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ABSTRACT

Many current and evolving technologies require crystallization strategies that provide control over the
structure, size and morphology of inorganic crystals. This demand exists because many areas of materials
fabrication involve particles of modal size and shape. However, although knowledge of the thermodynamic
and kinetic factors which might regulate nucleation and control the crystal growth process is extensive, the
reproducible fabrication of economic crystalline materials to specific design remains an elusive goal. Much of
our awareness of molecular influences on oriented crystallization has come from the study of
biomineralization. In general, biominerals are formed by the precipitation of calcium carbonate, calcium
phosphate and other minerals within polymeric tissue matrices. It is thought that the organic polymer matrix is
the key to the microstructural control. An understanding of biological solid-state interactions would therefore
be of immense value in many areas. In this study, hydroxyapatite (HAP) and calcium oxalate crystallization as
a model for biomineralization and the effects of polymers for the crystallization have been investigated.
Keywords: Biomineralization, Hydroxyapatite, Calcium oxalate, Crystallization.

BiYOMINERALIZASYONA MODEL OLARAK HiDROKSIAPATIT VE KALSiYUM OKSALAT
KRISTALIZASYONUNUN iNCELENMESI

OZET

Gelismis ve gelismekte olan teknolojiler inorganik kristallerin yapisi, biiyiikliigli ve morfolojisini kontrol
edebilecek kristalizasyon prosesine gerek duymaktadir. Bu istegin uzun yillardan bu yana olmasinin nedeni
pek ¢ok malzeme iiretimi belirli bir boyut ve sekilde parcagiklar gerektirmektedir. Kristal bilyiime prosesini ve
niikleasyonu diizenleyecek ve kontrol edebilecek termodinamik ve kinetik faktorler cok olmasina ragmen,
Ozel tasarim amagli ekonomik kristal maddelerin tekrarlanabilir {iretimi en 6nemli arastirma konularindan
biridir. Diger yandan bazi molekiillerin kristalizasyon kontroliinde biiyiik rol aldigi bilinmektedir ve bu
konuya biyomineralizasyon alaninda yapilan c¢aligmalar 151k tutmaktadir. Genelde biyomineraller kalsiyum
karbonat, kalsiyum fosfat ve diger minerallerin polimerik doku maddesine ¢6kmesiyle olusur. Organik
polimer matrisinin mikroyapimnin kontroliinde anahtar gérevi gordiigi diisiiniilmektedir. Bu biyolojik kat1 hal
reaksiyonunun anlasilmast pek ¢ok alanda 6nem tagimaktadir. Bu caligmada biyomineralizasyona model
olarak hidroksiapatit (HAP) ve kalsiyum oksalat kristalizasyonu ve polimerlerin bu kristalizasyona etkisi
incelenmistir.

Anahtar Sozciikler: Biyomineralizasyon, Hidroksiapatit, Kalsiyum oksalat, Kristalizasyon.
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1. GIiRiS

Biyolojik olarak kontrol edilen biyomineraller organik/inorganik kompozit olarak tanimlanabilir
ve nanometre seviyesindeki biiyiikliiktedirler. Biyomineralizasyonda kristal niikleasyonu, faz,
morfoloji ve biiylime dinamigi biyopolimerlerce kontrol edilmektedir [1]. Sonugta olusan yap1
diizenli alt iinitelerden meydana gelir. Mineral biiyliimesindeki bu derecedeki bir kontrol ¢ogu
zaman mithendislik uygulamalarinda istenmektedir [2].

Kalsiyum fosfat olusumu ve kristal olusumunun 6nlenmesi biyolojik mineralizasyonla
yakindan ilgilidir. insan kemiginin temel inorganik bilesimine benzer kimyasal 6zellikler
gOstermesi nedeniyle biyomineralizasyon ¢alismalarinda HAP model bilesen olarak diisiiniilebilir.
Bu nedenle sentetik olarak iiretilmis saf , istenen ozelliklere (yiliksek spesifik yiizey alani, dar
boyut dagiliml kiigiik partikiil boyutu, diisiik aglemerasyon derecesi, v.b) sahip HAP kristalleri
vitro ve vivo ortamlarda ayrintili fizikokimyasal ¢aligmalarda, tibbi uygulamalarda ve cerrahide
(orta kulak implanti, kemik implanti, v.b.) biiyiik ilgi gérmektedir [3]. Fakat sentetik olarak HAP
kristal iiretiminde, kalsiyum fosfat sistemlerinin karmasik dogasindan kaynaklanan veya deneysel
sartlara (stiper doygunluk derecesi, safsizliklarin varligi, asi1 kristal, sicaklik, pH, iyonik gii¢) bagh
olarak stokiometriden sapmalar olabilmektedir. Bu nedenle HAP kristal {iretim prosesinin iyi
tanimlanmasi gerekmektedir [4].

Kalsiyum oksalat da biyolojik mineralizasyon acisindan 6énemlidir. Kalsiyum oksalatlar,
ozellikle de monohidrat fazi tipik bobrek taglarinin ana maddesini olusturur. Bébrek tasi tibbi bir
problem oldugundan kristalizasyon arastirmalarinda ilgi ¢ekmektedir [5]. Son yillarda biyolojik
minerallesmenin proteinlerle yonlendirilmesi pek ¢ok arastirmanin konusu olmustur. Asidik
proteinlerin bilyiimekte olan kristallerinin yapisina etki ederek kristalin morfolojisinde degisiklik
meydana getirdigi uygulama sekline bagli olarak kristal yilizeyine baglanip biiytimeyi durdurdugu
veya kristalizasyon hizin1 arttirdig1 gozlenmistir [6,7].

2. DENEYSEL CALISMALAR
2.1. Hidroksiapatit (HAP) Kristalizasyonu

Sabit bilesim kontrollii kristalizasyon yontemi 6zellikle kristal biiyiime mekanizmasinin
incelenmesinde, belirli bir asirt doygunluk araliginda reaksiyonun derecesi ¢ok degistiginden,
gerekli olmaktadir. Kristal bilylimesinin ¢ozeltiye ilave edilen as1 kristal lizerinden yiiridiigi
¢okme deneyleri 37°C ve pH=7.40"de gerceklestirilmistir. Polimer varliginda (poliakrilik asit
homopolimeri, PAA ve poli(etilen glikol-blok-akrilik asit) kopolimeri ve polimersiz
gerceklestirilen deneylerde kristalizasyon ¢ozeltisinin pH’1, sicakligi ve kalsiyum iyon miktari
gelistirilen yazilim ile siirekli kontrol edilmis ve sabit tutulmustur. Cokmenin goézlendigi
¢Ozeltiye, reaksiyon siiresince ¢oken serbest iyonlarn karsiliginda iki otomatik biiret ile titrant
ilave edilmistir. Ilave edilen titrantlarin hacminden kristallerin biiylime hizlar1 hesaplanmustir.

2.2. Kalsiyum Oksalat Deneyleri

Kristalizasyon proseslerinde etkili oldugu daha onceki g¢alismalarda tespit edilen akrilik ve
metakrilik esasli polimerlerin kalsiyum oksalat kristalizasyonuna etkisi kendiliginden (spontene)
kristalizasyon deneyleriyle incelenmistir. Akrilik esasli blok kopolimerler radikal polimerizasyon
metodu ile Uretilmistir.  Metakrilik esasli blok kopolimerler ise Max-Planck (Almanya)
Enstitlisinden temin edilmistir. Kristalizasyon deneyleri sirasinda CaCl, ve Na,C,0,
kullanilmistir. Bu deneysel ¢alismalarda iletkenlik 6lger (Jenway, mod 4020), bilgisayar, pH 6lger
cihazi (Nell, mod 821), mekanik karistirict (IKA- WERK, RW 20) ve otomatik kontrollii su
banyosu kullanilmistir. Polimerlerin kristal morfolojisine etkisini gozlemek amaciyla YTU
Kimya-Metalurji Fakiiltesindeki tarama elektron mikroskobundan (SEM) faydalanilmustir.
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Kalsiyum oksalatin ¢okme hizina polimerlerin etkisi CaCl, ve Na,C,0O4 igeren
¢ozeltinin iletkenliginin zamanla diisiisiine bagl olarak hesaplanmustir. Kristalizasyon deneyleri
1000 ml hacimli bir reaksiyon kabinda gergeklestirilmis, sicaklik 37 °C’da sabit tutulmusgtur.
Kalsiyum oksalatin asirt doymus ¢ézeltileri, baslangic konsantrasyonu 3.25%10™* M olacak sekilde
esit hacimli CaCl, ve Na,C,0,4 ¢ozeltilerinin karigtirilmasiyla elde edilmis, polimer etkisinin
gozlendigi deneylerde ayni yontem uygulanmis ve polimer ¢ozeltisi Na,C,04 ¢Ozeltisi ile birlikte
reaksiyon kabina konulmustur.

3. SONUCLAR VE TARTISMA
3.1. Hidroksiapatit (HAP) Kristalizasyonu

Onceden iiretilen nanometre boyutlu HAP as1 kristallerinin ve kristal biiyiimesinin gerceklestigi
deneylerde elde edilen HAP kristallerinin analizleri sonucunda polielektrolitlerin kristal
ozelliklerine etkisi tartisilmustir.

Kristalizasyon deneylerinde kullanilmak i¢in as1 kristal iiretilmis ve X-1smlar1 ve FTIR
analizleri sonucunda HAP (hidroksiapatit, Cas(PO4);0H ) oldugu dogrulanmistir. Elde edilen
HAP as1 kristalinin X-iginlart difraktometre paterni sonuglart Sekil 3.1 ve Cizelge 3. 1’de
verilmektedir.
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Sekil 3.1. HAP ag1 kristallerinin toz X-Isin1 Difraktometre Paterni

Cizelge 3 .1. HAP asi kristallerinin X-1511 difraktometre degerleri

HAP Ags1 Kristali ASTM (09-0432)

d 7t d /11
2.803 100 2.814 100
2.724 60 2.720 60
3.444 50 3.440 40
2.633 27 2.631 25
2.265 23 2.262 20
1.945 29 1.943 30
1.842 35 1.841 40
1.721 21 1.722 20

Sekil 3.2 de HAP a1 kristalinin FT-IR grafiginde 3400 cm™ civarinda su
molekiillerinden kaynaklanan genis bir pik goriilmektedir. Yaklasik 3570 cm™ civarindaki zayif
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pik ise HAP’in yapisindaki O-H yapisini gostermektedir. 1090 cm™-1030 ecm™ arasinda giiglii
PO, gerilmesi ve 600-560 em’! arasinda orta siddette O-P-O bagmin ti¢li bir deformasyon
titresimi goriilmektedir. 1600cm™ civarinda gériilen zayif titresim CO; gruplarinin varligim
gbsterir. Bu ortamdaki CO,*’nin tam olarak uzaklastirilamadigim gostermektedir [3,8].
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Sekil 3.2. HAP kristallerinin FTIR Spektrumu
Ikinci asamada as1 kristal varliginda kristal biiyiitme deneyleri gerceklestirilmistir.
Polimer olmaksizin ve polimer varliginda HAP kristalleri elde edilmistir. Elde edilen

kristallerinin yiizey alan analiz sonuglart ~ Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Elde Edilen Kristallerin Spesifik Yiizey Alanlari

HAP Kristali Spesifik Yiizey Alan1 (m*/g)
HAP ag1 kristali 3342

Polimer olmaksizin elde edilen HAP kristali (300 dakika sonunda) 26.92+2

2.5 ppm polimer varliginda elde edilen HAP kristali (300 dakika sonunda) 33+2

Bu sonuca gore 300 dakika sonunda katki maddesi olmadan gergeklestirilen kristallerin
yiizey alan1 ((33-26,92)/33)*100=%18,42 kadar azalmustir. Bu da bize as1 kristal yiizeyi iizerinde
kristal biiytimesi gergeklestigini gostermektedir. Polimer varliginda (2,5 ppm) gergeklestirilen
deneylerde 300 dakika sonunda elde edilen kristallerin yiizey alanlarinda bir degisiklik
goriilmemis, kullanilan a1 kristalin yiizey alan1 (33 mz/g) ile ayn1 sonu¢ bulunmustur. Bu sonug
bize yiizey alaninda degisiklige neden olacak kadar bir kristal olusum hizi goézlenmedigini
gOstermistir.

Tarama Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak yapilan ¢alismada (Sekil 3.3 ve Sekil
3.4), elde edilen sonuglar Cizelge 3. 3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Elde Edilen Cubuk Seklindeki HAP Kristallerin Boyutlart ve Enleri

HAP Kiristalleri Boy (nm) En (nm)
Asi kristali 191 52
A 293 65
B 200 58
C 191 58

300 dakika sonunda A: ¢ozeltide polimer olmaksizin elde edilen HAP kristali, B:
cozeltide 3 ppm poli(etilen glikol-b-akrilik asit) (MA=3700, EO/AA=1,93) polimeri varliginda
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elde edilen HAP kristali, C: ¢ozeltide 3 ppm PAA (poli akrilik asit) (MA=5000) homopolimeri
varliginda elde edilen HAP kristalidir.

Bu sonuglar, HAP as1 kristali {izerinde kristal biiyiimesinin gergeklestirildigi deneylerde
polimer varliginda elde edilen kristallerin boyutunda kiiciilme oldugunu gostermektedir. PAA
homopolimeri varliginda elde edilen kristallerin boyutunun poli(etilen glikol-b-akrilik asit)
polimeri varliginda edilen kristallerin boyutundan daha kiiclik oldugu goriilmiistiir. Ayrica
polimerlerin kristal seklini degistirmedigi goriilmistiir.

Sekil 3.3. HAP as1 kristalleri

Sekil 3.4. 3 ppm poli(etilen glikol-b-
akrilik asit) polimeri varliginda olugan
HAP kristalleri (300. dakika)

3.2. Kalsiyum Oksalat Kristalizasyonu

Poliakrilik asit (PAA), Polimetakrilik asit (PMAA), Polietilen glikol (PEG), etilen oksit- blok-
akrilik asit (EO-b- AA) ve etilen oksit blok metekrilik asit (EO-b-MAA) kopolimerleri varliginda
gergeklestirilen kristalizasyon deneylerine ait veriler Cizelge 3.3’de 6zetlenmektedir. Polimer
etkinligi ko/k degerlerine bakilarak degerlendirilmistir. ko/k orani kalsiyum oksalat kristalizasyon
hizinin (ko), polimer kullanildig1 zaman ele gecen kristalizasyon hizina (k) orani olarak alinmistir.
ko/k orani kalsiyum oksalat ¢ozeltisinin degerinden biiylik olan polimerler kalsiyum oksalat
kristalizasyonunu 6nlemede etkili olan polimerlerdir. Her bir polimer &rnegi igin kristalizasyon
deneyi en az iki kere tekrarlanmustir.

Cizelge 3.4 incelendiginde akrilik asit ve metakrilik asit igerikli polimerlerin kalsiyum
oksalat kristallerinin biliyiime mekanizmasimi etkiledikleri goriilmiigtir. PAA ve PMAA
polimerleri ile EO-b-AA ve EO-b-MAA blok kopolimerleri kristalizasyon hizini azaltmistir.
Ayrica PAA polimeri 8§ saat siiresince kristalizasyonu engellemistir. EO-b-MAA kopolimerleri
varliginda ise gecikme zamani goriilmiistiir. Bu blok kopolimerler gecikme zamani
gostermelerine ragmen k,/k oranlar1 EO-b-AA blok kopolimerlerinin ky/k oranlarindan daha
diistiktiir.

Sekil 3.5 incelendiginde poliakrilik asit-polietilenoksit blok kopolimerinin PEO/PAA
orani arttikga ko/k oranmnin diistiigii, baska bir deyisle AA asit yiizdesi arttikga polimer etkisinin
arttigl gozlenmistir. Bu sonug¢ polimer i¢indeki AA blogunun kristalizasyonu onlemede EO
bloguna oranla daha aktif rol oynadigin1 gostermektedir. Blok kopolimerlerde asit icerigi arttikca
kristalizasyonu onleme etkisinin artmasinin nedeni bilyiik sayida negatif yiiklii iyonlarin kristal
ylizeyindeki pozitif bolgelerle polar ¢ekimi arttirmasidir[9].
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Cizelge 3.4. 37 °C de ve 1 ppm’de akrilik ve metakrilik asit esasl polimerlerin kalsiyum
oksalatin kristalizasyon hizina etkisi

Polimer MA DPE()/DPAA DPEQ/DPMAA tind (dak) ko/k
PEG 2000 - - - 1.0
EO-b-AA 3300 2.52 - - 2.3
EO-b-AA 3700 1.93 - - 5.6
EO-b-AA 4500 1.31 - - 7.5
EO-b-AA 3300 0.49 - - 9.9
EO-b-AA 4200 0.35 - - 10.1
EO-b-AA 3700 0.10 - - 12.6
PAA 5000 - - - -
EO-b-MAA 21600 - 6 22 24
EO-b-MAA 25400 - 1.4 20 3.1
MAA 8000 - - 25 1.7
20
15 -
4
2 10+
5
0
0 0,5 1 15 2 25 3
DPgo/DPaa

Sekil 3.5. Polimerin PEO/PAA oraninin k/k oranina etkisi

18pm 147309

Sekil 3.6. Polimersiz kristal sekli Sekil 3.7. EO-b-MAA varliginda kristal sekli
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L~

28kV X2.08880 18pm 147311

Sekil 3.9. PAA varliginda kristal sekli

Tarama Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak polimer katkisi olmadan saf kalsiyum

oksalat kristalleri ile 1 ppm’de EO-b-AA, EO-b-MAA ve PAA varliginda olusan kalsiyum oksalat
kristalleri incelenerek karsilagtirilmistir. Kristallerin SEM resimleri incelendiginde polimerlerin
kristal morfolojisinde degisikliklere neden oldugu goriilmiistiir. Akrilik esasli blok kopolimerler
aglomerasyonu artirirken metakrilik esasli polimerlerde aglomerasyonun azaldigi goriilmistiir.
Ayrica polimer kullanilmasi kristal yogunlugunun azalmasina sebep olmustur.
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