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Oz: Ortopedik veya dental implant uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan kalsiyum fosfat kaplamalar
miitkemmel biyoaktivite ve osteokonduktiviteye sahip olsalar da enfeksiyon riski tagimaktadirlar. Bu ¢aligmada,
Titanyumun yiizeyinde hem biyoaktif hem de antibakteriyel 6zellik saglayan kalsiyum fosfat/kitosan/¢inko
icerikli biyokompozit kaplama sol-jel yontemi ile elde edilmistir. Kaplamanin karakterizasyon c¢aligmalar1 X-
1sin1 kirinimi (XRD), Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), Enerji Dagilim Spektroskopi (EDS) ve Fourier
Dontisiimlii Kizil6tesi Spektroskopi (FTIR) analizleri ile gergeklestirilmistir. Kalsiyum fosfat igerikli kaplamaya,
biyouyumlu kitosan ve ¢inko ilavesi antibakteriyel oOzellik kazandirmustir. Elde edilen sonuclara gore
postoperatif cerrahi enfeksiyonlarinin dnlenmesi i¢in antibiyotik kullanmadan gelistirilen bu kaplama umut
vericidir.

Anahtar Kelimeler: Antibakteriyel kaplama; sol-jel; implant.

Investigation of Antibacterial Calcium Phosphate / Chitosan / Zinc
Coating Synthesized by Sol-Gel Method

Abstract: Although calcium phosphate coatings, which are widely used in orthopedic or dental implant
applications, have excellent bioactivity and osteoconductivity, they carry a risk of infection. In this study,
calcium phosphate / chitosan / zinc containing biocomposite coating, which provides both bioactive and
antibacterial properties on the surface of Titanium, was obtained by sol-gel method. The characterization studies
of the coating were carried out by X-ray diffraction (XRD), Scanning Electron Microscope (SEM), Energy
Dispersion Spectroscopy (EDS) and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) analyzes. The addition of
biocompatible chitosan and zinc to the calcium phosphate-containing coating has provided antibacterial
properties. According to the results, this coating, which was developed without using antibiotics to prevent
postoperative surgical infections, is promising.

Keywords: Antibacterial coating; sol-gel; implant.

1. Giris

Metalik malzemeler 6zellikle yiik tasiyan implant uygulamalarinda tercih edilmektedir. Titanyum
(Ti) ve alasimlan diisiik yogunluklari, miikemmel korozyon direngleri, uygun biyouyumluluklar ve
nispeten diisiik elastik modiilleri nedeniyle diger metalik malzemelere kiyasla 6n plana
cikmaktadir[1]. Ozellikle beta faz igerikli Ti alasimlar1 ve gdzenekli Ti alasimlar1 ¢alismalari ile

mekanik 6zellikler kemigin ozelliklerine yaklastirilmigtir[2,3]. Ancak Ti’nin yiizeyinin biyoinert
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olmasi nedeniyle etrafindaki kemik doku ile kimyasal bir bag olusturamaz, osseointegrasyon
ozelligi zayiftir ve implant gevseme sorunu ortaya ¢ikar[4]. Biyoaktif ylizey olusturacak en yaygin
kullanilan ¢6ziim, kemigin inorganik bileseni olan ve sert dokularin agirlikca %70’ini olusturan
hidroksiapatitin (HA) kaplama malzemesi olarak kullanilmasidir. HA kaplanan yiizeyde yeni kemik
dokusu olusumu uyarilarak implant ile etrafindaki kemik doku arasinda sabitlenme saglanir[5-7].
Ancak HA kirilgandir ve genel olarak antimikrobiyal 6zellige sahip degildir[8,9]. Bu olumsuz
yanlarinin kuvvetlendirilmesi icin HA’ya ¢esitli takviyeler yapilarak kompozit kaplama ¢aligmalar:
gerceklestirilmistir[10,11].

Mekanik 6zelligi kemik ile uyumlu Ti alasimi ylizeyine biyoaktif 6zellikli kaplamalar olusturulmus
olsa da bakteri yapismasi ve g¢ogalmasi engellenemez, mikrobiyal kolonizasyon ve biyofilm
olusumu klinik bir problemdir, ortopedik replasman basarisizligina yol acar. Bakteri
kolonizasyonunu tedavi etmek ve onlemek igin kullanilan en yaygin yontem lokal ve sistemik
antibiyotik uygulamasidir[12]. Bununla birlikte farkli farkli bakteri suslarinda antibiyotiklere karsi
artan direng, bu tiir tedaviler ile ilgili temel endisedir. Ayrica 6zellikle antibiyotik doz miktarindaki
artig bakterilerin yaninda kemik hiicre canlilik oranini da diisiiriir. Bu nedenle son yillarda giivenli,
toksik etki yaratmayan ve antibakteriyel etki gdsteren malzemeler iizerine odaklanilmistir. Bu
amacla ozellikle hidrofilik 6zellige sahip, biyouyumlu, biyoaktif ve doku miihendisliginde faydali
olan kitosan biyopolimeri ile ilgili genis ¢apta arastirmalar yapilmaktadir. Kitosan, hidroksil
gruplari ve amino gruplar igeren dogal olarak olusan katyonik bir polisakkarittir[13]. Kitosan
dogada bol bulunur, kabuklular, yumusakg¢alar, bocek, mantarlar ve deniz omurgasizlari gibi bir¢cok
canlidan iretilir. Literatiirde 0Ozelliklerin gelistirilmesi i¢in ¢esitli HA-kitosan iskeleti ve
kaplamalar1 ¢aligmalar1 yapilmistir[14,15].

Ayrica mineral ikameli HA kaplamalar da mikroyapi, ¢oziiniirliik, kristallik ve osteokonduktivite
gibi o6zelliklerin kontroliinde 6nemlidir. Kemigin inorganik bilesiminde Ca ve P igeriginin yanisira
sodyum, ¢inko, demir ve karbonat gibi katyonlar ve anyonlar bulunur. Bunlarin arasindan ¢inkonun,
kemik olusumunu destekledigi, enzim reaksiyonlarinda 6nemli rol oynadigi ve antibakteriyel etkiye
katkisinin oldugu rapor edilmistir. Bu nedenle ¢esitli HA-Zn igerikli kaplama calismalar
gerceklestirilmistir[16].

Bu calismada Ti plaka yiizeyine sol-jel yontemi ile kalsiyum fosfat / kitosan / Zn igerikli kompozit
kaplamasi gergeklestirilmistir. Sol-jel yontemi diisiik maliyeti, homojen molekiiler karistirma, nano
boyutlu parcaciklar ve ince filmler olusturma yetenegi ve diisiik sicakliktaki uygulamasi ile avantaj
saglamaktadir[17]. Ozellikle diisiik sicakliktaki kaplama, kitosan ve HA’daki hidroksil grubu
uzaklagmas1 ve bozunma gibi sorunlart ortadan kaldirir. Kaplanan yiizeylerde mikroyap: ve faz
analizleri gerceklestirilmistir. Daha sonra antibakteriyel kabiliyetleri incelenmistir. Literatiirde
kaplama i¢in kalsiyum fosfat, kitosan ve ¢inko igeriginin beraber kullanildig1 ¢alismalar sinirhdir.
Bu ¢alisma sol-jel yontemi ile ii¢ bilesenin beraber kaplanmasi acisindan bir yenilik getirmektedir.
Olusturulan bu kaplama hem dental hem de ortopedik implant yiizeyleri i¢in kullanimi
hedeflenmistir.

2. Materyal ve Metot

Bu calismada kaplamalar i¢in altlik malzeme olarak 0.25 mm kalinliginda %99.99 safliktaki Ti
plaka (Alfa Aesar) kullanilmistir. Kaplama 6ncesi her bir Ti plaka 1x1cm boyutlarinda kesilip,
sonikator i¢inde aseton ile ylizey temizlikleri gerceklestirilmistir. Yiizeylerde kalsiyum fosfat /
kitosan /¢inko kompoziti kaplamasinin sol-jel yontemi ile olusturulmasi hedeflenmistir. Bu amacla
kalsiyum ve fosfor kaynagi olarak sirasiyla kalsiyum hidroksit (Ca(OH),) (Merck) ve fosforik asit
(H3PO,) (Merck) kullanilmistir. Onciillerin karisimi HA’ya benzer Ca/P atomik oranina (1,67)
yakin olacak sekilde hazirlandi. Bu amacla, ayr1 beherlerde 25 ml saf su i¢ine 1.85g Ca(OH), ve
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0.87 ml H3PO, dahil edilerek manyetik karistiricida 60°C, 30 dk karistirma islemi yapildi. Ardindan
hazirlanan Ca(OH), ¢ozeltisi, H3PO, ¢ozeltisi i¢cine damla damla ilave edildi ve hazirlanan kalsiyum
fosfat (Ca/P) ¢ozeltisi karigtirmaya birakildi. Bu ¢ozeltinin pH’in1 11°e getirmek i¢in amonyum
hidroksit (NH4OH) ilavesi yapildi. Bunun yani sira, kitosan/¢inko (Zn) ¢ozeltisi hazirlamak i¢in
oncelikle 6 mg kitosan (Merck), 100ml %1 asetik asit ¢ozeltisi iginde sonikatdrde 30 dk siirede
¢Oziindiirilmiistlir, ardindan 24 saat kapali kap i¢inde manyetik karistiricida ¢oziindiirme islemi
tamamlanmigtir. Kitosan miktart literatiirden alinmistir[15]. Ardindan 1 g ¢inko nitrat tetrahedrat
(Zn(NO3).4H,0), kitosan ¢ozeltisi igine dahil edilmistir, kitosan/Zn ¢ozeltisinin pH’1 4.5
Ol¢iilmiistiir, pH degerini 11°e ¢ikarmak i¢in NH4OH ilavesi yapilmistir. Son adimda Ca / P —
kitosan / Zn ¢ozeltisi elde etmek ic¢in hazirlanan iki farkli ¢6zeltiden esit hacimlerde (25 ml)
alinarak bir beher i¢inde karistirilmistir. On temizligi yapilan Ti plakalar hazirlanan ¢ozelti icine 3
dk i¢in daldirilmistir ve sabit hizda geri ¢ekilmistir. Bu islem iki defa tekrar edilmistir ve kaplamasi
yapilan Ti plakalar 40 °C’de etiivde kurutulmustur. Kaplama akis semas1 Sekil 1°de 6zetlenmistir.
Ayrica incelemelerde kiyaslama amaciyla kitosan/Zn igermeyen kalsiyum fosfat (Ca-P) kaph
numuneler tiretilmistir.

Kaplamasi yapilan numunelerin mikroyapilart SEM (Jeol JSM 6060LV) ve EDS (IXRF 5000EDX)
analizi ile incelenmistir. Kaplamalarin fazlar1 XRD (RIGAKU D/MAX 2200) analizi ile tespit
edilmistir. Ozellikle kitosan igeriginin tespiti icin daha ayrintili inceleme i¢in molekiiler yapidaki
baglarin tanimlanmasi adina kaplamali yilizeylerin FTIR (Perkin Elmer) analizleri gergeklestirildi.

Ca(OH), H,PO, Kitosan

‘ {
Saf Saf Saf su
su su (%1 asetik asit)

60°C, 30dk manyetik kanstirma 30 dk sonikator ile karistirma

Ca(OH), l lv

¢ozeltisi
Zn(NO,),.4H,0

1 Kitosan
H,PO, gozeltisi

gozeltisi

l NH,OH, pH 11

NH,OH, pH 11

..\\.- //-'
Ca/P ¢ozeltisi 4 L// Kitosan/Zn ¢ozeltisi

%50 Ca/P ¢ozeltisi
%50 Kitosan/Zn ¢dzeltisi

Ti plaka <—_

Sekil 1. Sol-jel yontemi ile Ti yilizeyine Ca/P-kitosan/Zn kaplanmasi semast
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Antibakteriyel test i¢in Escherichia coli (E.coli) bakterisi se¢ilmistir. E.coli, gram negatif ortopedik
implant enfeksiyonlarinin en yaygin nedenlerindendir, implant enfeksiyonlarinin yaklasik %15’ini
gram-negatif basil enfeksiyonlar1 olusturur. ilave olarak E.coli, organizmalarm konak dokulari
kolonize etmesine ve/veya istila etmesine, temel besinleri toplamasina, konak¢r savunma
mekanizmalarini  bozmasina ve enflamatuar yaniti tesvik etmesine yardimeci olur[18].
Antimikrobiyal deneyler i¢in, E. coli suslari (25ul) sterilize edilmis petri kab1 Baird-Parker agar
icinde bliylitiilmiistiir. Daha sonra test numuneleri petri kabinin ortasina yerlestirilip, 37°C'de 24
saat siireyle kiiltiir yapilmistir. Ardindan inhibisyon bdlgesi olusup olusmadigina dair gozlem
yapilip, fotograflar1 alinmistir.

3. Arastirma Bulgulari

Sekil 2°de Ti plaka yiizeyine kaplanan Ca/P ve Ca/P-kitosan/Zn mikroyap1 resimleri verilmistir. Her
iki kaplamada da agik renkli kiiresel benzeri ¢okeltiler gézlenmistir ve rastgele ylizeyde dagilmistir.
Cokeltilerin nano boyutlu sekilde ¢ekirdeklendigi gézlenmistir. Nano boyutlu ¢okeltiler, dogal
apatitin morfolojisini taklit eder, bu nedenle nano boyutlu yiizeyler diger tip topografyalara gore
daha yiiksek biyoaktiviteye sahiptirler ve implant matetyali i¢in en uygun yiizey oldugu daha once
raporlanmistir[19]. Ca/P kaplamasi ile Ca/P-kitosan/Zn kaplamasmin yiizey morfolojileri genel
olarak benzer goriinmiistiir. Diisiik konsantrasyonda kitosanin Ca/P igerikli kaplamaya ilavesinin
mikroyapiy1 degistirmedigi literatiirde de tespit edilmistir[15]. Ancak Ca/P-kitosan/Zn kaplamasi
(Sekil 2c) i¢in kiiresel birikimlerin, Ca/P kaplamasina (Sekil 2a) kiyasla daha yogun oldugu
goriilmektedir. Bunun nedeni olarak, kitosan molekiillerinin HA nin ¢ekirdek bolgesi olan biiyiik
miktarda hidroksil (OH) grubu i¢cermesidir. Ayrica kitosandaki CH;, fonksiyonel gruplari, kaplama
cozeltisindeki HpO molekiilleri ile hidrojen bagi olusturabilir. Sol-jel prosesinde Ti plakay1
daldirma siiresine ve daldirma tekrarina gore kaplama miktar1 degisebilir[20]. Biriken ¢okeltiler
(Sekil 2b, Sekil 2d), literatiirdeki hidroksiapatit kaplamalarina benzer karakteristik gostermistir[13].

Sekil 2. Ca/P (a, b) ve Ca/P-kitosan/Zn kaplanan (c,d) yiizeylerin farkli biiylitmelerdeki SEM
goriintiileri
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Her iki kaplama ¢esidi i¢in de Ti plaka yiizeyindeki birikimler siyrilarak EDS analizleri alinmistir
(Sekil 3). Her iki kaplamada da ortak olarak Ca, P, O elementleri tespit edilmistir. Ca/P-kitosan/Zn
kaplamas1 i¢in ayrica kitosan varligini kanitlayan C, N elementleri ve ¢inko varligini gosteren Zn
elementi belirlenmistir. Ayrica, Ca/P-kitosan/Zn kaplamasindan alinan EDS analizinde oksijen
icerigi, kitosanin hidroksil grubu nedeniyle artmistir. Sol-jel yontemi gibi 1slak ¢okeltme ile nano-
mikron boyutlarinda kalsiyum fosfatlar (Ca/P: 0.5-2.5) sentezlenebilir[21]. Her iki kaplama igin de
Ca/P oram1 yaklagik 1.90 tespit edilmistir, nispeten HA’nin stokiyometrik oranina (1.67)
yakinlasilmistir[22]. Baslangi¢ kimyasallarinin konsantrasyonlarinin degisimi, kaplama sonrasi ek
kimyasal ve 1s1l islemler ile Ca/P oranlar1 diizenlenebilir.

Ca 0 Ca

al [b]

0 1 2 3 2 3 4
Enerji (KeV) Enerji (KeV)
Sekil 3. Ca/P (a) ve Ca/P-kitosan/Zn kaplanan (b) yiizeylerin EDS sonuglar1

Sekil 4. Ca/P-kitosan/Zn kaplanan yiizeyin harita EDS sonuglari

Ca/P-kitosan/Zn kaplama yiizeyi harita EDS yontemi ile daha ayrintili incelenmistir (Sekil 4).
Kalsiyum fosfat igerigi i¢in Ca,P, O, kitosan igerigi i¢cin C,N, O ve c¢inko igerigi Zn varlig1 farkh
renklerde goriilmektedir. Ayrica altlik faz1 olan Ti de yer almaktadir. Buna gore kaplamanin oldugu
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bolgelerde Ca elementi yogun olmak ile birlikte diger elementlerin de homojen dagildig:
goriilmiistiir. Ek olarak Ca/P numunesi i¢in kaplama yiizeyin yaklasik %50’sini 6rtmiisken, Ca/P-
kitosan/Zn numunesinde kaplama yiizeyin %73 linii ortmiistiir. Bu sonug, Sekil 2’deki mikroyapi
goriintiilerini dogrulamaktadir.

Kaplama yiizeylerinin siyrilmasi ile elde edilen kaplama tozlarinin XRD ve FTIR analizleri alinarak
olusan fazlar hakkinda bilgi edinilmistir. XRD analizinde, iki kaplama ¢esidi i¢in de HA fazinin
(JCPDS numarasi 09-0432) yaninda CaO gibi ¢esitli Ca ve O dan olusan fazlar belirlenmistir (Sekil
5a). HA varligmmi gosteren pikler 2Q: 31-32°’lerde karakteristik maksimum pikinin yani sira
yaklagik 2Q: 23°,26°, 34°, 42°, 44°, 53° ve 56°’lerde belirmistir. Ca/P igerigi nispeten yiiksek
oldugu i¢in CaO fazlar1 (2Q: 37°) olusmustur[13]. CaO fazinin ek yaslandirma islemi veya
kimyasal modifikasyonlar ile ortadan kaldirilabilecegi 6nceki ¢alismalarda rapor edilmistir. Ayrica
diistik konsantrasyon igeriklerinden ve/veya HA piklerinin ¢akismasindan dolayi kitosan ve ¢inkoya
ait pikler gézlemlenememistir. Ca/P-kitosan/Zn numunesi i¢in elde edilen pik siddetleri kitosan
icerigi nedeniyle genel olarak azalmistir. Literatiirde de benzer sonuglar elde edilmistir[15].

Ozellikle kitosan varligin1 kanitlamak icin kaplamalarin fonksiyonel grup incelemeleri FTIR analizi
ile gerceklestirilmistir (Sekil 5b). Kitosana ait piklerin diginda, her iki kaplama i¢in de HA varligini
gosteren pikler vardir. Bunlar dalga sayisi sirastyla yaklasik 960-1098 cm™ ve 561-605 cm™ elde
edilen adsorpsiyon bantlari O-P-O iyonlarinin asimetrik germe modlarina ve simetrik egilme
modlarina karsilik gelir. 1415 cm™ deki pik ise karbonat varligimi gosterir. OH grubuna ait genis
pikler ise 3300-3600 cm™ degerine karsilik gelmektedir. Kitosan varligi nedeniyle Ca/P-kitosan/Zn
kaplamasina ait OH piki daha belirgindir. Ayrica Ca/P numunesine kiyasla, Ca/P-kitosan/Zn
numunesinde kitosan varligini dogrulayan pikler i¢in; 1342-1344 cm™deki pikler CH3 grubunu ve
2881 cm™ C-H grubunu temsil eder[23,24]. Kitosanin amino grubu ve HA’nin fosfat grubu
arasindaki olasi etkilesimlerinden dolayr amin gruplarimin neredeyse goriilemedigi sonucuna
varilmistir. Ayrica Ca/P-kitosan/Zn numenesinde HA’ya ait pik siddetlerinin artmasi, kitosan
iceriginin Sekil 2°de goriildiigii gibi HA c¢ekirdeklenmesini destekledigini gostermektedir. Zn
iceriginin HA veya kitosan pikleri iizerine herhangi bir etkisi gézlenmemistir (Sekil 5).

a w

e et (‘T\V' ™

— Ca/P ‘ \
Ca/P-kitosan/Zn

Ca/P-kitosan/Zn

Gegirgenlik (%)

| ‘ ipuliFiag

;,J\ J‘.' m Jr

20 40 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
2 0 (derece) Dalga sayisi (cm'1)

Sekil 5. Ca/P ve Ca/P-kitosan/Zn kaplanan yiizeylerin XRD (a) ve FTIR (b) analizleri

Sekil 6’da antibakteriyel testlere ait fotograflar yer almaktadir. Petri kaplarinin ortasinda daire
seklindeki beyaz renkteki kisimlar kaplama ylizeylerinden siyrilan tozlardir. Petri kab1 yiizeyinde
yayilan mor renkli belirtiler ise E.coli bakterisini gostermektedir. Ca/P kaplamasi i¢in kaplama
tozunun etrafinda herhangi bir inhibisyon zonu goriinmemistir, bakteriler yogun bir sekilde tozun
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etrafin1 sarmistir (Sekil 6a). Ca/P-kitosan/Zn kaplamasi i¢in ise yaklasik 2-3 mm o6l¢iisiinde tozun
etrafinda inhibisyon zonu Ol¢iilmiistiir, animikrobiyal ozellik tasidigi gozlenmistir (Sekil 6b).
Buradaki etken pozitif yiikli kitosan molekiillerinin, negatif yiiklii mikrobiyal hiicre zarlariyla
etkilesime girerek hiicre duvar1 gecirgenliginde degisikliklere ve hiicre ici bilesiklerin sizmasina
neden olmasidir. Bu bakterilerin yok edilmesinin ana nedenidir[13]. Ayrica kitosan ve Zn metal
iyonun olusturdugu selat reaksiyonu, protein, fosfolipid ve yag asidi gibi bakteri hiicrelerinin dig
yiizeyiyle etkilesime girerek sitoplazma zarinin bozulmasina neden olur[14]. Bu olay metabolizma
aktivitesini ve hiicre biiylimesini inhibe eder. Ek olarak goriilen antibakteriyel etkide bakteri hiicre
duvari yapisi da 6nemlidir.

—

- >

- . b
”~ >, > L . -

Sekil 6. Ca/P (a) ve Ca/P-kitosan/Zn (b) tozlari ile Baird-Parker tizerinde E. Coli’nin fotograflari
5. Sonuc ve Oneriler

Sol-jel yontemi ile Ti ylizeyine Ca/P ve Ca/P-kitosan/Zn kaplamalari basariyla uygulanmigtir.
Kaplamalara ait yiizeylerin SEM, XRD ve FTIR analizlerine gore biriken kiiresel partikiillerin esas
olarak HA’dan olustugu tespit edilmistir. HA olusumu, Ti’nin biyoaktif 6zellik kazanmasi ve
implantasyon sonrasi etrafindaki kemik doku ile siki bir sekilde baglanmasi i¢in dnemlidir. Ayrica
yiizeyde biriken partikiiller nano yapili oldugu i¢in implant uygulamalarinda tercih edilen bir
topografya saglanmistir. Kompozit kaplamada kitosan icerigi EDS ve FTIR analizi ile
dogrulanmistir. Kaplamada Ca/P igerigine kitosan ve Zn ilavesi ile ylizeyin kaplanma orani
artmigtir, HA birikimi hizlanmistir. Ayrica Ca/P kaplamasinin aksine, Ca/P-kitosan/Zn kaplamasi,
E.coli bakterisine karsi antibakteriyel 6zellik saglamistir. Bu nedenle olusturulan bu kompozit
kaplama hem ortopedik hem de dental implantlar i¢in biyoaktif ve antimikrobiyal 6zellik tagimasi
nedeniyle dnerilebilir. Ileriki yapilacak ¢alismalarda gelistirilen bu Ca/P-kitosan/Zn kaplamas icin
ylizeyi tamamen Ortecek sekilde kaplama parametrelerinin optimize edilmesinin ardindan hiicre
testlerinin yapilmasi tavsiye edilmektedir.
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