidroksiapatit’in iiretimi

Kalsiyum ve fosfat kaynagi olarak kalsiyum nitrat tetrahidrat (Ca(NO;), *4H,0) ve dibazik
amonyum fosfat (NH4),HPO,) kullanildi. HA partikiilleri 1slak kimyasal yontem ile tiretildi. 1.0 M
kalsiyum nitrat tetrahidrat ve 0.6 M dibazik amonyum fosfat ¢ozeltileri saf suda ¢oziindii. Cozeltiler
70°C sicaklikta ve pH amonyak (NH3<H,0) ile 10’a ayarlandi. Dibazik amonyum fosfat, kalsiyum
nitrat tetrahidrat ¢ozeltisine yavas yavas ilave edildi. Elde edilen bu yeni ¢6zeltinin pH’ 1 2 M NaOH
ile 11’ e ayarlandi. Cozelti etiivde 100°C’ de kurutuldu. Kurutulan ¢ozelti agat havan yardimiyla toz
haline getirildi.

CoCrMo althgin hazirlanmasi

Kaplamalar CoCrMo (DIN EN ISO 22674) alasimi {izerine yapildi. Alasimin elementel birlesimi
Co (%58.3), Cr (%32), Mo (%6.5), W (%1.5), ve Si (%1.0)’dir. Tim altliklar ultrasonik yontemle
etanol icerisinde durulanip saf su ile temizlendi ve hava ortaminda kurutuldu.

Siispansiyonlarin hazirlanmasi

Elektroforetik depolama i¢in iki tiir siispansiyon hazirlandi. Siispansiyon-I, farkli oranlarda orta
ve yliksek molekiiler agirlikli kitosan, 1.8 mL asetik asit ve 38.2 mL saf su ile beher igerisinde
manyetik karigtirict ile karistirildi. Stispansiyon-II, 60 mL etanol ile HA tozlar1 bagka bir beher
igerisinde ultrasonik cihaz yardimiyla 10 dk boyunca karistirildi. Kullanilan miktarlar Cizelge 1 ‘de
verilmistir. Siispansiyon-II, Siispansiyon-I ’in igerisine yavas yavas ilave edildi ve bu olusan yeni
siispansiyon 2 saat boyunca manyetik karistiricida karistirildi.

Cizelge 1. HAp ve Kitosan Tozlarinin Miktarlar1 ve Adlandirilmasi

HAp (g) Kitosan (g) Kitosan (%) Adlandirma
(100 ml Cozelti i¢cin) (100 ml Cozelti icin)

1.250 0.250 MMW-0 HMW 100 MMW-0 HMW HA/CTS-1
1.250 0.187 MMW-0.063 HMW 75 MMW-25 HMW HA/CTS-2
1.250 0.125 MMW-0.125 HMW 50 MMW-50 HMW HA/CTS-3
1.250 0.063 MMW-0.187 HMW 25 MMW-75 HMW HA/CTS-4
1.250 0 MMW-0.250 HMW 0 MMW-100 HMW HA/CTS-5
Yontem

Ultrasonik yotem; ultrasonik karistiriciyla sulu siispansiyonlarda bir arada bulunan partikiillerin
dagitilmas1 ve parcalanmasi i¢in kullanilabilir. Bu tiir bir islem sulu bir ortamda mikro kabarciklarin
olusumuna, biliylimesine ve ¢Okmesine neden olan kavitasyona neden olur. Bdylece partikiillerin
parcalanmasini ve boyutlarmin kiiclilmesini saglar (Barbosa ve ark., 2013). Bu calismada ultrasonik
de-agglomerasyon yontemi HA sentezi sirasinda siispansiyonlarda iyi bir dispersiyon saglanmasi i¢in
kullanilmistir. Ultrason destekli sentez, Heilscher marka UP400S model (Heilscher-Ultrasound
Technology, Almanya) bir ultrasonik karigtirict kullanilmistir. Ultrasonifikasyon islemleri 400 W gii¢
ve 24 kHz frekansla 10 mm titanyum ucun siispansiyona direkt daldirilmasi ile uygulanmstir.
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Elektroforetik (EPD) yontem; CoCrMo altlig1, hazirlanan 100 mL’ lik slispansiyonun igerisine
daldirilarak DC gii¢ kaynagina baglandi ve platin karsit ug ile aralarinda 2 cm uzaklik olacak sekilde
sabitlendi. EPD ile kaplama yapilirken manyetik karistirici1 200 rpm olarak ayarlandi. Depolama siiresi
30 dakika, voltaj 15 V ve akim 0.06 A ve tiim kaplamalar oda sicaklifinda yapildi. Akim, voltaj ve
zaman parametreleri yapilan denemeler sonucu belirlenmistir. EPD yontemi uygulanirken (Tozar ve
Karahan, 2018) ‘in ¢alismalar1 referans alinmistir.

HA/CTS hompozitlerin harakterizasyonu

Fourier doniisiimlii infrared spektrometri (FT-IR)

Elektroforetik yontemle iiretilen HA/CTS kompozit kaplamalarin fizikokimyasal ve titresimsel
yapisii karakterize edebilmek igin (400-4000 cm™) araliginda, Perkin Elmer spektrum 65 model
(UATR) spektrofotometre araciligiyla elmas kristal kullanilarak toplanmistir.

X-Isim difraksiyonu

HA/CTS kompozit kaplamalarin kristalografik yapisini analiz etmek icin Rigaku SmartLab X-
1s1n diffraktometresi kullanildi. Kirinim desenlerini kaydetmek i¢in 40 kV ve 30 mA'da iiretilen
monokromatik Cu-Ka radyasyonu kullanildi. Kirnim verileri 3.0 derece/dakika hiz ve 0.05 derecelik
adim genisligi ile toplanmustir.

Taramal elektron mikroskobu (SEM)
HA/CTS kompozit kaplamalarin morfolojik yapilart SEM (Thermo Fisher Scientific Apreo S) ile
analiz edildi.

BULGULAR VE TARTISMA

HA/CTS Kompozit Kaplamalarinin FT-IR Spektrumlari

Hidroksiapatitin FT-IR spektrumu Sekil 1., kitosanin FT-IR spektrumu Sekil 2., diger HA/CTS
kompozit kaplamalarinin FT-IR spektrumlart Sekil 3. tedir. Sekil 3.’ten, 551, 603, 791 ve 1020 cm’!
pikleri fosfat grubu olan hidroksiapatite aittir (Teng ve ark., 2016). 1404 cm™ piki -CH, gerilme
titresimine karsilik gelmektedir. HA nanoparcaciklar {izerine kitosanin adsorbsiyonunu kanitlayan
kitosan amin grubundaki NH- baglanma titresimlerine tekabiil eden pik 1548 cm™ de gdzlenmektedir.
1639 cm™ piki, amid grubunda bulunan karboksil (C=0) bag: titresimine aittir. 2800-3600 cm™ genis
bant aralig1 O-H grubuna aittir (Tozar ve Karahan, 2018). Hidroksiapatite ait karakteristik fosfat grubu
ve kitosana ait karakteristik amin ve amid grubu titresimlerinin goriilmesi bu iki bilesenin birlikte
biyokompozit kaplamanin yapisina girdigini gosterir.
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Sekil 1. Hidroksiapatitin FT-IR Spektrumu
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HA/CTS kompozit kaplamalarinin faz analizleri

Hidroksiapatitin XRD grafigi Sekil 4., diger HA/CTS kompozit kaplamalarinin XRD grafigi
Sekil 5.” te verilmistir. Buradaki tiim piklerin varligi hidroksiapatitten kaynakli piklerdir. 32° ‘de
karakteristik piki (211) gézlemlenebilmektedir. 11° ‘de (100) piki, 26° ‘de (002) piki, 39° ‘de (301)
piki ve 64° ‘de (511) piki goriilebilmektedir. Kiiciik siddete sahip 23° ‘de (111) piki ve 28° ‘de (210)
piki de goriilmektedir. Ayrica 45° ‘den 55° ‘ye kadar uzanan genis bant mevcuttur. Bu durum
hidroksiapatit kristallerin {istiiste binmesi sonucu olustugunu gosterir. Belirtilen aralikta bu
yigilmalardan amorf bir yap1 sergilendigi sdylenebilir. Kitosan piklerinin goziikmemesinin nedeni
polimer olmalarindandir. Polimerler amorf yapida olduklari icin XRD deseninde goriillmemeleri
normaldir. HA’e ait zayif pikler de gozlemlenebilmektedir. Bu diisiik kristaliteye sahip yap1 biyolojik
apatitle benzerlikler gostermektedir (Correas ve ark., 2016). Farkli oranlarda katkilanan HA/CTS
biyokompozit kaplamalarinin XRD desenlerinin farkli ¢ikmasimnin sebebi, her numunenin
hidroksiapatit ile kitosanin yapisal olarak baglanmalarinin farkli olmasindan kaynaklandig1 yorumunda
bulunulabilir. HA pikleri ICDD 01-073-8421 numarali karttan tespit edilmistir.

(211)

Siddet
(002)

(213)

(100)

(301)

(111)
= oo
(511)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
26 (Derece)

Sekil 4. Hidroksiapatitin XRD grafigi
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20 (Derece)

Sekil 5. HA/CTS-1, HA/CTS-2, HA/CTS-3, HA/CTS-4, HA/CTS-5 Kompozit Kaplamalarinin XRD Grafikleri

HA/CTS kompozit kaplamalarinin mikroyapilari

HA/CTS kompozit kaplamalarinin mikroyapilar1 Sekil 6.” da gosterilmektedir. Gozenekli
yapilarin varlig1 elektroforetik kaplama sirasinda katod yiizeyindeki hidrojen olusumunun sonucu
olabilecegi tahmin edilmektedir. Yiiksek molekiiler agirlikli kitosan katkisinin artmasi ile birlikte
gozenekli yapilarin azaldigi gézlemlenebilmektedir. Bu gézenekli yapilarin azalmasinin nedeni yiiksek
molekiiler agirlikli kitosan oraniin artmasi ile birlikte yapidaki seramiklerle daha iyi baglanma
gerceklestirdigi seklinde yorum yapilabilir. HA/CTS kaplamalarinda herhangi bir yapragimsi yapinin
olmadig1 goriilebilmektedir. Bu yapilarin dikalsiyum fosfat (DCP) ve HA karisimindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Guan ve ark, 2009). Bu yapragimsi yapilarin olmayisi polimer matrisinin yapidaki
seramikle daha iyi baglandigi anlamina gelmektedir (Tozar ve Karahan, 2018). Ayrica yiiksek
molekiiler agirlikli kitosan degeri arttikga numunenin yapisinin homojen yapiya dogru gittigi
sOylenebilir.
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a) — Mag= 100KX EHT =2000kV  Signal A= SE1 p— Mag= 500KX EHT=2000kv Signal A= SE1

d) }_{ Mag = 100KX EHT=2000kV Signal A =SE1
Sekil 6. HA/CTS Kompozit Kaplamalarin SEM goriintiileri a) HA/CTS-1 b) HA/CTS-2 ¢) HA/CTS-3 d) HA/CTS-4 ¢)
HA/CTS-5
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Sekil 6. HA/CTS Kompozit Kaplamalarin SEM goriintiileri a) HA/CTS-1 b) HA/CTS-2 ¢) HA/CTS-3 d) HA/CTS-4 e)
HA/CTS-5 (Devami)

SONUC

Bu calismada farkli oranlarda farkli molekiiler agirliga sahip kitosan ile HA/CTS kompozit
kaplamalar1 elektroforetik yontemle tretildi. CTS’ nin molekiiler agirliginin HA/CTS kaplamalarina
etkisi incelendi. Kaplamalarin morfolojik ve kristalografik yapilar1 FT-IR, XRD ve SEM ile analiz
edildi. HA nanopargaciklar1 {izerine kitosanin adsorbsiyonunu kanitlayan kitosan amin grubundaki
NH- baglanma titresimlerine tekabiil eden pik 1548 cm™ de gozlendi. Karakteristik HA ve CTS
piklerinin varligi, bu iki malzemenin biyokompozit kaplamanin yapisina girdigi sonucuna varildi.
XRD analizinden 32°’ de karakteristik piki (211) gozlemlendi. XRD deseninde 45°’den 55°° ye kadar
uzanan genis bant gozlemlenmistir. Bu genis bandin varligi nanometrik diizeyde HA kristallerinin iist
iste yigilmalar1 ve kitosan ile etkilesiminden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Her bir kaplamaya ait
XRD desenleri birbirlerine gore farklilik gostermektedir. Bu farkliligin sebebi yapidaki hidroksiapatit
ile kitosanin farkli oranlarda yapi olusturdugu seklinde diigiiniilmektedir. SEM analizinden, gézenekli
yapilarin varligr elektroforetik kaplama sirasinda katod yilizeyindeki hidrojen olusumunun sonucu
olabilecegi tahmin edilmektedir. HA/CTS kaplamalarinda herhangi bir yapragimsi yapmin olmadigi
gorlilebilmektedir. Bu yapragimsi yapilarin olmayisi polimer matrisinin yapidaki seramikle daha iyi
baglandig1 anlamina gelmektedir. Elde edilen bulgular neticesinde HMW kitosan katkisinin artisiyla;
HA/CTS biyokompozit kaplamalarinin yapisinin homojen yapiya dogru gittigini ve bu yap1 HA/CTS-4
numunesinin  SEM  analizinden tanecik boyutlar1 arasindaki farkin ¢ok olmamasindan
goriilebilmektedir. Ayrica gozenekli yapilarin azaldigi gozlemlenmistir. Yapilan analizler sonucunda
en iyt kaplamanin 25 MMW-75 HMW oraninin oldugu HA/CTS-4 numunesinin oldugu
gbzlemlenmistir.
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