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U ovom radu provedena su sustavna istrazivanja spontanog talozenja kalcijeva oksalata pri tri razliCite
kompleksnosti (jednostavan sustav, NaCl sustav i sustav umjetnog urina) i pri dva pocetna pH (pH; = 5,0 i pH; =
9,0). U svim sustavima dominantno taloZzi kalcijev oksalat monohidrat (COM) osim u sustavu umjetnog urina pri
pH; = 9.0, ¢/(C,04) > 6,0 mmol dm™ i ¢;(Ca*") > 7,5 mmol dm™ gdje taloZi smjesa COM i kalcijeva oksalata
dihidrata (COD). Istrazeno je djelovanje sedam aminokiselina (nepolarne - Ala, Phe; polarne - Gly, Ser, Cys i
nabijene - His, Asp) na spontano taloZenje kalcijeva oksalata u uvjetima hiperoksalurije (¢;(Ca*") = 7,5 mmol
dm™ i ¢(C,04%) = 6,0 mmol dm™) s ciljem rasvjetljavanja njihove uloge na talozenje hidrata kalcijeva oksalata.
U sva tri promatrana sustava zabiljezen je znaCajan utjecaj promatranih aminokiselina na morfologiju i rast
kristala COM. Pri pH; = 9,0 uoCene promjene su izrazenije. Jedino u sustavu umjetnog urina pri pH; = 9,0
evidentirana je promjena sastava; polarne aminokiseline i nepolarna Phe inhibiraju talozenje COM.

U ovom radu je po prvi puta sintetiziran COD uz primjenu ultrazvuénog mijesanja. Kristalno sjeme COD
habitusa u obliku pravilnih tetragonalnih bipiramida s prizmom pripremljeno je u ultrazvuéno mjeSanom
sustavu: ¢;(Ca>") = 9,00 mmol dm>, ¢,(C,0,”) = 2,33 mmol dm™ i ¢(citrat) = 9,00 mmol dm™ (¢;(Ca*")/c(C,04Y)
= 3,86). Zapazeno je da omjer ¢;(Ca’")/ ¢i(C,04Y), c(citrat) i na¢in mije$anja zna¢ajno utjeu na morfologiju

COD kristala.
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In this Thesis, systematic research of spontaneous precipitation of calcium oxalate at three different
complexities (simple, NaCl and artificial urine system) and two initial pH (pHi = 5.0 and 9.0) was conducted. In
all investigated systems, dominant precipitation of calcium oxalate monohydrate (COM) was observed, except in
artificial urine system at pH; =9.0, ¢;(C,0,%) > 6.0 mmol dm™ and ¢;(Ca®") > 7.5 mmol dm™ where precipitation
of a mixture of calcium oxalate monohydrate (COM) and calcium oxalate dihydrate (COD) occured. The
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spontaneous pecipitation of calcium oxalate in hyperoxaluria conditions (¢;(Ca®") = 7.5 mmol dm™ and ¢,(C,0,4%)
= 6.0 mmol dm™) was studied in order to elucidate their role in precipitation of calcium oxalate hydrate. In all
three investigated systems, significant influence of studied amino acids on morphology and crystal growth of
COM was noted. The changes were more pronounced at pH; = 9.0. Only in the artificial urine system at pH; =
9.0, the change in composition was observed, polar aminoacids and nonpolar Phe inhibit precipitation of COM.

In this Thesis, COD was synthesized for the first time with ultrasonic mixing. Crystal seed of COD in a
shape of proper tetragonal bipramids with prism was prepared in ultrasonically mixed system: ¢;(Ca’") = 9.00
mmol dm>, ¢(C,04%) = 2.33 mmol dm™ and c(citrate) = 9.00 mmol dm™ (¢;(Ca*")/ci(C,0,7) = 3.86). It was
observed that the c¢(Ca®")/ ¢(C,04") ratio, c(citrate) and the way of mixing singnificantlly influenced
morphology of COD crystals.
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1. UVOD

Biomineralizacija je proces nastajanja funkcionalnih anorgansko-organskih hibridnih
materijala (biominerala) u zivim organizmima. Proces biomineralizacije ukljucuje selektivno
izdvajanje anorganskih i organskih konstitucijskih jedinica (iona, molekula) iz organizma te
njihovu ugradnju u funkcionalne nadstrukture, pri ¢emu su svi ti procesi pod striktnom
bioloskom kontrolom. Mineralizirana tkiva su u stalnom kontaktu s tjelesnim teku¢inama koje
su izuzetno kompleksne, imaju visoku ionsku jakost, sadrze bioloSke makromolekule, male
organske molekule i anorganske ione.'? Funkcije biomineraliziranih organa i tkiva su vrlo
raznolike (potpora organizmu, zaStita (oklopi), plovnost, pokretanje, za mrvljenje hrane
(zubi), kao deponiji minerala kalcija ...). Nasuprot biomineralizacije kao procesa u kojem
nastaju novi i funkcionalni materijali, postoji i patoloska biomineralizacija koja je proces
nezeljenog stvaranja biominerala. Tako nastaju patoloski mineralizirane tvorbe: ovapnjenje
krvnih zila (ateroskleroza), kamenci (mokra¢ni, bubrezni, Zu¢ni,...), karijes, itd. Specifi¢ni
oblik patoloske biomineralizacije je urolitijaza. To je kroni¢na, recidiviraju¢a bolest urinarnog
trakta kod koje dolazi do nastajanja mokra¢nih kamenaca u razli¢itim dijelovima bubrega i
mokraénog mjehura.’ Prisutna je $irom svijeta, ali joj je ulestalost s obzirom na pojedine
zemlje odnosno odredene regije razli¢ita.® Prema zadnjim svjetskim i nacionalnim
epidemioloskim podacima wuocen je izraziti porast pojave bubreznih kamenaca u
industrijaliziranim zemljama nakon Drugog svjetskog rata Sto se povezuje s povecanjem
standarda 1 promjenama u prehrambenim navikama. Unato¢ dosada$njim opseznim
metabolickim istraZivanjima kod vecéine osoba s ovom boleS¢u etiologija bolesti ostaje
nepoznata.5

Visoka ucestalost urolitijaze navela je znanstvenike da pokuSaju shvatiti nafine na koji
nastaju bubrezni kamenci imaju¢i pri tome u vidu da je oko 80 % kamenaca kalcij oksalatnog
sastava.® Gotovo Getvrtina, dakle 25 % od tih kamenaca, postoji u &istom obliku, dok ih je 70
% vezano s kalcijevim fosfatom. Mali postotak, oko 5 % kamenaca su izgradeni od Cistog
kalcijeva fosfata.” Kalcijevi oksalatni kamenci u bioloskim uvjetima mogu nastati uslijed
razli¢itih metaboliCkih poremecaja kao §to su hiperkalciurija, hipocitraturija, hiperoksalurija
ili promjena kiselosti urina.

Hiperoksalurija je metabolicki poremec¢aj pojacanog izlucivanja oksalata urinom. Zdrave
osobe na uobicajenoj prosjecnoj dijeti izlucuju urinom 20 do 40 mg (0,22 do 0,44 mmol)

oksalata na dan. Povecani unos hrane bogatom oksalatima povecava njihovo izlu¢ivanje
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urinom na 50 do 60 mg (0,56 do 0,67 mmol) na dan. Hiperoksalurija pridonosi stvaranju
kamenaca tako $to povecava zasi¢enje urina s obzirom na kalcijev oksalat. Poremecaj se moze
javiti kao primarna ili sekundarna hiperoksalurija.®

Na podrucju patoloske biomineralizacije kalcijeva oksalata napravljena su brojna istrazivanja
sa ciljem pronalazenja uzroka pojave urolitijaze. Kalcijevi oksalati kristaliziraju u obliku
hidrata: termodinamicki stabilni kalcijev oksalat monohidrat™'® (COM, CaC,04H,0,
vhevelit) te metastabilni dihidrat''"® (COD, CaC,04-2H,0, vedelit) i trihidrat'*"> (COT,
CaC,04:3H,0, engl. caoxite). Na nastajanje razli¢itih hidratnih formi kalcijeva oksalata utjece
niz ¢imbenika kao Sto su: prezasi¢enost, sastav otopine, omjer koncentracija kalcija i oksalata,
temperatura, pH i na¢in mijesanja reakcijskih komponenata.'®'® Buduéi da se u sastavu urina
osim kalcija 1 oksalata nalaze brojne druge anorganske i organske molekule (kao njegovi
stalni sastojci ili kao sastojci samo u osoba koje stvaraju bubrezne kamence), dio istrazivanja

ey eee 20-22 .
922 vdnosno u umjetnom

23.24 , - . . . .- .. g .. .
2% Vecina umjetnih urina u svom sastavu sadrzi: ureu, natrijev i/ili kalijev klorid,

urinu.
natrijev sulfat, magnezijev sulfat, razliite natrijeve fosfate, natrijev oksalat, kalcijev klorid 1
citrat. Medu organskim molekulama treba istaknuti proteine, koji su ukljuceni i u sastav

v . 252
bubreznih kamenaca,>*°

a koli¢ina 1 vrsta aminokiselina u njihovom sastavu varira ovisno o
biologkim uvjetima urolitijaze.”’** Od aminokiselina tu se nalazi svih 20 a-aminokiselina.
Koli¢ina 1 vrsta aminokiselina varira ovisno o bioloskim uvjetima urolitijaze.

Prisutnost znacajnih koli¢ina anorganskih i organskih iona daje prosjecnu ionsku jakost urinu
oko 0,33 mol dm™, dok pH urina varira sa sastavom urina unutar granica od 4,5 do 8,5.
Kalcijevi 1 oksalatni ioni su uvijek prisutni u koncentracijama koje su iznad produkta
topljivosti za COM. Koncentracija kalcija u 24h urinu zdravih osoba iznosi priblizno od 2,5 —
7,5 mmol, a koncentracija oksalata 0,22 — 0,44 mmol. Zbog toga je urin uvijek prezasicen s

obzirom na COM, a navedene anorganske i organske molekule djeluju kao potencijalni

inhibitori 1/ili promotori taloZenja ¢vrstih faza u urinu.

Uc¢inak aminokiselina na talozenje hidrata kalcijevih oksalata proucavan je od strane nekih
istrazivata.”** Medutim, podaci u literaturi su proturjeéni pa se tako biljeZi u¢inak inhibicije
talozenja’®>, promocije talozenja pri niskim koncentracijama i inhibicije pri visokim
koncentracijama®’ te slab u¢inak ili njegov izostanak pri visokim koncentracijama
aminokiselina.” Pri tome je kod jednih autora zapazeno da dodatak aminokiselina potice
stvaranje COM, a sprjecava nastanak COT i COD*, dok kod drugih autora aminokiseline

stimuliraju stvaranje COD, a inhibiraju nastanak COM.? Zabiljeeno je da neke

2



Doktorska disertacija Anamarija Stankovié

aminokiseline (glutaminska kiselina, glicin, lizin) inhibiraju proces nukleacije COM, neke
druge aminokiseline (prolin, alanin, valin, asparaginska kiselina) djeluju kao njegovi
katalizatori dok serin i fenilalanin pokazuju neznatan uéinak na nukleaciju.’* Potvrdeno je
inhibicijsko djelovanje aminokiselina na rast kristala COM koje ovisi o njenoj strukturi i
povecava se s povecanjem koncentracije aminokiseline (glicin < alanin < prolin <
asparaginska kiselina < glutaminska kiselina).*>*°

Istrazivanja provedena u sustavima u kojima je bila poviSena koncentracija oksalata pokazala
su da povisena koncentracija oksalata favorizira stvaranje COM.?’ Pri tom na morfologiju i
svojstva tako nastalog COM utjecu koncentracija i nacin mijeSanja taloznih komponenata, pH
i temperatura.®® Osim ovih izdvojenih istraZivanja, pregledom dosada$nje literature nije
zabiljezeno sustavno istrazivanje spontanog talozenja kalcijevih oksalata 1 utjecaja
aminokiselina u uvjetima hiperoksalurije.

Cilj predlozenih istrazivanja je razluciti utjecaj aminokiselina za koje se smatra da su
relevantne za patolosku biomineralizaciju kalcijeva oksalata u uvjetima hiperoksalurije.
Odabrane aminokiseline, Gly, Ala, Phe, His, Cys, Ser, Asp, nalaze se u sastavu urina zdravih 1
osoba sklonih stvaranju bubreZnih kamenaca. U tu svrhu istrazivanja taloZenja hidrata
kalcijevih oksalata provedena su u jednostavnim sustavima, kompleksnijim sustavima, kao i u
umjetnom urinu, bez dodatka i uz dodatak aminokiselina.

Na temelju rezultata strukturne i morfoloSke analize taloga moguce je procijeniti ulogu
kompleksnosti kemijskog sastava taloZznog sustava, kao i nacin interakcije te promotorsko 1/ili
inhibicijsko djelovanje odabranih aminokiselina na proces nastajanja hidrata kalcijeva

oksalata u uvjetima hiperoksalurije.



Doktorska disertacija Anamarija Stankovié

2. LITERATURNI PREGLED
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2.1. TaloZni procesi

Talozenje podrazumijeva stvaranje nove, ¢vrste faze koja se izdvaja iz otopina. Uz pogodan
izbor reagensa i taloznih uvjeta (koncentracija reaktanata, omjer reaktanata, pH, ionska jakost,
temperatura, nacin i brzina mijesanja...) iz kompleksnih homogenih smjesa moguce je
istaloziti Citav niz kemijskih spojeva u Cvrstom stanju. TaloZenje Cvrste faze s kristalnom
strukturom nazivamo kristalizacija. Ti procesi su vrlo vazni za ¢itav niz znanstvenih grana, ali
i tehnologije pocevsi od kemije, farmacije, biologije, metalurgije do industrije.

TaloZzni procesi se zbivaju u nekoliko medufaza ¢iji se slijed moze prikazati Nielsenovom

shemom”™ taloZnih procesa (slika 1).

PREZASICENA
HETERONUKLEUSI| | EMBRIJI |
OTOPINA
HETEROGENA HOMOGENA
NUKLEACIJA
\ 4 v r
PREZASICENA
NUKLEUSI |
OTOPINA
” SEKUNDARNI
E NUKLEUSI
RAST
KRISTALA
SEKUNDARNA
NUKLEACIJA
PREZASICENA
| KRISTALITI |
OTOPINA

KOAGULACIJA

KOAGULAT

OSTWALDOVO SEDIMENTACIJA

ZRIJENJE

STARENJE

SEDIMENT

SINTERIRANJE

A A

ZASICENA
OTOPINA

JEDAN KRISTAL

Slika 1. Nielsen-ova shema mogu¢ih stanja i medufaza ukljugenih u procese talozenja.***
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Kao $to je vidljivo iz slike 1, talozenje zapocinje iz prezasi¢ene otopine, izdvajanjem Cvrste
faze (heteronukleusi ili embriji). Energetski najnestabilniji stupanj s obzirom na spontanost
reakcije je nukleacija jer dolazi do izdvajanja Cvrste faze iz vrlo nestabilne (prezasicene)
otopine. Nukleacija se moze zbivati na Cesticama necistoa koje se nalaze u otopini
(heterogena nukleacija) ili stvaranjem ionskih ili molekulskih asocijata ili nukleusa
(homogena nukleacija). Nakon $to su stvoreni nukleusi, proces se nastavlja rastom stvorenih
nukleusa 1 nastajanjem kristala. Rastu samo oni nukleusi koji su dosegli odredenu kriticnu
veli¢inu (kriti¢ni nukleus). Drugi proces u nizu je rast kristala. To je zapravo zajednicki naziv
za niz temeljnih procesa koji se zbivaju na odredenoj udaljenosti od same povrsine kristala,
ali 1 na samoj povrsini. Kako je rije¢ o slijednim procesima, najsporiji od njih kontrolira
ukupnu brzinu rasta.

Rast nukleusa u kristale ponekad je pracen nastajanjem novih sekundarnih nukleusa, zbog
¢ega su u otopini prisutni kristali razli¢itih dimenzija. Kristali mogu postojati u stabilnoj
suspenziji ili mogu koagulirati.

TaloZenje zavrSava starenjem Cvrste faze koje se zbiva u uvjetima bliskim ravnoteznima i
njima se smanjuje ukupna energija sustava. Pojmom starenja obuhvacen je niz procesa kao $to
su na primjer Ostwaldovo zrenje, agregacija, transformacija metastabilnih faza, itd. Teorijski,
starenje taloga rezultira jednim jedinim kristalom u ravnotezi s otopinom, no ako se talozenje
prati u nekom kona¢nom vremenu, sedimentacija je posljednja faza procesa. Ako se sustav
prati duze vrijeme vidljivo je da se manje Cestice otapaju, a vece dalje rastu. Termodinamicki
gledano, sustav nije stabilan dok se ne istalozi sav suviSak otopljene tvari u odnosu na
topljivost. Time je taloZenje i teoretski zavrieno.*!

Pri taloZenju teSko topljivih anorganskih soli iz vodenih otopina, proces vrlo ¢esto zapocinje
daleko od ravnoteznih uvjeta, tako da se nukleacija, rast kristala i starenje, odvijaju brzo i
istovremeno. Ova ¢injenica prili€no oteZava izucavanje mehanizama koji kontroliraju procese
taloZenja, posebno zato Sto u velikom broju taloZnih sustava kineticki faktori dominiraju u
odnosu na termodinamicke, tako da inicijalno dolazi do formiranja termodinamicki nestabilne
¢vrste faze, koja kasnije transformira u stabilnu modifikaciju. Usprkos tome, pazljivim
ugadanjem eksperimentalnih uvjeta moguée je naglasiti pojedini od procesa, analizirati
kineticke parametre te donositi zaklju¢ke o mehanizmima proucavanih procesa. Spoznaja o
kontrolnim mehanizmima taloZnih procesa kao Sto su: veli¢ina ¢estica, morfologija, kemijski 1
mineraloSki sastav jest osnova racionalnom pristupu pripreme materijala novih fizikalnih 1
kemijskih svojstava. Najvazniji faktori koji utjeCu na svojstva taloga su pokretacka sila

procesa koja se obi¢no izrazava kao prezasicenost, zatim temperatura, masena koncentracija i
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kemijsko fizicka svojstva suspendiranih necisto¢a te koncentracija i kemijsko fizicka svojstva
otopljenih necistoca i aditiva.
Da bi uopce nastali nukleusi nove faze, mora se prije¢i energetska barijera - kriticna

prezasi¢enost. Prezasi¢enost (S) se moze definirati:

_ bu
InS =~ (1)
gdje je R opca plinska konstanta, 7" termodinamicka temperatura, a Ay je razlika kemijskog
potencijala otopljene tvari u prezasi¢enoj otopini, u; , i kemijskog potencijala otopljene tvari u

ravnotezi s kristalom u otopini, u:
Au = - o (2)
Uobicajeno je kemijski potencijal izraziti kao:
w=u°+RTIna 3)

gdje je u° standardni kemijski potencijal otopljene tvari, te a aktivitet otopljene tvari.
Kombiniranjem jednadzbi (1), (2) i (3) moguce je definirati prezasi¢enost kao stupanj

zasi¢enosti:
S== 4)

pri ¢emu je a aktivitet otopljene tvari u prezasic¢enoj otopini 1 as aktivitet otopljene tvari u
ravnotezi.

Aktivitet se izraZzava kao a = ycc—o gdje je y koeficijent aktiviteta, ¢ koncentracija otopljene

tvari, a ¢® = 1 mol dm™. Koeficijent aktiviteta, ¥, oznatava odstupanje realne otopine od
idealne, u kojoj konstituiraju¢i ioni medusobno ne djeluju jedni na druge te je vrijednost y za
idealnu otopinu jednaka 1.

Za taloZenje dvokomponentne ionske soli ABg pri konstantnoj temperaturi i1 tlaku

prezasi¢enost se moZze izraziti kao:
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‘- (w)l/(wﬁ) )

Ksp

gdje je, K, stehiometrijska konstanta ravnoteze, poznata i pod nazivom “produkt topljivosti”,
a definirana je koncentracijama otopljenih ionskih vrsta u otopini, odnosno mnozinskim
udjelom sastojaka ili parcijalnim tlakom plinova. Za gornju je reakciju (5) ova konstanta

definirana kao:
K= (c(A*))"- (c(B™) (6)

U praksi, prezasi¢ena otopina se moze prirediti iz zasiene ili podzasiene otopine,
promjenom temperature ili pH, dodatkom slabog otapala u otopinu jakog otapala, ili
odgovaraju¢om kemijskom reakcijom. Naj¢esc¢e su u pitanju kemijske reakcije taloznih
komponenti otopljenih u razliitim otopinama, ali mogu se primijeniti i reakcije izmedu
otopine i plina ili otopine i krutine.

Mnogo eksperimenata je napravljeno da bi se odredila maksimalna stabilna
prezasicenost — granica metastabilnosti ili kriti¢na prezasi¢enost. Treba naglasiti da kriticna
prezasi¢enost ovisi o duzini trajanja i vrsti eksperimenta, $to je bitno pri usporedbi rezultata
dobivenih za razliCite sustave. Kriticna prezasi¢enost moze se posti¢i izotermno,
kontinuiranim ili diskretnim povecavanjem koncentracije (direktnim mijeSanjem reaktanata)
ili pothladivanjem uz konstantnu koncentraciju.

Velik broj svojstava (uglavnom termodinamickih) elektrolitnih otopina ovisi o prezasi¢enosti,
druga pak (kineti¢ka i kemijska) ovise 1 o odnosu koncentracija reaktanata. Stoga je potrebno
ispitati Siroko podrucje koncentracija reaktanata da bi se dobila pouzdana informacija o
talozenju i1z otopine. Podaci dobiveni na taj na¢in mogu se prikazati u obliku taloznih krivulja
prikazivanjem mjerene veli¢ine (turbiditet, morfologija, itd.) u ovisnosti o koncentraciji jedne
komponente pri konstantnoj koncentraciji druge. Serija takvih krivulja razli¢itih konstantnih

koncentracija moZe posluZiti za konstrukciju taloznog dijagrama.*?
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2.2. Utjecaj aditiva na taloZenje

Necistoce su tvari, ioni ili molekule, koje se nalaze u otopini, a nisu talozne komponente za
odredenu ¢vrstu tvar. Tesko je izbjeci necistoce u otopini, stoga je i homogena nukleacija vrlo
rijedak slucaj. Necistoce djeluju na kemijski sastav Cvrste faze, ali 1 na oblik 1 veli¢inu Cestice
kao 1 na samu kinetiku taloZenja. Medutim, osim necisto¢a koje se uobi¢ajeno mogu pronaci u
otopini, ponekad se dodaju supstance u vrlo malim koli¢inama za poboljSavanje svojstva ili
radi stabilizacije konacnog produkta. Te se tvari nazivaju aditivi.

Ucinak aditiva ovisi o njihovoj vrsti 1 koncentraciji. Kod procesa kristalizacije, aditivi mogu
imati utjecaj na morfologiju kristala, odnosno na promjenu ravnoteznog oblika kristala.
Razumijevanje mehanizama interakcija aditiva s nastaju¢om krutom fazom od velike je
vaznosti za sve procese u kojima su oblik i veli¢ina kristala vazni. Talozenje iz prezasi¢ene
otopine u koju su dodani aditivi viSe nije uzrokovano samo svojstvima te otopine, ve¢ i
prisutnos¢u aditiva. Kada su: prezasi¢enost, omjer koncentracija reaktanata, pH, temperatura i
na¢in mijeSanja konstantni, aditivi preuzimaju kontrolu nad taloznim procesom.* Aditivi se
adsorbiraju na aktivnim mjestima povrSine kristala i smanjuju slobodnu energiju povrsine
kristala. Postoje brojni nacini prouc¢avanja utjecaja aditiva, a jedan od njih je usporedivanje
morfologije istaloZenih kristala s i bez aditiva. Tako se odreduje specificna adsorpcija na
kristalne plohe. Sto je vecéa brzina rasta u smjeru okomitom na kristalnu plohu, to ée ploha biti
manja.”® Takoder je moguée da se u prisutnosti aditiva pojave nove kristalne plohe. Rezultat
interakcije bit ¢e promjena habitusa kristala. Na malim i1 kompaktnim kristalima aditivi se
mogu jednoliko adsorbirati na svim plohama. U tom slucaju nece biti vidljive promjene
habitusa, ali ¢e rast i otapanje malih kristala, te transformacija metastabilnih faza biti
inhibirani.

U taloznim sustavima, efekt aditiva se ocCituje u inhibiciji 1/ili promociji nukleacije, rasta,
otapanja, agregacije i transformacije metastabilnih faza.

Aditivi se koriste u industrijskim procesima za inhibiranje, ubrzavanje ili modificiranje

taloZenja. Oni imaju vaZznu ulogu u kontroli bioloske 1 inhibiciji patoloske mineralizacije.
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2.3. Kalcijevi oksalati

Oksalati su Siroko rasprostranjeni spojevi na Zemlji. U biljkama oksalate pronalazimo u
obliku oksalne kiseline ili razli¢itih soli natrija, kalija, magnezija 1/ili kalcija. Osim patogenog
djelovanja, kalcijev oksalat je najCe$¢i slabo topljivi mineral koji se nalazi u viSim
biljkama.***’

U prirodi postoje tri hidratna oblika kalcijeva oksalata: termodinamicki stabilan kalcijev

H-13.19 te takoder metastabilan

oksalat monohidrat (vevelit)”'®, metastabilan dihidrat (vedelit)
trihidrat (kaoksit).'*'®
U tablici 1 dane su kemijske formule i skracenice te vrijednosti produkta topljivosti

kalcijevih oksalata na 37 °C.**°

Tablica 1. Produkti topljivosti kalcijevih oksalata na 37 °C.

Naziv Formula K,

kalcijev oksalat monohidrat, COM CaC,04-H,0O 2,26 - 107
kalcijev oksalat dihidrat, COD CaC,042H,0 | 3,63 - 107
kalcijev oksalat trihidrat, COT CaC,04-3H,0 | 8,20 - 107

2.3.1. Kalcijev oksalat monohidrat, COM

COM najcesce kristalizira u dvije monoklinske strukture:

1) osnovnoj, visokotemperaturnoj, koja je stabilna iznad 45 °C (a = 9,978 A, b=7295 A, c =
6,292 A, p=107,07°, Z=8, V = 876,228 A, prostorna grupa /2/m). Gledaju¢i duz smjera
[100] kristalna struktura se sastoji od naslaganih planarnih slojeva iona kalcija 1 oksalata u
omjeru 2:1, koji se izmjenjuju sa slojevima oksalata 1 molekula vode u polozaju paralelnom s
ravninom (010).°'*

2) niskotemperaturnoj, stabilnoj ispod 45 °C (a = 9,9763 A, b=14,5884 A, c =6,29134 A, S
=107,05°, prostorna grupa P2;/c). Oksalati u (010) ravnini su pretrpjeli malu distorziju, pa se
duljina osi b podvostruéila a simetrija smanjila.’'

Prijelaz iz osnovne strukture (visokotemperaturne) u niskotemperaturnu dogada se u
temperaturnom rasponu od 38 — 45 °C.

Postoji i treca struktura, rompska, koja iskljuc¢ivo nastaje dehidratacijom dihidrata (COD) u
temperaturnom podru&ju od 118 - 130 °C.> Ima rompsku simetriju s parametrima: a = 12,088

A, b=10,112 A, c=14,634 A.
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Slika 2. Kristalna struktura COM (A), oksalatni ioni koordinirani na kalcijeve ione u
poliedar (B) slaganje kalcijevih i oksalatnih iona duz [100] smjera (C).>*

Koordinacijski poliedar pseudo-ekvivalentnih Cal i Ca2 iona je distorzirana kvadratna
antiprizma (slika 2 (A)). U poliedarskoj strukturi, atom kalcija je koordiniran s osam atoma
kisika od kojih sedam potjee od ukupno pet oksalatnih iona (C,04%), a jedan od molekule
vode. Na slici 2 (B) se vidi da su na kalcij dva oksalatna aniona vezana bidentatno (s obje
karboksilne skupine), a tri su vezana monodentatno (s jednom karboksilnom skupinom). Ox1
i Ox2 nisu kristalografski ekvivalentni (slika 2 (C)). Sest kalcijevih iona u ravnini (100)
planarno su koordiniran sa Ox1. Cetiri kalcijeva iona koordinirana su s Ox2, te su vodikovim
vezama povezani s dvije molekule vode. Ox2 i voda se izmjenjuju i formiraju vrpce koje leze
u (010) ravnini duz c osi. Ca-Ox1 slojevi su povezani jedan s drugim preko Ox2 i molekula
vode. Kristalna struktura COM sastoji od iona kalcija koji su koordinirani paralelno (Ox1) 1

okomito (Ox2) oksalatnim ionima unutar ravnine (100).

11
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Neke od karakteristiénih morfologija kristala COM prikazane su na slici 3 s pripadaju¢im hkl

indeksima pojedinih ploha.”

A B C

Slika 3. Morfologija kristala COM: A - prizmatski kristal, B - plocasti kristal, C - kristal
oblika suze.

2.3.2. Kalcijev oksalat dihidrat, COD

COD kristalizira u tetragonskom sustavu s parametrima jedini¢ne éelije: a = 12,371 A, b =
14,583 A, c=10,116 A, a = =y=90°, Z=38, VV'=1125,937 A®, prostorna grupa I4/m.>>>°
Cetiri iona kalcija dihidratnog oblika formule CaC,04-2H,0 koordinirano je s osam molekula

vode.

(B)

Slika 4. Kristalna struktura COD (A) i Ca*" ion koordiniran s oksalatnim ionima u
poliedar (B).>*

Kalcijev ion je koordiniran s osam atoma kisika koji potjecu od dvije molekule vode i Cetiri
oksalatna iona. U usporedbi s COM, ion kalcija je koordiniran s jednim oksalatom manje, ali

jednom molekulom vode viSe (slika 4). Veze koje se uspostavljaju koordinacijom dvije
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molekule vode na oksalatne kisike su vodikove veze. Oksalati tvore kanale koji prolaze kroz
kristal i sadrze molekule vode (zeolitna voda oznacena sa Z na slici 4). Kristali COD koji
nastaju u vodenoj otopini imaju oblik tetragonalne bipiramide s dominantnom (101) ravninom

i/ili tetragonalne bipiramide s prizmom s karakteristi¢nom (100) ravninom (slika 5)."~"°

a) b)

(011)

(011)

Slika 5. Morfologija COD kristala a) tetragonalna bipiramida s prizmom b) tetragonalna
bipiramida.

2.3.3. Kalcijev oksalat trihidrat, COT

COT kristalizira u triklinskom sustavu s parametrima jedini¢ne éelije: @ = 12,371 A, b =
14,583 A, ¢ = 10,116 A, Z =38, a = 76,5°, f = 70,35°, y = 70,62°, V = 3259 A’  prostorna
grupa P1.%°° Tri od osam kisikovih atoma koordiniranih oko iona kalcija potje¢u od molekule
vode, Cetiri atoma od dva oksalatna iona, dok jedan potje¢e od treceg oksalatnog iona. To

znaci da sveukupno u koordinaciji imamo tri oksalatna iona i tri molekule vode (slika 6).

Slika 6. Kristalna struktura COT (A) Ca®" ion koordiniran s oksalatnim ionima (B)
pravilni triklinski oblik kristala COT (C).>*

13
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2.4. Biomineralizacija

Vecina definicija kojima se opisuje pojam biomineralizacije odnosi se na formiranje ¢vrste,
nove faze, najCeS¢e anorgansko - organskih minerala s fascinantnom morfologijom i
specifiénim svojstvima, a koja se zbiva u Zivim organizmima.*"*"*** Nukleacija, rast, vrsta
polimorfa i orijentacija anorgansko - organskih minerala kontrolirani su i to najceSce
organskom matricom. Neki od biominerala pronadenih u prirodi (tablica 2) jesu visoko

organizirani anorgansko - organski materijali s izvanrednim svojstvima i funkcijama. Jedan

od najistraZivanijih biominerala je CaCO5*® zatim slijede fosfati.”*"*
Tablica 2. Primjeri anorganskih minerala u bioloSkim sustavima.
ANORGANSKI
MINERAL ORGANIZAM FUNKCIJA
SASTAV
Skoljkasi egzoskelet
Kalcit, aragonit CaCOs ) . statokonij - gravitacijski
sisavci
receptor
Hidroksiapatit (HAP) Cas(PO,4);-(OH) kraljeznjaci endoskelet, zubi
Fluorapatit (FAP) Cas(POy)5-(F) morski psi zubna caklina
Gips CaS0Q,-2H,0 meduze gravitacijski receptor
- _ dijatomeje,
Silika Si0,'nH,0 o egzoskelet
radiolarije
) B receptor za magnetsko
Magnetit Fe;04 bakterije )
polje
Ferihidrit Fe,05-nH,0 kraljeznjaci spremnici Zeljeza
Oktakalcijev fosfat S ) _
(OCP) CagH,(PO,)s- 5SH,O kraljeznjaci zubna caklina, kosti

Izvanredna svojstva i funkcije biominerala poti¢u znatizelju istraZzivaca ve¢ dugi niz godina te
stoga izuCavanje biomineralizacije obuhvaca znanstvena podrucja i biologije i znanosti o
materijalima. Kemijski sastav, struktura, ve¢ina kemijskih i fizikalnih svojstava biominerala
su poznati, medutim fizioloSki procesi koji upravljaju njihovim nastajanjem jo$ uvijek nisu do
kraja razjaSnjeni.

U posljednje vrijeme, biomineralizacija se izuava kao zasebno podruc¢je bioanorganske
kemije, ali takoder postaje 1 sve raSirenije podrucje istraZivanja koje se naziva biomimeticka
kemija. Biomimeticka kemija bazira se na proucavanju modelnih sustava koji se svojom
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funkcionalnosc¢u i sastavom pribliZzuju realnim bioloSkim sustavima. Zahvaljuju¢i navedenom
podrucju, fizikalno-kemijski principi nukleacije i rasta kristala vazni za biomineralizaciju
postaju jasniji, a spoznaje biomimetickih istrazivanja omogucuju sintezu novih materijala
nanometarskih veli¢ina.”””’ Izvrstan primjer je fluoroapatit, spoj koji imitira i daje jasniju
sliku vrlo kompleksnog procesa formiranja kostiju i zubi.”**® Sustavno istrazivanje evolucije i
interakcije organskih komponenti s anorganskim fazama klju¢ni su za biomineralizaciju, ali i
za razvoj bioloskih materijala. U pojednostavljenim modelnim sustavima, sinteti¢ki polimeri s
poznatim funkcijama, strukturama 1 kemijskom reaktivnoS¢u jesu dobar izbor za

razumijevanje organsko-mineralnih (anorganskih) interakcija.

2.5. Patoloska biomineralizacija

Biomineralizacija se moze definirati kao fizioloska i/ili patoloska te je nuzno dobro
poznavanje fizioloske biomineralizacije kako bi se $to bolje objasnili mehanizmi patoloske
biomineralizacije. Neki primjeri patoloski mineraliziranih anorganskih minerala prikazani su
u tablici 3. Kalcijevi oksalati se u normalnim fizioloskim uvjetima nalaze u tkivima biljaka,
medutim u ljudi i Zivotinja se pojavljuju kao patoloski mineralizirane tvorbe.®'** Svi navedeni
primjeri anorganskih minerala u stalnom su kontaktu s tjelesnim teku¢inama koje su izuzetno
kompleksne, imaju visoku ionsku jakost, sadrze bioloSke makromolekule, male organske
molekule 1 anorganske ione. Mehanizmi i uvjeti pri kojima nastaju spomenuti kamenci jos
uvijek nisu u potpunosti razja$njeni. Urolitijaza je oblik patoloSke biomineralizacije, a u
novije vrijeme se naziva i ,,bolest civilizacije®. To je bolest kod koje dolazi do nastajanja

kamenaca u razli¢itim dijelovima bubrega i mokraénog sustava.™*’
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Tablica 3. Primjeri patoloSki mineraliziranih anorganskih minerala u bioloskim sustavima.

PATOGENI ANORGANSKI KEMIJSKA
MINERAL
BIOMINERAL SASTAV FORMULA
Kalcijev oksalat monohidrat
CaC204'H20
(COM)
Kalcijev oksalat dihidrat
oksalati CaC,042H,0
(COD)
Kalcijev oksalat trihidrat
Bubrezni kamenci . CaC,04-3H,0
(COT)
Kalcijev fosfat (TCP) Ca3(POy),
. Kalcijev hidrogenfosfat
fosfati CaHPO,-2H,0

dihidrat (DCPD)
Oktakalcijev fosfat (OCP) CagH,(PO,)s' 5SH,O
Zuéni kamenci COM CaC,04-H,O
Kamenci u nosnoj

supljini, rinoliti | oksalati,fosfati i e Cas(BO),

Kamenci u karbonati

zlijezdama Kalcijev karbonat (CC) CaCOs

slinovnicama
Cay(PO),,

Karijes na zubnom

plaku

fosfati 1 karbonati

TCP, DCPD, OCP, CC

CaHPO,:2H,0,
CagHz(PO4)6 ' SHzo,
CaCO;

* , e . .. v . . . . eqe 85.86
veéinom se ne pojavljuje u bubreznim kamencima, ali se smatra prekursorima nastanka COM i/ili COD™
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2.5.1. Urolitijaza

Na pojavu 1 ucestalost bubreznih kamenaca mogu utjecati genetski, nutritivni 1 ekoloski
¢imbenici. Utvrdeno je da ¢e se kod 12 % muskaraca i 5 % Zena razviti bolest bubreznih
kamenaca u dobi do 70-te godine Zivota. Ucestalost pojave bubreznih kamenaca podjednaka
je za oba bubrega, a kod 40 % bolesnika prisutni su kamenci u oba bubrega. Prema zadnjim
svjetskim 1 nacionalnim epidemioloSkim podacima uocen je izraziti porast pojave bubreznih
kamenaca u industrijaliziranim zemljama nakon Drugog svjetskog rata Sto se povezuje s
povecanjem standarda i promjenama u prehrambenim navikama.’

U prevenciji urolitijaze vrlo vaznu ulogu imaju prehrana i Zivotni stil. Svakako se preporuca
hidratacija koja poti¢e mokrenje i na taj se nacin povecava volumen i smanjuje zasi¢enost
urina. Preporuc¢a se i smanjeni unos soli, natrijeva klorida, ¢iji prekomjerni unos moze
uzrokovati povecano izlu¢ivanje kalcija, a smanjeno oksalata. Takoder, potrebno je limitirati

unos hrane bogate purinom.

2.5.2. Bubrezni kamenci

U novije vrijeme uslijed povefane pojave bubreznih kamenaca obnovio se interes
znanstvenika za razjasnjavanje patofiziologije stvaranja kamenaca s osobitim osvrtom na
oksalatne kamence. Na slici 7 prikazan je sastav bubreznih kamenaca. Analizom je potvrdeno
da su bubrezni kamenci smjesa kalcijevih soli oksalata, fosfata i mokra¢ne kiseline (tablica 3,
slika 7). Oko 70 % svih bubreznih kamenaca sastoji se samo od kalcijevih oksalata ili u
smijesi s kalcijevim fosfatima.*®

Najces¢i hidratni oblik kalcijeva oksalata koji se nalazi u bubreznim kamencima je kalcijev
oksalat monohidrat, a zatim slijedi kalcijev oksalat dihidrat.* Izmedu ova dva hidratna oblika,
monohidrat je viSe patogen obzirom da se moze nac¢i u urinu osoba koje su sklone stvaranju
kamenaca, a dihidrat je vise fizioloski obzirom da se moZe na¢i u urinu zdravih osoba.”*
Trihidrat se rijetko moZe naci u sastavu bubreznih kamenaca, te se smatra prekursorom za
nastajanje monohidrata i dihidrata.®*® Kalcijevi fosfati prisutni su u obliku apatita
(hidroksiapatit, Ca;o(PO4)s(OH), ili karbonatni apatit, Cas(PO4);(COs3)) te ponekad kao brusit
(CaHPO4:2H,0). Struvit (MgNH4PO4-6H,0) je Cest u sastavu fosfatnih kamenaca. Urati u
bubreznim kamencima su rijetka pojava (oko 10 % svih bubreznih kamenaca sastoji se od
urata).” Rjedi oblici su kamenci mokraéne kiseline 1 cisteinski kamenci.” Cisteinski kamenci
se vrlo lako prepoznaju po svojim karakteristicnim okruglim oblicima, heksagonalnom obliku

1 po zutoj boji.

17



Doktorska disertacija Anamarija Stankovi¢

B CaOX

m CaOX + CaP

1 Mokraéna kiselina
Struvit

m CaP

M Organska matrica

m Cistin

88

Slika 7. Sastav bubreZznih kamenaca
Legenda: OX — oksalati; P — fosfati

Na slici 8. spomenuti su neki od uvjeta i &imbenika koji pogoduju stvaranju kamenaca.”

Cimbenici koji utjetu
na stvaranje bubreznih

kamenaca
|
| o | )
Kemiiski Anatomija Prehrana i
emijski . .
X mokra¢nog zivotna
sastav urina X
sustava okolina
y .. Prehrambene
: Suzena cijev S
— pHurma — - —  navike 1
mokracovoda o 2 o
Zivotni stil
Prethodno Klima,
— Prezasi¢enost — oStecenje tkiva —  kvaliteta
bubrega vode...
Nedostatak
— 1inhibitora/prisutnost
promotora

Slika 8. Shematski prikaz faktora koji utjecu na stvaranje bubreznih kamenaca.
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Oksalatni kamenci mogu nastati kao produkt promjene kemijskog sastava urina usljed
razli¢itih metabolickih poremecaja kao Sto su hiperkalciurija, hipocitraturija, hiperoksalurija

ili promjena kiselosti urina.

2.5.3. Hiperkalciurija

Hiperkalciurija je ¢est metaboli¢ki poremecaj koji se javlja kod oko 60 % osoba s bubreznim
kamencima. Hiperkalciurija se najcesce definira kao stanje kad je izlucena dnevna koli¢ina
kalcija u urinu visa od 7,5 mmol kod musSkaraca, a 6,2 mmol kod Zena. S patogenetskog
aspekta hiperkalciurija je vazna kod stvaranja kalcijskih kamenaca jer povecava koncentraciju
kalcija u urinu i zasi¢enje s obzirom na nastajanje kalcijevih oksalata i fosfata. Osim toga,
hiperkalciurija moze smanjiti aktivnost inhibitora za kristalizaciju kalcijevih soli zbog

njihovog vezivanja na kalcijeve ione.”>”’

2.5.4. Hiperoksalurija

Hiperoksalurija je metabolicki poremecaj pojacanog izlucivanja oksalata urinom. Oksalna
kiselina je relativno jaka kiselina, a moze nastati u organizmu na nekoliko nacina. Jedan nacin
je stvaranje oksalne kiseline iz serina i etanolamina, drugi nacin je iz hidroksiprolina, zatim iz
glicina, a male koli¢ine nastaju izravnom sintezom iz askorbinske kiseline. Zdrave osobe na
uobicajenoj prosjecnoj dijeti izlucuju urinom 20 do 40 mg (0,22 do 0,44 mmol) iona oksalata
na dan. Povec¢ani unos hrane bogate oksalatima povecava njihovo izlucivanje urinom na 50 do
60 mg (0,56 do 0,67 mmol) na dan. Hiperoksalurija pridonosi stvaranju kamenaca tako Sto
povecava zasi¢enje urina s obzirom na nastajanje kalcijeva oksalata. Poremecaj se moze javiti
kao primarna ili sekundarna hiperoksalurija.”®

Primarna hiperoksalurija javlja se rjede, a javlja se i kod djece.” Predstavlja urodenu bolest
kod koje dolazi do prekomjernog stvaranja i izlu¢ivanja oksalata u rasponu od 135 do 270 mg
(1,35 do 3,00 mmol) na dan. Zbog tih razloga dolazi do pojave izrazite kristalurije i stvaranja
kamenaca. Razlikuju se dva tipa primarne hiperoksalurije.'®

Tip I (PH1) nastaje zbog smanjene aktivnosti jetrenog enzima alanin-glioksalat-transferaze
(AGT) uslijed ¢ega dolazi do pojacanog stvaranja glioksalata koji se ireverzibilno pretvara u
oksalnu kiselinu (slika 9). Poremecaj u radu enzima AGT u peroksisomima jetre
onemogucava transaminaciju glioksilata u glicin te dolazi do oksidacije u oksalat. Glicin se
opet mozZe deaminirati u reakciji kataliziranom enzimom D-aminokiselina oksidazom (DAO).

Moguce je da se glioksilat reducira u glikolat s enzimom glioksilat-hidroksipiruvat
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reduktazom (GR-HPR). Glioksilat se takoder moze oksidirati u glikolat u reakciji
kataliziranom enzimom glikolat-oksidazom (GO) ili se pak glioksilat transportira u citosol
gdje se u reakciji kataliziranom s enzimom laktat-dehidrogenazom (LDH) oksidira u oksalat.
Smatra se da se koncentracija oksalata moze smanjiti inhibicijom enzima glikolat-oksidaze
(GO) sto bi direktno dovelo do blokiranja nastanka glioksilata iz glikolata i neposredno bi se
smanyjilo nastajanje oksalata.

Tip II (PH2) se javlja rijede, najceS¢e u ranijoj zivotnoj dobi kao posljedica nedostatka ili
odsutnosti enzima glioksilat reduktaze-hidroksipiruvat reduktaze (GR-HPR) §to za posljedicu
ima inhibiciju reakcije redukcije glioksilata u glikolat te hidroksipiruvata u D-glicerat u
citosolu. Ta pojava uzrokuje prekomjerno stvaranje L-glicerata u citosolu, odnosno povecane
koncentracije oksalata u organizmu. Iz hidroksipiruvata u enzimskoj reakciji dekarboksilacije
s hidroksipiruvat dekarboksilazom nastaje glikoladehid koji se nadalje moze oksidirati u
glikolat (slika 9).'"

Sekundarna hiperoksalurija je ¢eS¢a, a kao uzrok spominje se pojacana apsorpcija oksalata u
crijevima tzv. crijevna hiperoksalurija. Kod nje se moze povecati koli¢ina oksalata u urinu

iznad 100 mg (1,11 mmol) na dan i ona je dosta Gesti uzrok stvaranju kamenaca.''

L-glicerat =-=--- L-glicerat
D-glicerat —g“ . ?FH?.}
LOH
IET.FI.-"I-IF"H‘ISi'<
Hidroksipiruvat
PEROKSISOMI
L 4
Piruvat Alanin Glikoladehid
AGT !
a0 Glikolat +p========== »  Glikolat ===--- > ?gmﬁt
i
/ - %Gnmpn
Glicin Gligksilat *=========== » Glioksilat

o)
Q

o

g

&

4
=
=
I

+

o

g
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¥

o

g

]

DAO (PH1 + PH2)
CITOSOL CaCa04

Slika 9. Shematski prikaz nastanka primarne hiperoksalurije tip I (PH1) 1 tip II (PH2).
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2.5.5. TaloZenje kalcijeva oksalata pri poviSenoj koncentraciji oksalata

Na podrucju patoloske biomineralizacije kalcijeva oksalata napravljena su brojna istrazivanja
s ciljem pronalazenja uzroka pojave urolitijaze. Na nastajanje razliitih hidratnih formi
kalcijeva oksalata utjeCe niz Cimbenika kao Sto su: prezasi¢enost, sastav otopine, omjer
koncentracija kalcija i oksalata, temperatura, pH i na¢in mije$anja reakcijskih komponenata.'®
1 U laboratorijskim uvjetima taloZenje kalcijeva oksalata u uvjetima hiperkalciurije vise je
istrazeno 1 pojaSnjeno za razliku od talozenja u uvjetima hiperoksalurije. Hiperoksalurija se
najcesée proucava in vivo.' %1%

Ovisno o prezasi¢enosti COM talozi u nekoliko oblika: plocice (niska prezasi¢enost), dendriti
(srednja i visoka prezasiCenost) i mikrokristaliéni agregati (visoka prezasi¢enost).’***!%
Dendritnoj morfologiji osim navedenog takoder pogoduju i1 neki aditivi: kationski i anionski
surfaktanti.** Aditivi, kao §to je citrat, inhibiraju nukleaciju'®, rast’’ i agregaciju'® COM. To
je jedan od razloga zasto se upravo soli citrata koriste u prevenciji urolitijaze. Citratni ioni
inhibiraju stvaranje COM budu¢i da kompleksiraju Ca®" ione &ime se relativna prezasi¢enost
otopine/urina snizava te smanjuju brzinu nukleacije. Nadalje, nadeno je da citratni ioni
inhibiraju rast postojecih kristala COM vezanjem na povrsinu kristala te ometanjem vezanja
kalcijevih iona na kristalnu povrsinu i ugradnjom na mjesta rasta. Prema nekim literaturnim
izvorima, citratni ioni takoder smanjuju agregaciju postoje¢ih kristala,'**7-10410

COM najces¢e talozi u smjesi s COD. U sustavima koji su mijeSani mehanickim putem,
smjesa COM/COD je produkt taloZenja, a ukoliko se sistem magnetski mijeSa nastaje i
COT."" Starenjem taloga nestabiniji COD prelazi u COM, a tu transformaciju inhibira
suvisak bilo iona kalcija, bilo oksalata.'®

U slucaju rasta COM na kristalnom sjemenu, utvrdeno je da je kontroliran povrSinskim
procesima drugog reda.'”'® Brzina rasta je pritom proporcionalna povrsini kristala
raspolozivoj za rast, odnosno omjeru ukupne povrsine kristala 1 koli¢ine kristalnog sjemena.
Kinetika talozenja COD je manje istraZena zbog teZe pripreme u laboratorijskim uvjetima.

Ukoliko se ne koriste aditivi (ili otopina umjetnog urina) COD taloZi u smjesi s COM.'>!*1%

"1 Talozenje COD favorizira vi§i omjer ¢(Ca*")/c(C204>), niska prezasi¢enost, te razni aditivi
(citrat, magnezij,...), otopina umjetnog urina, te visi pH (pH > 6).'%!>10-113
Spontanim taloZenjem kalcijeva oksalata iz otopine visoke ionske jakosti (podeSene s NaCl) i

uz magnetsko mijesanje nastaje COT (sam ili u smjesi s COM).'*"

Takoder uz pomo¢
aminokiselina (Glu, Trp 1 Orn) u Sirokom koncentracijskom podru¢ju COT talozi u smjesi s

COM 30,31
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Kinetika kristalnog rasta COT kontrolirana je povrSinskim procesima, drugog, treceg ili
cetvrtog reda. Transformacija COT u COM odvija se direktnim prijelazom, bez dobivanja

COD kao meduprodukta, a brzina transformacije poveéava se poviSenjem temperature.'*
17,3031

Istrazivanja provedena u sustavima u kojima je bila povisena koncentracija oksalata pokazala
su da povisena koncentracija oksalata favorizira stvaranje COM.?’ Pri tom na morfologiju i
svojstva tako nastalog COM utjeCu koncentracija i nacin mijeSanja taloznih komponenata, pH
i temperatura.®® IstraZivanja napravljena na pacijentima koji imaju bubrezne kamence
pokazala su da povisena koncentracija oksalata takoder favorizira stvaranje COM, a povisena

koncentracija kalcija COD.*’

2.6. Urin

Urin je tekucina nastala procesom filtracije i reapsorpcije vode i niskomolekularnih tvari u
nefronu (jedinica za procis¢avanje krvi u bubregu). Kemijski sastav urina moze biti pokazatelj

.. . 113,114
rizika nastanka bubreznih kamenaca. ™

Prisutnost znacajnih koli¢ina anorganskih i
organskih iona, uglavnom klorida, natrija, fosfata, magnezija, bikarbonata, kalcija, oksalata,
citrata i urata daje prosjeénu ionsku jakost urinu oko 0,33 mol dm™. Urin zdravih osoba je
blago kiseo, pH oko 6,0 a mozZe se biti u rasponu od 4,5 do 8,0.'">''"® Promjene pH urina
povezane su s raznim bolestima (npr. metabolicki poremecaji, karcinom, bubrezni

117,118

kamenci,...). U urolitijazi, promjene pH se smatraju jednim od faktora nastanka

bubreznih kamenaca jer utjeCu na jedan ili viSe procesa taloZenja (kristalizaciju, rast,

119-121

agregaciju,..) Prethodna istraZivanja pokazala su da o pH ovisi koja ¢e se vrsta

. . 112,122,123
bubreznih kamenaca formirati.” = =~

Tako na primjer, pH urina iznad 6,5 povecava udio
dvovalentnih 1 trovalentnih fosfatnih iona koji na taj nacin povecavaju prezasi¢enost s
obzirom na kalcijev fosfat. Pokazano je da promjena pH mozZe posluziti za kvalitativno
praéenje talozenja fosfata.'*'*> Kalcijevi oksalati taloze neovisno o pH, medutim primije¢eno
je da COM talozi u kiselom i neutralnom, a COD u luznatom pH podrugju.''''"

Osim pH, na promociju i/ili inhibiciju oksalatnih kamenaca utjece jo§ Citav niz spojeva koje
se nalaze u urinu, kao §to su ioni magnezij, citrat, organske mikro 1 makromolekule,
glikozaminoglikani,...'"*!"*12¢1¥ Medu organskim molekulama koje su sastavni dio urina

treba istaknuti proteine, koji su ukljuceni i1 u sastav bubreznih kamenaca, a koli¢ina i vrsta
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aminokiselina u njihovom sastavu varira ovisno o bioloskim uvjetima urolitijaze.zs'28 Od
aminokiselina tu se nalazi svih 20 a-aminokiselina.
Budu¢i da se u sastavu urina nalaze brojne anorganske 1 organske molekule (kao njegovi

stalni sastojci ili kao sastojci samo u osoba koje stvaraju bubrezne kamence), u literaturi su
..... 20-

2 : L2324
odnosno u umjetnom urinu.**

2.6.1. Umjetni urin

Pod umjetnim urinom podrazumijevamo otopinu razli¢itih kemikalija kojima se postizu uvjeti
1 kemijski sastav priblizan ljudskom urinu.

U tablici 4 prikazan je sastav umjetnog urina iz nekoliko literaturnih izvora. Vecina umjetnih
urina u svom sastavu sadrzi: natrijev i/ili kalijev klorid, natrijev sulfat, magnezijev sulfat,
razli¢ite natrijeve fosfate, ureu, natrijev oksalat, kalcijev klorid i natrijev citrat. Kao §to je
vidljivo iz tablice 4, sastav umjetnog urina zbog prilagodbe odredenom tipu istrazivanja
(talozenje kalcijeva oksalata monohidrata, dihidrata, fosfata,..) znac¢ajno odstupa od jednog do
drugog literaturnog izvora. U tom smislu, dobiveni rezultati su teSko medusobno usporedivi.
Iz tog razloga, Burns i Finlayson®® su jo§ 1980. godine predlozili sastav standardnog
referentnog umjetnog urina. Unato¢ tome, 1 novija istraZivanja koja se provode u umjetnom
urinu i dalje prilagodavaju sastav svojim eksperimentima i Zeljenom cilju.”®*® Sastav
umjetnog urina koristen u ovoj disertaciji odreden je prema referenci Burns i Finlayson® (uz
potrebnu prilagodbu istraZzivanjima koja su tema ove disertacije) i prikazan je u tablici 7 (vidi

Eksperimentalni dio).
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Tablica 4. Sastav umjetnog urina iz literaturnih izvora.

KONCENTRACIJA/ mmol dm™
SPOJ Isaacson'”® | Doremus® | Miller®® | Barker'' | Rose **> | Brown Fir}?ll:g;soilﬂ
Na,SO4 14,9 16,5 23,4 16,5 14,9 16,95 16,95
KCI 92,6 25,0 111,5 52,0 92,6 63,70 63,70
NH,4CI 65,1 20,0 59,5 65,1 27,60
NH,OH 20,0 ili HCI1 17,90
MgSOy4-7H,0 6,7 2,0 8,1 2,0 6,7 3,85 3,85
Na,HPO, 1,8 4,1 13,0 1,8 32,30 32,30
NaH,PO4-H,0 39,6 16,5 29,9 3,5 39,6
NaCl 2139 170,0 158,3 170,0 213,9 105,50 105,50
Natrijev citrat 2,7 1,6 2,7 1,6 2,7 3,21 3,21
Urea 291,4 500,0 500,0 291,4
Kreatinin 13,0 13,0
iselna. 30
pH 5,4 5,7 6,5 5,4 6,50 6,50

2.7. AminoKkiseline

Aminokiseline su molekule koje sadrze amino skupinu (-NH,) i karboksilnu skupinu (-
COOH). Njihova glavna bioloska uloga je izgradnja proteina. Proteini su esencijalni spojevi
svih Zivih organizama. Aminokiseline su prirodni spojevi koji u prirodi rijetko dolaze u
slobodnom stanju. U proteinima se nalazi samo dvadeset vrsta aminokiselina. Sve su one,
osim prolina, a-aminokiseline jer su amino 1 karboksilne skupine vezane za isti, a-atom
ugljika.”**"** Osim amino i karboksilne skupine, strukturu aminokiselina odreduje i bo¢ni
lanac (R) koji moZe biti alifatski ili aromatski i moze nositi funkcionalne skupine. Opca
formula aminokiseline je prikazana na slici 10. Osim glicina, sve aminokiseline dobivene
hidrolizom proteina su opticki aktivne. Odnosno kada na slici 10 R ne oznacava vodik, veé¢
neki alkilni ili arilni radikal, a-ugljikov atom je asimetri¢no supstituiran, te se javlja opticka
aktivnost jer se model ne moze preklopiti sa svojom zrcalnom slikom. Razlikujemo dva
stereoizomera, L 1 D - oblik. Aminokiseline koje se nalaze u proteinima, odnosno u organizmu
svih zivih bi¢a, pripadaju L-obliku, prema tome, imaju jednak raspored supstituenata na a-C

atomu. Osim dosad ve¢ navedenih podjela, aminokiseline se mogu podijeliti i na esencijalne 1
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neesencijalne. Aminokiseline koje ¢ovjekov organizam nije u stanju sintetizirati, a nuzne su

za njegovo funkcioniranje, nazivaju se esencijalne aminokiseline.

H o]
| || karboksilna
Baiist
H2N T C OH SKupina
amino ) \ )
skupina R alfa ugljikov
atom
boéni
ogranak

Slika 10. Opc¢a strukturna formula aminokiseline.

2.7.1. Kiselo - bazna svojstva aminokiselina

Iako aminokiseline sadrze amino i karboksilnu skupinu, neka njihova svojstva odudaraju od
uobicajenih karakteristika tih skupina:

- kristali aminokiselina su nehlapljivi 1 raspadaju se na visokim temperaturama

- dobro topljive u vodi

- u vodenoj otopini ponasaju se kao tvari visokog dipolnog momenta

- imaju niske konstante disocijacije kiseline i1 baze
Navedena se fizikalno-kemijska svojstva dobro poklapaju s njithovom strukturom.
Karboksilna skupina moze kao kiselina disocijacijom osloboditi H" ione, a bazi¢na amino
skupina prima H" ione.
Kada su obje skupine disocirane, dobivamo formulom prikazan dipolarni ion tzv. zwitterion
(slika 11), u tom obliku aminokiseline se nalaze u vodenoj otopini. Dodatkom H™ iona
(kiseline) negativno nabijena karboksilna skupina prima H™ ione i postaje neutralna (bez
naboja). Dodatkom OH’ iona (luzine) H™ ioni s amino-skupine disociraju i vezu se s OH
ionima u vodi, te dolazi do stvaranja aniona, zadnja strukturna formula aminokiseline na slici
11. Svaka aminokiselina u vodenoj otopini moze postojati u tri oblika, kationskom,
zwitterionskom i anionskom obliku. Koji je oblik favoriziran, ovisi o konstantama disocijacije
karboksilne skupine, odnosno amino skupine i o pH vrijednosti otopine, tj. o koncentraciji H"

iona.
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- + -
C|JOOH COO COO

+ + |
H3N C H s=———= H;N c|: H S&———= H,;N—C—H
R R
kation "zwitterion" (neutralna) anion

Slika 11. Strukturni prikaz disocijacije aminokiselina.

Kod neke odredene pH vrijednosti, kad se aminokiselina nalazi u dipolarnom obliku, tu
vrijednost oznaavamo kao izoelektricnu tocku. Ona se moZe izracunati iz pK vrijednosti
kisele i1 bazi¢ne skupine, a negativan logaritam od vrijednosti izoelektricne tocke, pojedine
aminokiseline, oznacavamo s p/ (jednadzba 7).

Pri pH vrijednosti izoelektricne to¢ke aminokiselina je neutralna, iako svaka aminokiselina

posjeduje jedan pozitivan i jedan negativan naboj.'**

PK1+DpK;
2

pl= (7)
Ako molekula ima viSe od dvije ionizacijske skupine, disocijacija se odvija u vise koraka.
Izoelektricna tocka nalazit ¢e se u onom podruc¢ju pH, u kojem je zwitterionski oblik
molekule dominantna vrsta. Vrijednost p/ ¢e biti jednak onom pH kod kojeg je koncentracija
molekularnog oblika s jednim pozitivnim nabojem jednaka koncentraciji molekulske vrste s
jednim negativnim nabojem. Opcenito moZemo re¢i da je p/ jednak aritmeti¢koj sredini pK
vrijednosti onih disocijacijskih reakcija u kojima izravno sudjeluje zwitterionski oblik
(jednadZzba 7).

Na temelju fizikalno-kemijskih, prije svega disocijacijskih svojstava bocnih lanaca,
aminokiseline su podijeljene na nepolarne 1 polarne, dok se polarne jo§ dijele na nenabijene
(neutralne) 1 nabijene, koje mogu biti ili kisele ili bazicne. U tablici S prikazane su
aminokiseline koriStene u ovoj disertaciji s pripadaju¢im oznakama 1 konstantama, a na slici

12 njihove strukturne formule s opisom bo¢nog lanca.'**

Aromatski bo¢ni lanac imaju His i
Phe, medutim His je s bazi¢nim (tj. s pozitivno naelektriziranim bo¢nim lancem), a Phe s
nepolarnim bo¢nim lancem. Alifatski bo¢ni lanac imaju sve ostale odabrane aminokiseline, ali

se takoder razlikuju: Asp se karakterizira kao aminokiselina s kiselim bo¢nim lancem (tj. s
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negativno naelektriziranim bo¢nim lancem), Ala je s nepolarnim, a ostale su s polarnim

bo¢nim lancem. Aminokiseline s polarnim bo¢nim lancem (Gly, Ser i Cys) omogucavaju

formiranje vodikovih veza koje su osnova za formiranje visih oblika organizacije

aminokiselina u molekulama proteina.

Tablica 5. Prikaz aminokiselina koriStenih u disertaciji s pripadaju¢im oznakama,
konstantama disocijacija i izoelektri¢nim tockama.

pK1 pK; pKp
AMINOKISELINA | OZNAKA . pl
(-COOH) | (-NH3) | (-R)
ALANIN Ala, A 2,34 9,69 - 6,00
ASPARAGINSKA
Asp, D 1,88 9,60 3,65 2,77
KISELINA
CISTEIN Cys, C 1,96 10,13 8,18 5,07
GLICIN Gly, G 2,34 9,60 - 5,97
HISTIDIN His, H 1,82 9,17 6,00 7,59
FENILALANIN Phe, F 1,83 9,13 - 5,48
SERIN Ser, S 2,21 9,15 - 5,58

BOCNI LANAC

STRUKTURNA FORMULA AMINOKISELINE

NEPOLARNI

POLARNI

NABIJEN

H

| o]
H3N*—C—(//

| \o

CH3

Alanin
Ala

H
I /O
HaN+t—C—c?
|
H
Glicin
Gly

H o

| 7
+C—
H3N ? C\
g
G
N
0o~ 0

Asparaginska kiselina
Asp

H

| 7
H3N+—c|—c
CH2

3

=

Fenilalanin

0
Vs
HaNt—C—c?

[ No-—

CH2

NH
N

Vi

*NH

Histidin

His

|
SH
Cistein
Cys

Slika 12. Strukturne formule koriStenih aminokiselina s opisom bo¢nog lanca.
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2.7.2. Uloga aminokiselina u patolo§koj biomineralizaciji

Bubrezni kamenci, osim ve¢ spomenute anorganske komponente (tablica 3), sadrze i
organsku komponentu. Medu organskim molekulama treba istaknuti aminokiseline. U urinu
osoba koje su sklone stvaranju bubreznih kamenaca nalazi se svih 20 a-aminokiselina.
Koli¢ina 1 vrsta aminokiselina varira ovisno o bioloskim uvjetima urolitijaze. U jednom od
klinickih ispitivanja pronadeno je da se aminokiseline Gly 1 His u urinu osoba koje ne stvaraju
kamence nalaze u nesto visoj koncentraciji. Ser, Gly, Phe metabolickim putem u organizmu
mogu stvoriti oksalat, a u organskoj matrici, koja je sastavni dio svakog bubreznog kamenca
pronadeni su His i Cys.””™

Ucinak aminokiselina na talozenje hidrata kalcijevih oksalata proucavan je od strane brojnih

836 Medutim, podaci u literaturi su proturje&ni pa se tako biljezi u¢inak inhibicije

istrazivaca.
talozenja’®>, promocije talozenja pri niskim koncentracijama i inhibicije pri visokim
koncentracijama®’ te slab uinak ili njegov izostanak pri visokim koncentracijama
aminokiselina.”’ Pri tome je kod jedne skupine autora zapazeno da dodatak aminokiselina
potide stvaranje COM, a sprjeCava nastanak COT i COD’', dok kod drugih autora
aminokiseline stimuliraju stvaranje COD, a inhibiraju nastanak COM.? Zabiljezeno je da
neke aminokiseline (glutaminska kiselina, glicin, lizin) inhibiraju proces nukleacije COM,
neke druge aminokiseline (prolin, alanin, valin, asparaginska kiselina) djeluju kao njegovi
katalizatori dok serin i fenilalanin pokazuju neznatan u¢inak na nukleaciju.** Potvrdeno je
inhibicijsko djelovanje aminokiselina na rast kristala COM koje ovisi o strukturi
aminokiselina 1 povecava se s povecanjem koncentracije aminokiselina (glicin < alanin <

3336 Navedeni podaci o djelovanju

prolin < asparaginska kiselina < glutaminska kiselina).
razli¢itih aminokiselina nesumnjivo ukazuju na njihovu znacajnu ulogu u patogenezi

urolitijaze 1 namecu potrebu daljnjih istrazivanja.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
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3.1. Eksperimentalni postupci i aparature

U tablici 6 naveden je popis kemikalija p. a. Cisto¢e koristenih za pripremu taloznih sustava

kalcijeva oksalata.

Tablica 6. Naziv i kemijska formula kemikalija koriStenih u eksperimentima.

Naziv kemikalije Kemijska formula Proizvodac
kalcijev klorid dihidrat CaCl,2H,0
. Merck
natrijev oksalat Na,C,04
natrijev klorid NaCl
kalijev klorid KCl
tri natrijev citrat dihidrat Na3CsHs07-H,O
natrijev sulfat NaSOq4 Kemika
magnezijev sulfat heptahidrat MgSO4-7H,0
amonijev klorid NH4Cl
urea CH4N,0O
glicin, Gly C,HsNO;
alanin, Ala C3;H7/NO,
fenilalanin, Phe CoH1NO,
histidin, His CsHyN50O, Sigma Aldrich
cistein, Cys CsH/NO,S
serin, Ser C3;H7NO;3
asparaginska kiselina, Asp C4H7NO4

Sve koriStene aminokiseline su a-aminokiseline jer su amino i karboksilne skupine vezane za
isti, a-atom ugljika. Za pripremu otopina koriStena je deionizirana voda provodnosti manje od
0,055 uS cm’™.

Koristene aminokiseline se prema boc¢nom lancu klasificiraju u 3 skupine: nepolarne, polarne
1 nabijene (s negativno ili pozitivno naelektriziranim bo¢nim lancem). Strukturne formule 1
klasifikacija koriStenih aminokiselina prikazane su na slici 12 (vidi Literaturni pregled,
poglavlje 2.7.1).

Odabrane aminokiseline, osim po strukturi, odabrane su jer se nalaze i u sastavu urina zdravih
osoba 1 onih sklonih stvaranju bubreznih kamenaca. Gly i His se u urinu zdravih osoba nalaze
u nesto visoj koncentraciji*’, te je pretpostavka da bi mogli biti inhibitori taloZenja. Ser, Gly,
Phe metabolickim putem u organizmu mogu stvoriti oksalat. U organskoj matrici, koja je
sastavni dio svakog bubreZznog kamenca pronadeni su His 1 Cys, a poznato je da organska

komponenta kontrolira ¢itav niz procesa (nukleaciju, kemijski i mineraloski sastav,
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morfologiju 1 orijentaciju kristala anorganske faze). Phe i His su esencijalne aminokiseline
(aminokiseline koje Covjekov organizam nije u stanju sintetizirati, a nuzne su za njegovo
funkcioniranje).

Otopine CaCl, 1 Na,C,04 standardizirane su klasi¢nim analitickim volumetrijskim metodama,
tj. koncentracija kalcija odredena je titracijom sa standardnom otopinom EDTA (c¢(EDTA) =
0,1000 mol dm™), a koncentracija oksalata sa standardnom otopinom KMnOy (¢(KMnO,) =
0,0200 mol dm™).

3.1.1. Priprava kalcijeva oksalata dihidrata, COD

Kalcijev oksalat dihidrat prireden je mijeSanjem otopina CaCl, i Na,C,0O4 uz dodatak
Na3CsHs0O7. Eksperimenti su radeni pri konstantnoj pocetnoj koncentraciji, ¢; (Na,C,04) =
2,33 mmol dm> te u rasponu pocetnih koncentracija CaCl, 1 NazCeHsO7: 9,0 mmol dm> <
¢i(CaCly) < 37,3 mmol dm™ i 0 mol dm™ < ¢i(Na3CgHs07) < 9,0 mmol dm™. Omjer
koncentracija konstitucijskih iona u otopini (ci(Ca*")/ci(C2,047)) podesen je na 3,86 (niZa
pocetna prezasic¢enost, Scop = 9,37), 8,23 1 16,0 (visa pocCetna prezasi¢enost, Scop = 16,76 £
1,54).

U svim eksperimentima priprave kristalnog sjemena kalcijeva oksalata dihidrata (COD)
koristena je staklena &afa volumena 250 cm’. Eksperimenti su provedeni na sobnoj
temperaturi (23 - 25 °C). KoriStena su tri nacina mijeSanja sustava: mehanicko, magnetsko i
ultrazvuk. Mehani¢ko mijeSanje je postignuto uporabom propelera s dvije lopatice priblizne
veli¢ine oko 2 cm postavljene medusobno pod kutem od 90°. Magnetsko mijeSanje je
postignuto koriStenjem magneta duljine 20 mm 1 obloZenog teflonskim slojem. Ultrazvu¢no
mijeSanje je postignuto pomocu uredaja za ultrazvuk (Branson Sonifier 250 frekvencije 20
kHz) i sonde promjera 5 mm na vrhu (slika 14). Dubina urona sonde je bila identi¢na u svim
eksperimentima: 5 cm ispod povrSine teku¢ine. Parametar izlazne snage ultrazvuka je
postavljen na 20 % S§to je rezultiralo neto potroSnjom od 40 W (teorijski) tijekom sonikacije.
Pokusi su zapoceli ulijevanjem CaCl; otopine u otopinu Na3;CsHs0O5. Ta je smjesa tijekom 30
sekundi homogenizirana mijeSanjem (mehanicki, magnetski ili ultrazvu¢no), a potom je
otopina Na,C,04 vrlo polagano dodavana (kap po kap) u tu smjesu. Sustav je ponovno
homogeniziran mijeSanjem (mehanicki, magnetski ili ultrazvucno tijekom 30 sekundi 1 potom
ostavljen bez mijeSanja 20 minuta. Dobiveni je talog ispran malim koli¢inama deionizirane

vode kako bi se isprao suviSak Na;CsHsO7 te je potom susen u vakuumu jedan sat.
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Slika 14. Shematski prikaz aparature za ultrazvu¢no mijeSanje.

3.1.2. Spontano taloZenje kalcijeva oksalata

Eksperimenti spontanog talozenja radeni su u tri sustava koji se medusobno razlikuju po
kemijskoj kompleksnosti:

1. Jednostavan sustav: sustav sastavljen samo od konstitucijskih komponenti, kalcijevih 1
oksalatnih iona i prate¢ih iona (natrijevi i kloridni ioni)

2. NaCl sustav: sustav sastavljen od konstitucijskih komponenti, kalcijevih i oksalatnih iona, i
pratecih co-iona (natrijevi i kloridni ioni) i dodatka NaCl ¢ime je namjeStena ionska jakost na
priblizno fiziolosku vrijednost 0,3 mol dm™.

3. Sustav u umjetnom urinu: sustav sastavljen od konstitucijskih komponenti, kalcijevih i
oksalatnih iona, uz dodatak drugih komponenti koje su u vrsti i koli¢ini poput sastava realnog
urina (tablica 7). Komponente za pripravu umjetnog urina odabrane su prema Burns i
Finlayson24 referentnom umjetnom urinu (vidi Literaturni pregled, tablicu 4). Pritom,
Na,HPOj, je izostavljen iz tog sastava iz razloga $to pri uvjetima u kojima su izvedeni
eksperimenti u ovoj disertaciji (eksperimenti pri pH; = 9) dolazi do taloZenja fosfatnih soli. U
sustavima umjetnog urina nisu dodavani citratni ioni budu¢i da je iz literature poznato da oni

promoviraju nastanak jednog hidratnog oblika kalcijeva oksalata, a to je COD. Dodatak u
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sastavu umjetnog urina u istrazivanjima u ovoj disertaciji u usporedbi s Burns i Finlayson

referentnim umjetnim urinom je urea.
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Tablica 7. Kemijski sastav sustava u umjetnom urinu.

KEMIJSKI SPOJ KONCENTRACIJA/ mmol dm™

Na,SOy4 16,95
KCl1 63,70
NH,4Cl1 45,50
MgSO4-7H,0 3,85

NaCl 105,50

Urea 291,40

"U ljudi i visih primata, izIucuje se veéinom putem bubrega te je stoga dodana u sastay umjetnog urina

Pocetna pH vrijednost, pH;, podesena je dodatkom standardiziranih otopina HCI i/ili NaOH na
pHi =51 pH;=9 te je stoga koncentracija NH4CI podeSena na 45,50 mmol dm>.

U svim sustavima koncentracija kalcija i oksalata izrazena je u mmol dm™ 'te je varirana u
girokom podrugju: 2,0 mmol dm™ < ¢(Ca*") < 10 mmol dm™ i 0,6 mmol dm™ < ¢(C,04%) <
8,0 mmol dm™. Ovim koncentracijskim podru&jem obuhvaéeni su uvjeti hiperoksalurije’*>" u
kojima mogu nastati bubrezni kamenci. Za detaljnije proucavanje utjecaja aminokiselina na
spontano talozenje kalcijeva oksalata u uvjetima primarne hiperoksalurije odabran je sustav
c(Ca®™) = 7.5 mmol dm> i ¢(C,04) = 6,0 mmol dm™. Koncentracija dodavanih
aminokiselina u svim sustavima je 30 mmol dm".

Svi eksperimenti spontanog talozenja izvedeni su u staklenoj reakcijskoj posudi volumena
400 mL 1 dvostrukih stijenki pri temperaturi 37 °C, odrzavanoj pomocu proto¢nog termostata
(slika 13). Posuda je zatvorena pomocu ¢epa od teflona, a sustavi su mijeSani brzinom 400 -
420 okr/min pomoc¢u magnetskog mjeSaca obloZzenog teflonskim slojem (5 cm duljine 1 0,5
cm $irine). Eksperimenti spontanog taloZenja izvedeni su mijeSanjem 200 cm’® oksalatne (ili
oksalat-NaCl ili oksalat-umjetni urin) otopine i 200 cm’ kalcijeve (ili kalcij-NaCl ili kalcij-
umjetni urin) otopine, pri ¢emu je kalcijeva otopina na dnu reakcijske posude, a oksalatna
otopina se u nju ulijeva. Odgovaraju¢a koncentracija navedenih aminokiselina dodana je

uvijek u oksalatnu otopinu prije mijesanja s kalcijevom otopinom.

1 .. e . vy - . . “ . .- -1 -1
Koncentracija kalcija i oksalata u bioloskim sustavima izrazava se na nekoliko na¢ina: mmol, mmol mol™ Cr
ili mmol/24-sata, medutim prema SI sustavu se ta koncentracija izrazava u mmol dm™ ili mol dm™
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Slika 13. Shematski prikaz aparature za spontano taloZenje kalcijeva oksalata.

Napredovanje reakcije praceno je mjerenjem pH otopine kombiniranom staklenom/kalomel
elektrodom (HI1131) koja je povezana s digitalnim pH-metrom HANNA HI 5522 spojenim
na racunalo. Po uspostavljanju priblizno stalne vrijednosti pH, eksperiment je zaustavljen,
suspenzija filtrirana kroz membranski filter (Millipore) veli¢ine pora 0,22 pum, a dobiveni
talog ispran malim koli¢inama deionizirane vode te suSen tijekom jednog sata pomocu

vakuum pumpe.

3.2. Eksperimentalne metode

Za karakterizaciju kristalnog sjemena kalcij oksalat dihidrata i spontano istaloZenih kalcijevih
oksalata koriStene su slijede¢e metode: FT-IR spektroskopija, rentgenska difrakcijska analiza
praha (PXRD), termogravimetrijska analiza (TG), mjerenje specificne povrSine (analiza
B.E.T. metodom), mjerenje raspodjele broja i velicine Cestica (elektroni¢ko brojilo Cestica,
Coulter Counter, CC), elektrokineticka mjerenja te opticka (OM) i pretrazna elektronska
mikroskopija (SEM). IR spektri snimljeni su pomoc¢u Shimadzu FTIR 8400S spektrometra u
valnom podrugju od 400 do 4000 cm™ (rezolucija: 4 cm™) DRS tehnikom. Analizirani su
spojevi u ¢vrstom stanju, za snimanje na FT-IR spektrometru koristena je DRIFT (eng. diffuse
reflectance infrared Fourier transform) tehnika. Priblizno 1 mg krutog uzoraka pomijesan je s
100 mg KBr. Za snimanje spektara i obradu podataka koriSten je racunalni program IR
Solution 1.30. Dobiveni rezultati FT-IR spektroskopije usporedivali su se sa standardnim

spektrima prikazani u dodatku 8.1.
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Rentgenska difrakcijska analiza provedena je na dva instrumenta:

a) PANanalytical X PertPRO difraktometar. KoriSteno je Cu Ka zracenje pri 295 K i Bragg -
Brentano geometrijom s X’Celerator detektorom. Mjerno podrucje bilo je 260 = 10 - 60° s
korakom 0,02°. PANalytical HighScore Plus softver je koriSten za analizu podataka.

b) Rigaku Ultima IV Multipurpose difraktometra (Cu Ka zracenje, Ni filter, 5° Soller prorez i
proporcionalni brojac) u Bragg - Brentano geometriji. Mjerno podrucje bilo je 26 = 10 - 60 s
korakom 0,02°. Podaci su obradeni na softveru Rigaku (PDXL 2).

Za analizu difrakcijskih slika koriStena je baza podataka International Centre for Diffraction
Data (ICDD Powder Diffraction File), Joint Committee on Powder Diffraction Standards
(JCPDS). Kiristalne faze i veli¢ina kristalita odredene su usporedbom polozaja i intenziteta
difrakcijskih maksimuma u rentgenskim difraktogramima uzoraka (Debye-Scherrer metoda) s
podacima iz baze podataka pomocu Rigaku (PDXL 2) softvera. COM je usporeden s karticom
broj 20-231 i/ili karticom broj 14-768, COD s karticom broj 17-541, a COT s karticom broj
20-232. Kvantitativno odredivanje faza odredeno je metodom referentnog intenziteta (RIR).
Dobiveni rezultati rentgenske difrakcijske analize usporedivali su se sa standardnim podacima
prikazani u dodatku 8.3.

TG analiza provedena je na dva instrumenta jednakom metodom: Mettler Toledo System 1 i
Mettler TG 50 termalnoj vagi s TC 11 TA procesorom. Uzorci su ispitivani u atmosferi

3 1 S .|
, s korakom snimanja 5 °C min~ u

kisika, uz brzinu protoka plina 200 cm’ min
temperaturnom podrucju od 30 do 300 °C. Rezultati su obradeni pomocu racunalnog
programa STARe Software 10.0.”” Dobiveni rezultati termogravimetrijske analize
usporedivali su se sa standardnim podacima prikazani u dodatku 8.2.

Specifi¢na povrSina dobivenih taloga je odredena B.E.T. metodom. Za mjerenja je korisSten
uredaj Gemini 2380 proizvodaca Micromeritics. Preciznost uredaja je + 0,5 %. Kao adsorbat
koriSten je dusSik pri temperaturi tekuceg dusika.

Broj 1 raspodjela veli¢ine kristala odredeni su elektronickim brojilom cestica (Coulter
Multisizer II). Uzorci (m = 2-3 mg) su za potrebe mjerenja resuspendirani u 0,1 mol dm™
CaCl, otopini. KoriStene su mjerne cjevéice otvora 50 um i 100 um koje su prethodno
kalibrirane standardnim monodisperznim lateksnim kuglicama odgovarajuc¢ih dimenzija.
Elektrokineti¢ka svojstva kristalnog sjemena COD su odredena koriStenjem uredaja ZetaPlus
instrument (Brookhaven Instruments Corporation). Uzorci osusenog COD (m = 10,0 mg) su
resuspendirani u 10 cm® otopini 6,0 mmol dm™> Na,C,0,4. U sustavima u koje su dodavane
aminokiseline, koncentracija aminokiseline varirala je u rasponu: 3,5 mmol dm™ < ¢;(His) <

50,0 mmol dm i ¢(Gly, Ala, Phe, Ser) = 10,0 mmol dm . pH otopine Na,C,0; je podesen u
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rasponu 3,0 < pH < 10,0 dodatkom H,C,0O4 ili NaOH. Suspenzije su homogenizirane 30
sekundi u ultrazvucnoj kupelji. Homogenizirane suspenzije su prije mjerenja zeta potencijala
kontinuirano mijesane konstantnom brzinom pomocu magnetske mijesalice. Sva su mjerenja
provedena na sobnoj temperaturi i ponovljena su tri puta.

Za vizualnu identifikaciju taloga te za utvrdivanje morfolosSkih svojstava istalozenih faza,
koriSteni su svjetlosni mikroskop (Orthoplan photographic microscope, E. Leitz, Wetzlar) i
pretrazni elektronski mikroskop, SEM (FESEM, JEOL JSM-7000F). Kako bi se uzorci mogli
proucavati pretraznom elektronskom mikroskopijom, malo suhog uzorka je bez dodatnog
tretiranja (naparavanje zlatom) stavljeno na ugljikovu traku fiksiranu na aluminijski nosac.
Ukupna koncentracija citrata, u uzorcima sinteze COD, mjerena je metodom ionske

kromatografije (Dionex ICS-1100).

3.3. Obrada eksperimentalnih podataka

Racunanje sastava otopine kalcijeva oksalata i prezasienosti temeljeno je na poznatim
pocetnim parametrima: pocetni pH sustava, pH; pocetne koncentracije reaktanata (CaCl, i
Na,C,04) 1 pocetne koncentracije dodanih aditiva. Prezasi¢enost je izracunata pomocu
racunalnog programa VMINTEQ 3.1 (dostupnog na https://vminteq.lwr.kth.se/).

Pocetna prezasicenost sustava, Sj, izraCunata je na temelju aktiviteta Ca’' i C2042' iona te

termodinamickog produkta topljivosti:
Si = (a(Ca™)-a(C,047) / Ki,°)' (8)

U eksperimentima spontanog taloZenja prezasic¢enost je izraZzena kao prezasi¢enost u odnosu
na COM, Scom, a u raCunima je koriSten Ky, (COM). U eksperimentima sinteze kalcijeva
oksalata dihidrata prezasicenost je izrazena kao prezasi¢enost u odnosu na COD, Scop, a u
racunima je koriSten K, (COD). Vrijednosti termodinamickih produkata topljivosti dani su u

tablici 1.
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4. REZULTATI I RASPRAVA
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4.1. Priprava kalcijeva oksalata dihidrata, COD

U cilju talozenja Cistog kalcijeva oksalata dihidrata, u ovom radu su primjenjena tri razlicita
nacina mijesSanja taloznog sustava: mehanicko mijeSanje (meh), magnetsko mijeSanje (mag) i
mijesanje putem djelovanja ultrazvuka (uzv). Za svaki nacin mijeSanja, variran je omjer
koncentracije kalcija i oksalata, ¢(Ca®")/c(C204%) kao jedan od najvaznijih parametara u
procesu talozenja kalcijevih oksalata. Omjer koncentracije konstitutivnih iona u otopini,
(ci(Ca®")/ci(C,04%) podesen je na 3,86 (niZa podetna prezasi¢enost, Scop = 9,37), 8,23 ili
16,00 (visa pocetna prezasi¢enost, Scop = 16,76 £ 1,54). U urinu osoba koje nisu sklone

stvaranju kamenaca, omjer c(Ca*")/c(C,045) je veci od 5,136

U ovom istrazivanju, ispitan je
$iri omjer ¢(Ca®")/c(C,04%) kako bi se obuhvatilo stanje urina kod pacijenata koji pate od
hiperoksalurije ili urin tipian za pacijente s hiperkalciurijom.

Racunanje sastava otopine kalcijeva oksalata i prezasienosti temeljeno je na poznatim
pocetnim parametrima: pocetni pH sustava, pH; i pocetne koncentracije reaktanata (CaCl, i
Nay,C,04) i citrata, a detaljnije je pojasnjeno u Eksperimentalnom dijelu (vidi poglavlje 3.3).
Dobiveni rezultati FT-IR, TG 1 PXRD analiza usporedivani su sa standardima COM i COD
prikazanih u dodatku 8.1, 8.2 1 8.3.

U tablici 8 su prikazani rezultati taloZzenja za varirane eksperimentalne parametre. Maseni
udjeli COD u uzorcima odredeni su termogravimetrijskom i rentgenskom difrakcijskom
analizom.

U svim eksperimentima u sustave je dodavan natrijev citrat, c(citrat) = 9,0 mmol dm>. U
preliminarno istrazenim sustavima bez dodatka citrata, istalozio je samo COM bez primjese
COD. U literaturi je opisano da prisutnost citrata pogoduje talozenju COD kristala.'>'*'%
Osim prisutnosti citratnih iona pokazano je da taloZzenju COD pogoduje visok omjer kalcija u

1217 visoka ionska jakost'”, poviSena temperatura.

odnosu na oksalate
Kao S§to je vidljivo iz tablice 8, pri viSim omjerima koncentracije kalcija 1 oksalata,
c(Ca*)/e(C,047) = 8,23 1 ¢(Ca®)/c(C,047) = 16,00, istalozio je 100 % COD bez obzira na
nacin mijeSanja (izuzetak su 85 i 93 % COD uz mehanicko mijeSanje). To opaZanje je u
skladu s literaturnim spoznajama. Dominantni ucinak tipa mijeSanja na fazni sastav taloga
opazen je pri najmanjem omjeru, ¢(Ca”>")/c(C204>) = 3,86. Pri mehani¢kom i magnetskom
mijeSanju talozi COD u smjesi s COM (sadrzaj COD u ovim sustavima iznosio je 75-76 %;

tablica 8).

Tablica 8. Eksperimentalni parametri: nac¢in mijeSanja (uzv - mijeSanje putem djelovanja
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ultrazvuka, mag - magnetsko mijesanje, meh - mehanicko mijeSanje) i omjer koncentracije
kalcija i oksalata, c(Ca?")/e(CL04%). Rezultati eksperimenata: (w - maseni udio COD).

Tip mijeSanja c(Ca*")/c(CL04Y) w (COD)/ %
meh 76
mag 3,86 75
uzv 100
meh 85
mag 8,23 100
uzv 100
meh 93
mag 16,00 100
uzv 100

Rezultati termogravimetrijske analize navedenih sustava mogu se vidjeti u tablici 9.

Tablica 9. Rezultati termogravimetrijske analize taloga izoliranog u eksperimenatima pri
c(Ca2+)/c(CzO42') = 3,86 () — poCetna temperatura, fp, — temperatura maksimuma, #. —
temperatura zavrSetka, Am — gubitak mase)

Tip mijeSanja | #o/ °C | tmax/ °C t/ °C Am/ mg Am/ %
meh 94,31 140,92 | 192,96 1,02 19,05
mag 112,84 | 144,22 | 190,83 0,95 18,13
uzv 79,25 | 161,54 | 204,81 1,14 22,09

Teoretski gubitak mase za kristalnu vodu u ¢istom COM je 12,33 %, a u ¢istom COD je 21,96
%. Rezultati termogravimetrijske analize uzoraka pripravljenih u meh, mag i uzv sustavu pri
c(Ca*)/e(C,047) = 3,86 ukazuju na to da se gubitak mase dogodio tijekom samo jednog
koraka (tablica 9).'3*'4°

COM
COD

CaC204 -1 HQO - CaC204 + HQO
CaC,04 - 2 H,0O = CaC,04 +2 H,0
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U uzv sustavu ukupni gubitak mase iznosio je 22,09 %, Sto odgovara gubitku dvije molekule

vode iz COD, dok su uzorci u meh i mag sustavima izgubili oko 19,05 % i 18,13 %, Sto

ukazuje na smjesu COD

1 COM.

Na slici 15 prikazani su rentgenski difraktogrami (a) 1 FTIR spektri (b) taloga pripravljenih pri
omjeru ¢(Ca?")/c(C,047) = 3,86.
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Slika 15. Analiza uzoraka u mag, meh i uzv sustavu pri ¢(Ca”")/c(C,047) = 3,86:
a) rentgenski difraktogrami; Difraktogram prikazan zelenom bojom je od uzorka
priredenog u meh sustavu, plavi u mag (crvenim Millerovim indeksima oznaeni su
difrakcijski maksimumi od COD, a crnim od COM) a crveni u uzv i b) FT-IR spektri
(prikazan je i standard COM s oznacenim karakteristicnim transmisijskim vrpcama).
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Na slici 15a, u difraktogramima uzoraka pripravljenih u sustavima mijeSanim meh i mag
putem izrazeni su difrakcijski maksimumi pri d = 0,618, 0,442, 0,277, 0,241, 0,224, 0,212,
0,196 i 0,190 nm koji su dodijeljeni {200}, {211}, {411}, {103}, {213}, {530}, {611} i
{413} ravninama COD kristala (JCPDS broj kartice 17-541) 1 difrakcijski maksimumi pri d =
0,593, 0,365, 0,296, 0,249 i 0,235 nm, koji su dodijeljeni {100}, {040}, {200}, {223} i {123
ravninama COM kristala (JCPDS broj kartice 20-231)."*!' U FT-IR spektrima su izrazene
vrpce karakteristicne za COM 1 COD (slika 15b). Prema literaturi, asimetri¢no karbonilno
istezanje u oksalatima (v,s(COO")) za COM pojavljuje se pri 1618 cm™, a za COD pri 1648

-1 141

cm Simetri¢no karbonilno istezanje 1 metal-karbonilno istezanje vy(COO’) ima

apsorpcijsku vrpeu pri 1317 cm™ za COM dok je za COD ona pomaknuta na 1329 cm™.>*'**
4 Pomak od 1317 cm™ na 1329 cm™ i pomak od 1618 na 1648 cm™ ovisi o udjelu COM i
COD u smjesi. FT-IR spektar kalcijeva oksalata ima vrpce pri 1632 em” i 1321 em’, za
uzorak sintetiziran u sustavu uz magnetsko mijesanje, te pri 1626 cm™ i 1323 cm™ za uzorak iz
sustava s mehani¢kim mije$anjem. U podru&ju od 400 — 1000 cm™, sva tri sustava (mag, meh
1 uzv) pokazuju apsorpcijske vrpce pri 914 cm™, §to ukazuje na prisutnost COD u uzorcima.
U tom podruéju, za mag i meh sustav vidljive su vrpce karakteristine za COM: 948 cm™ ! ili
941 cm™ ' i vrlo ostra vrpca pri 783 cm™ ili 781 cm™.'*! Iz standardnog COM spektra u
vibracijskom podrugju iznad 3000 cm™ (slika 15b) vidljivo je da &isti COM pokazuje &etiri
ostre vrpce (3481, 3331, 3240 i 3061 cm™) koje se odnose na asimetri¢no i simetri¢no
istezanje koordiniranih molekula vode."""*! Uzorak ¢istog COD (slika 15b uzorak iz uzv
sustava) u tom podrucju pokazuje jednu Siroku vrpcu. Rentgenski difraktogram istog uzorka
sadrzi samo linije karakteristicne za COD (slika 15a crveno obojen difraktogram).

Pri vi§im omjerima, ¢(Ca>")/c(C,04%) = 8,23 i ¢(Ca’")/c(C2047) = 16,00, 100 % COD je
istaloZio u mag i uzv sustavu dok je u meh sustavu istaloZio s udjelom 85 1 93 % COD. Druga
istraZzivanja taloZenja u mehaniC¢ko mijeSanim sustavima s razli¢itim koncentracijama
reaktanata 1 pri razliitim temperaturama takoder su rezultirala talozenjem COD u smjesi s
COM."

Rentgenogrami COD istalozenog u uzv sustavu i pri svim omjerima c(Ca2+)/c(C2042')
prikazani su na slici 16. U rentgenogramima su oznacene difrakcijske linije karakteristicne za

COD (JCPDS broj kartice 17-541)."*! Osim linija COD nema drugih linija §to ukazuje na to
da su uzorci 100 % COD.
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Slika 16. Rentgenogrami uzoraka pripravljenih u uzv sustavu pri omjerima
c(Ca™)/c(C,047) = 3,86 (gore), 8,23 (sredina), i 16,00 (dolje). Oznaceni su Millerovi
indeksi difrakcijskih linija za COD (prema JCPDS broj kartici 17-541).

U literaturi su prikazani rezultati istrazivanja utjecaja koncentracije reaktanata, temperature,

13,38,59,145,146 o
2527 Dobivent

nacina i brzine mijeSanja (ili nemijeSanja) na veli¢inu COD Kkristala.
rezultati ukazuju na to da COD ima vrlo nizak stupanj nukleacije 1 da nastaje u nemijeSanom
sustavu, ali samo nakon duZeg indukcijskog perioda.'” Brown i suradnici'® utvrdili su da je
talozenje COD vjerojatnije na 22 °C nego na 37 °C, te je favorizirano omjerom
c(Ca)/c(CL047) > 4. Doherty 1 suradnici'® pripremili su COD u prisutnosti citratnih iona u

sustavu mijeSanom s magnetskom mijeSalicom 1 omjerom koncentracije konstituentnih iona u

otopini, ¢(Ca*")/c(C,047) = 8.

4.1.1. Morfologija kristala kalcijeva oksalata dihidrata

Morfologija istalozenih COD kristala u mag, meh i uzv sustavu pri omjeru ¢(Ca>")/c(C,04)
= 3,86 prikazana je na slici 17.

Iz SEM slika mag i meh sustava vidljivo je da je COD u tim sustavima istalozio u kristalima
oblika tetragonalne bipiramide, prosjecne veli¢ine oko 10 pum s vrlo oStrim rubovima (slika
17a, b). Ploha (101) tetragonalne bipiramide izgleda relativno grubo. U meh sustavu rubovi 1
kutevi (101) plohe su djelomi¢no polomljeni, najvjerojatnije u sudaranju s mehani¢kim
propelerom. Tip mijeSanja utjee i na COM morfologiju kod mag i meh sustava. U meh
sustavu COM taloZi u obliku tetraedarskih kristala (1-2 um) koji ¢ine agregate (slika 17a) dok
u mag sustavu talozi u obliku vrlo malih (500 nm) sferi¢nih kristalita (slika 17b). U uzv

sustavu promijenjen je habitus COD kristala, te taloZi u obliku tetragonalne bipiramide s
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prizmom (slika 17¢, vidi Literaturni pregled, slika 5). Kristali dobiveni u uzv sustavu, u

usporedbi s ostala dva sustava, imaju glade plohe, te zaobljene bridove i kuteve.

Slika 17. Ucinak razli¢itih nacina mijeSanja na COD morfologiju u sustavima pri
omjeru ¢(Ca?")/c(C,047) = 3,86: a) meh, b) mag, ¢) uzv.

Omijer ¢(Ca*")/c(C,047) pokazuje znalajni efekt na veliGinu COD kristala i njihovu
morfologiju. Slika 18 pokazuje SEM slike COD kristala pripravljenih u uzv sustavu s
poveéanjem omjera c(Ca>")/c(C,047). Kao 3to je veé prikazano, pri najnizem omjeru,
c(Ca*)/e(C,04) = 3,86, u uzv sustavu COD taloZi u obliku uniformnih tetragonalnih
bipiramida s prizmama veli¢ine 4 pm (slika 18a). Pri viSim omjerima, kristali su veli¢ine od
1-7 pum (slika 18b). Osim u promjeni veli¢ine, zamijeena je i znaCajna promjena u
morfologiji COD kristala. Pri viSem omjeru plohe su vrlo zaobljene. Takoder se zamjecuju 1
sraslaci. Pri najvisem omjeru ¢(Ca®")/c(C,047) = 16,00, COD kristali su vrlo mali, agregirani
i nepravilnog oblika (slika 18c). Efekti smanjenja veli¢ine kristala s poviSenjem
¢(Ca*)/c(C,047) omjera, odnosno poveéanjem prezasi¢enosti, zabiljeZeni su i pri mag i meh

mijeSanju (vidi dodatak 8.4).

Slika 18. Utjecaj razli¢itih omjera ¢(Ca>")/c(C,047) na veli¢inu i morfologiju COD u
uzv sustavu: a) 3,86, b) 8,23, ¢) 16,00.
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Ovi rezultati su originalni doprinos ovog doktorskog rada buduci da u literaturi do sad nije
zabiljezeno da specifi¢na promjena tipa mijeSanja sustava, t.j. uporaba ultrazvuka uzrokuje
morfoloske promjene COD kristala iz tetragonalne bipiramide (mag i meh mijeSanje) u

tetragonalnu bipiramidu s prizmom (uzv mijeSanje). Ultrazvu¢no zraCenje prethodno je

67,147-149

koriSteno za pripremu Sirokog raspona krutih materijala , 1o, prema nasem saznanju,

nema podataka o njegovoj primjeni u talozenju kalcijeva oksalata. Uporaba ultrazvuka u
kemijskim procesima primjenjuje ultrazvucne valove u rasponu od 16 do 100 kHz, a energija
se isporucuje u sustav formiranjem malih Supljina ili mikro-mjehuric¢a koji se brzo raspadaju.

Skup mikro-mjehuri¢a stvara visoke lokalne temperature i tlakove, kao i velike sile

0

. .1 .. . eV . . . . ..
smicanja.””® Slijedom navedenog ultrazvuéno mijeSanje moZe ubrzati ili usporiti

v+ 151.152 - ce . ey . .. .
taloZzenje > ”* 1 promijeniti veli¢inu i morfologiju kristala.

12,13,59,109

153,154

Mnogi autori sugeriraju da je priprema COD, bez prisustva drugih hidrata, teSka 1
moze biti ozbiljna prepreka za postizanje pouzdanih kristalizacijskih podataka. Neki autori su
zakljucili da suviSak kalcijevih iona moze promovirati adsorpciju polimera na COD Sto

155

uzrokuje izduZenje (100) plohe. ”” Drugi autori su zabiljezili da prisutnost nekih aditiva

(dvostruko hidrofilni kopolimer'*

, oligo(L-glutaminska kiselina)'*®, negativno nabijene
molekule SDS''’, makromolekule s anionskom stranom lanca (poliakrilati®')) favoriziraju
stvaranje COD s izduzenom (100) plohom. Ovaj fenomen rezultira stvaranjem tetragonalne
bipiramide s prizmom koja je izduzena u [001] smjeru. Na temelju gustoce ione u COD
strukturi, {100} ravnine imaju mnogo visu gusto¢u kalcijevih iona (0,04395 iona/ A%) nego
{101} ravnine (0,0213 iona/ A%)"’, §to ukazuje na moguénost veée adsorpcije anionskih
surfaktanata. 1z svega slijedi da je priprava dobro definiranog kristalnog sjemena COD poput
ovog u okviru ove doktorske disertacije osnova za daljnje eksperimente kristalnog rasta uz

dodatak razli¢itih aditiva kao dobar in vitro model za proucavanje ucinaka potencijalnih

inhibitora na stvaranje bubreznih kamenaca.

4.1.2. Utjecaj citratnih iona na taloZenje Kkalcijeva oksalata dihidrata

Za istrazivanje utjecaja citratnih iona na talozenje COD odabran je sustav s mijeSanjem
pomocu ultrazvucnog zracenja (uzv sustav) u kojem COD talozi kao dominantna faza bez
prisustva drugih faza i koji je dobro definiranog habitusa. U odabranom sustavu omjer
kalcijevih i oksalatnih iona je ¢(Ca®")/c(C,04%) = 3,86, a koncentracija citratnih iona varirana
je u podrugju: 0 mmol dm™ < ¢ (citrat) < 9,0 mmol dm™. Rezultati ovih istraZivanja su

pokazali da u sustavu bez citrata talozi samo COM, §to se podudara s literaturnim
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podacima.'*'*!'” Talozenje &istog COM u odsutnosti citrata potvrdeno je SEM, PXRD, TG i
FT-IR analizama (vidi dodatak 8.1.1, 8.2.1 i 8.3.1). Nakon dodatka 1,0 mmol dm’ citrata,
talozi COM u smjesi s COD (76 %) (slika 19). S povecanjem koncentracije citrata udio COD
se povecava 1 100 % istalozenog COD zabiljezeno je pri koncentraciji c(citrat) > 3,0 mmol
dm™ (slika 19). Rezultati TG, PXRD i FT-IR analiza uzorka COD pripravljenog pri najvec¢oj

koncentraciji citrata prezentirani su u tablici 9 i slici 15a i b.

100 o169 o169 160 100
90

80
70
60
50
40
30
20
10

w (COD) /%

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01
c(citrat)/ mol dm

Slika 19. Utjecaj koncentracije citrata na udio istalozenog COD u uzv sustavu
c(La c(LoVUyg ) = 5,060.
Ca>")/e(CL047) = 3,86

Na slici 20 je prikazana morfologija kristala dobivenih u eksperimentima ispitivanja utjecaja
citratnih iona. Slika 20a odgovara sustavu bez dodatka citratnih iona. U tom sustavu talozi
samo COM nepravilne morfologije 1 visoke heterogenosti u veli€ini kristala. Dodatkom 1,0
mmol dm™ citrata, COM kristali poprimaju pravilniju plo¢astu strukturu, a pojavljuju se i
Hflower like* COD kristali (slika 20b). Morfologija COD kristala znac¢ajno se mijenja s
povecanjem koncentracije citrata od nepravilnih tetragonalnih bipiramida s prizmom (slika
20c, d, e) do pravilnih, lijepo formiranih tetragonalnih bipiramida s prizmom s dobro
vidljivom (100) plohom (slika 20f). Veli¢ina tih formiranih kristala COD krece se u rasponu
od 4-6 um (slika 21), a specifi¢na povrsina je 1,8 m?/g.

Ovakvi rezultati istraZivanja utjecaja koncentracije citrata u skladu su s literaturnim podacima
koji pokazuju da poviSenje koncentracije karboksilnih kiselina inhibira nastajanje COM i

28,155,158 Soli

rezultira taloZzenjem COD. limunske kiseline, citrati, se ve¢ dugo koriste za

106

sprecavanje urolitijaze. ~ Pri tome je inhibicija nukleacije kalcijevih oksalata citratnim

ionima povezana s njihovim visokim afinitetom kompleksiranja za Ca®" i time sniZzavanjem
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. ., . . 1 . . .. .. e . . .. ,
relativne prezasicenosti urina.'”’ Nadalje, citratni ioni inhibiraju rast i agregaciju veé
60

. . . . .. .. . v 1
formiranih kristala, jakom adsorpcijom na njihovim povr§inama.

Slika 20. Utjecaj koncentracije citrata na morfologiju COD u uzv sustavu
c(Ca®")/c(CL04%) = 3,86, (citrat)/ mmol dm™: a) 0,0 b) 1,0 ¢) 3,0 d) 5,0 €) 7,0 £) 9,0.

10,0
8,0
X
~
s 6,0
4,0
2,0
0,0 ‘ o ‘ A ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30 35 40
d/pm

Slika 21. Raspodjela veli¢ine COD &estica istalozenih u uzv sustavu ¢(Ca”")/c(C,047)
= 3,86 i ¢(citrat) = 9,0 mmol dm”.
Citratni ioni ne djeluju jednostavno samo kao kompleksiraju¢i agensi, koji smanjuju
prezasi¢enost, nego vjerojatno specifi¢no djeluju zajedno s odredenim ¢vrstim fazama, bilo
inhibirajuéi ili promovirajuéi nukleaciju ili kristalni rast."> Treba naglasiti da je u taloznim
sustavima u kojima je otopina u pocetku prezasi¢ena s obzirom na nekoliko krutih faza

(polimorfni ili hidratni), nukleacija manje stabilnih modifikacija kineti¢ki favorizirana.
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Racunalno modeliranje potvrduje strukturno podudaranje izmedu molekula di- ili
trikarboksilnih kiselina i razmaka kalcija u kristalnoj reSetki COM. Zapravo, smatra se da je
afinitet vezanja ovih kiselina rezultat njihove sposobnosti da usvoje konformacije u kojima

dvije ili vide karboksilnih skupina mogu stupiti u interakciju s povr§inom kristala COM.*®

4.1.3. Elektrokineticka mjerenja kalcijeva okalata dihidrata

Pregled literature pokazuje da je nekoliko studija dostupno u vezi s mjerenjem zeta
potencijala kalcijeva oksalata.””!!'%!*>1¢1116 Oyj rezultati se ne mogu lako medusobno
usporedivati jer vrijednost zeta potencijala jako ovisi o vrsti otopine, pH, ionskoj jakosti,
koncentraciji Cestica i svojstvima same cCestice. Iste Cestice mogu pokazivati razliCite zeta
potencijale u razli¢itim eksperimentalnim uvjetima. Rezultati mjerenja zeta potencijala u
ovom radu doprinos su literaturnim podacima s obzirom na utjecaj pH, a primarno su baza za
istraZivanja interakcija aminokiselina s COD.
Elektrokineticki (zeta, {) potencijal je parametar kojim se procjenjuje intenzitet uzajamnog
odbijanja ili privlacenja medu Cesticama. Kada cestice posjeduju vecu gustocu povrsinskog
naboja (veca apsolutna vrijednost zeta potencijala), one slabije agregiraju zbog visokog
elektrostatskog odbijanja i stabilnosti, i obratno.'®¢'%
Veli¢ina zeta potencijala pokazuje stupanj elektrostatskog odbijanja ili privlacenje izmedu
nabijenih Cestica i to je jedan od vaznih osnovnih parametara koji utjecu na stabilnost Cestica
u otopini. Zeta potencijal moze odrazavati vrstu i koli¢inu naboja na povrSini Cestica.
Preliminarnim mjerenjima zeta potencijala COD u okviru ove disertacije odredeno je
da se u 30 minuti dostize maksimum adsorpcije te je to vrijeme dalje koriSteno za sva
mjerenja pri razlicitim pH 1 razli¢itim koncentracijama aminokiselina. Na slici 22 je prikazana
ovisnost (-potencijala COD dispergiranog u 6,0 mmol dm™ otopini Na,C,0;, o pH. Mjerenja
su provedena na morfoloSki dobro definiranom kristalnom sjemenu COD pripravljenom u uzv
sustavu s omjerom c¢(Ca’")/c(C2047) = 3,86 i c(citrat) = 9,0 mmol dm™. Ionskom
kromatografijom je nadeno da nema adsorbiranog/ugradenog citrata u COD. Mjerenja
ukazuju da je za modelni sustav, bez aditiva, u cijelom istrazivanom pH podrucju (3,0 < pH <
10,0), {-potencijal bio negativan. U literaturi se negativni naboj na povrSini COD kristala
objasnjava putem {100} 1 {011} ravnina. Iz literature je poznato da bi {100} ravnina trebala
biti pozitivnija od {011} ravnine zbog viseg omjera Ca*"/C,0,4” po jedinici povrsine. Dakle,
veca povrsina {100} ravnine ukazuje na nizu gusto¢u negativnog naboja kristalne povrSine i

niZi apsolutni zeta potencijal.''® S promjenom pH otopine, negativni zeta potencijal smanjuje
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se od -2,4 £ 1,98 mV do -23,9 £ 0,60 mV u podrucju 3,0 < pH < 6,5. Oksalna kiselina je jaka
kiselina koja disocira u dva stupnja (jednadzba 9 i 10). U ovom rasponu pH, oksalna kiselina
je u obliku HC,04 i C,0,4% iona (slika 23). Kod pH = 6,5 zeta potencijal je dostigao
maksimalnu negativnu vrijednost (-23,9 = 0,60 mV), koja se tek neznatno mijenja kada se pH
poveca na pH = 10 (-26,8 = 0,78 mV). U navedenom pH rasponu C,04” je dominantni ionski
oblik oksalata u otopini (slika 23) koji se specificno adsorbira na povrsinu i doprinosi veéim

negativnim vrijednostima zeta potencijala.

0,0

5,0
-10,0 %
15,0

-20,0 = “

25,0 * } *Bez AA

& mV

-30,0
2,5 3,5 4,5 55 6,5 75 8,5 8.5 10,5

pH

Slika 22. {-potencijal kristalnog sjemena COD u ovisnosti o pH; COD pripravljen u
uzv sustavu s omjerom c(Ca™)/c(CL04%) = 3,86 i c(citrat) = 9,0 mmol dm™.

H,C,04 — H+ +HGC,04 (9)
HC,04  — H + C,04 * (10)

Slika 23. Distribucijski dijagram oksalne kiseline. U izraunu su koriStene pK; =
1,27, pK> = 4,27 vrijednosti konstanti ravnoteze disocijacije.

Elektrokineticka mjerenja pripremljenog kristalnog sjemena COD napravljena su i uz
prisustvo aminokiselina. Na slici 24 prikazan je utjecaj aminokiselina (Ala, Phe, Ser i Gly)
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koje se razlikuju po bo¢nim lancima (vidi Literaturni pregled, poglavlje 2.7.1, slika 12) na {-

potencijal pri razli¢itim pH vrijednostima (4 < pH < 10).
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® Gly 10 mmol dm?
¢ Bez AA

Slika 24. {(-potencijal kristalnog sjemena COD dispergiranog u otopini Bez AA 1 u
otopini uz dodatak 10,0 mmol dm™: a) Ala, b) Phe, ¢) Ser i d) Gly, kao funkcija pH.
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Ala, Phe, Ser i Gly u pH podrucju od 4 do 8 prevladavaju u obliku zwitter-iona. Pretpostavka
je da se amino dio zwitter-iona svih AA veze na C,04% ione, a karboksilni dio zwitter-iona
veZe na Ca’" ione na povrsini COD kristala te se (-potencijal neznatno mijenja. Iznad pH > 8
deprotonira se 1 amino skupina tih AA te su navedene AA u anionskoj formi (vidi Literaturni
pregled, tablica 5). Iz slike 24 vidljivo je da je pri pH = 10 promjena {-potencijala izrazena
prema slijedu: Gly > Ser > Ala > Phe.

AA se adsorbiraju najvjerojatnije elektrostatskim interakcijama svojih amino i1 karboksilnih
skupina na C,04> i Ca’" ione na povrsini COD, a najveéi efekt imaju polarne AA Gly i Ser pri
pH = 10. Dobiveni rezultati mogu ukazivati na ¢injenicu da je dodatkom Gly i1 Ser doslo do
stvaranja dodatnih vodikovih veza izmedu boc¢nih lanca Gly (-H) i Ser (-OH) s povr§inom
COD.

Na slici 25 prikazan je utjecaj koncentracije His na promjenu {-potencijala pri pH 4, 61 10.

0
5
T & $ N I
-10 & =
= 2 T
-15 = o
20 & = @ His pH=10
E 4
05 His pH=6
e - i
-30 @ £ His pH=4
-35 ¢ —e— pH=4Bez AA
-40 =—4— pH =06 Bez AA
45 —&— pH =10 Bez AA
-50
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035
¢/ mol dm

Slika 25. Ovisnost {-potencijala kristalnog sjemena COD o koncentraciji His pri pH =
4,6110.

Pri pH = 4 uocava se smanjenje negativnosti {-potencijala s povecanjem koncentracije His. U
tim uvjetima, samo je karboksilna skupina His deprotonirana, a imidazolni prsten i amino
skupina su protonirani, zbog ¢ega je ukupni naboj His pozitivan (vidi Literaturni pregled,
tablica 5). Pretpostavka je da se karboksilna skupina elektrostatskim interakcijama veze za
pozitivni dio COD kristala te je ukupni {-potencijal pozitivniji u odnosu na sustav Bez AA.
Elektrostatske veze opisuju medusobna privlacenja suprotno nabijenih iona (pozitivho

nabijeni ioni Ca®" na povrini kristala i negativno nabijeni ioni kisika O* u karboksilnoj
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skupini), odnosno slabe interakcije koje u datim uvjetima nastaju. Pri pH = 6 His je u otopini
zastupljen u dva oblika u omjeru priblizno 1:1 (vidi Literaturni pregled, tablica 5). U jednom
obliku deprotonirana je karboksilna skupina, a u drugom karboksilna skupina i imidazolni
prsten. Kod ovog pH vrijednost {-potencijala je negativnija nego pri pH = 4, ali ukoliko se
gleda sustav Bez AA, onda je {-potencijal pozitivniji. Pretpostavka je da se His veze svojim
negativnim dijelovima (karboksilni i imidazolni prsten) na pozitivni dio COD kristala 1
pridonosi pozitivnijem ukupnom (-potencijalu. Povecanjem koncentracije His do 10 mmol
dm™ zabiljeeno je smanjenje negativnosti (-potencijala, zatim daljnjim povecanjem
koncentracije biljezi se vrlo blago povecanje negativnosti. Pretpostavka je da je vecina
aktivnih (pozitivnih) mjesta na COD zauzeta pri vecoj koncentraciji His u otopini te nema
znacajnije promjene ¢-potencijala. Pri pH = 10 His je takoder zastupljen u dva oblika i to u
omjeru 9:1. U tom omjeru u otopini prevladava oblik koji ima deprotonirane amino 1
karboksilnu skupinu te imidazolni prsten. S povecanjem koncentracije His u promatranom
podrucju povecava se negativnost {-potencijala.

Povecanjem pH vrijednosti (4 > 6 > 10) His se gotovo potpuno deprotonira §to rezultira

povecanjem negativnosti {-potencijala COD.

4.2. Spontano taloZenje kalcijeva oksalata u uvjetima hiperoksalurije u jednostavnom

sustavu i u umjetnom urinu

Pri prou¢avanju spontanog taloZenja kalcijeva oksalata u uvjetima hiperoksalurije pripravljeni
su sustavi kako je opisano u Eksperimentalnom dijelu ovog rada (poglavlje 3.1.2).
Istrazivanja su provedena mijeSanjem otopine CaCl, 1 otopine Na,C,0O4 otopina (jednostavan
sustav) ili mijeSanjem otopine CaCl, i otopine Na,C,Os/komponente urina (sustav umjetnog
urina). Utjecaj pH kao vrlo vaznog ¢imbenika taloZenja kalcijeva oksalata, takoder je istrazen.
Promjene pH vrijednosti utjeCu na formiranju odredenih vrsta kalcijeva oksalata. Kao §to je u
Uvodu navedeno, ljudski urin je slabo kiseo (pH = 6,0 - 6,5), ali moze varirati tijekom 24
prisutnosti infekcija 1 mnogih bolesti. Odredeni ¢imbenici 1 fizioloSka stanja mogu povecati
gornju granicu pH vrijednosti urina na pH > 8,0.''"° Kalcijev oksalat moze se formirati u
kiselom, neutralnom i luZnatom urinu. U ovoj disertaciji sva istraZzivanja spontanog taloZzenja
kalcijeva oksalata u jednostavnom sustavu i sustavu umjetnog urina provedena su pri dva

pocetna pH: pH; =51 pH; =09.
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U tablici 10 prikazane su pocetne koncentracije reaktanata u taloZznim sustavima te izracunate
pocetne prezasic¢enosti (vidi poglavlje 3.3). Sustav koji je oznacen zelenom bojom predstavlja

sustav koji je detaljnije analiziran.

Tablica 10. Pocetne koncentracije reaktanata 1 izraCunata prezasi¢enost s obzirom na COM, S;
(COM) u istrazivanim taloznim sustavima.

Jednostavan sustav Umjetni urin
TaloZni sustav
pHi=5 pHi =9 pHi =5 pHi =9
c(CaCl);/ c(Na,C,0,);/
m(mol dlzf3 fnmol dm?3 Si (COM)

2,0 10,70 11,04 3,82 3,89
5,0 0.6 12,29 12,52 5,77 5,87
7,5 ’ 12,75 12,94 6,82 6,93
10,0 13,00 13,17 7,62 7,74
2,0 17,32 17,80 6,93 7,07
5,0 50 21,55 21,98 10,47 10,67
7,5 ’ 22.75 23,12 12,39 12,60
10,0 23,39 23,71 13,85 14,08
2,0 20,73 21,13 9,67 9,87
5,0 40 28,38 28,94 14,66 14,95
7,5 ’ 30,90 31,41 17,38 17,68
10,0 32,21 32,66 19,45 19,77
2,0 22,13 22,49 11,65 11,90
5,0 6.0 32,03 32,62 17,72 18,05
7,5 ’ 35,97 36,60 21,04 21,40
10,0 38,19 38,77 23,58 23,99
2,0 22,88 23,20 13,21 13,47
5,0 2.0 34,16 34,67 20,14 20,54
7,5 ’ 39,31 39,95 23,96 24,41
10,0 42,46 43,10 26,92 27,35

Tijek spontanog taloZenja promatran je mjerenjem pH taloZznog sustava. Na slici 26 prikazani
su odabrani sustavi koji prikazuju promjenu pH s vremenom tijekom spontanog taloZenja
kalcijeva oksalata pri razliitim pocetnim koncentracijama reaktanata 1 razliitim

prezasi¢enostima u jednostavnom sustavu i umjetnom urinu pri pH; =51 pH; = 9.
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Slika 26. Ovisnost pH o vremenu spontanog taloZenja kalcijeva oksalata pri razli¢itim
pocetnim koncentracijama reaktanata u jednostavnom sustavu i umjetnom urinu pri pH; =5 i
pHi =0.

U svim promatranim sustavima, odmah po mijeSanju reaktanata zabiljeZeno je zamucenje, to
jest trenutacno je doslo do taloZenja. Pri tom u sustavima s nizom poc¢etnom koncentracijom i
nizom pocetnom prezasi¢enosti zamucenje je bilo znatno slabije. Najslabije zamucenje 1
najmanja promjena pH u vremenu zabiljeZena je u jednostavnom sustavu s najniZzom
pocetnom koncentracijom reaktanata ¢(Ca™) = ¢(C,047) = 2 mmol dm™ (S; = 17) pri oba
pocetna pH. U skladu s tim, najizrazenije zamucenje 1 nagli pad pH u vremenu zabiljezeni su
u jednostavnom sustavu s najve¢im podetnim koncentracijama ¢(Ca*") = 10 mmol dm™ i

¢(C,04%) = 8 mmol dm™ (S; ~ 42).

Sto je bila znadajnija promjena pH sustava, to je veéa masa taloga izolirana. Na slici 27
prikazano je povecanje mase istalozenog COM s povecanjem pocetne koncentracije oksalata 1
kalcija (povecanje pocetne prezasic¢enosti, tablica 10). Maksimalna izolirana masa bila je =

0,2 g/400 mL pri pH; =5 1= 0,3 g/400 mL pri pH; =9.
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Slika 27. Masa kalcijeva oksalata s obzirom na pocetnu koncentraciju oksalata i kalcija
pri pHi=51pH;=9.

Pracenje spontanog taloZenja u sustavu umjetnog urina pokazalo je vrlo sli¢ne promjene pH u
vremenu za slucaj sustava pri pH; = 5. Znacajnije razlike u odnosu na jednostavan sustav
primjeéene su za sustav umjetnog urina pri pH; = 9. U navedenom sustavu, pri pocetnim
prezasi¢enostima S; > 15, doslo je do trenuta¢nog talozenja, ali je promjena pH s vremenom
bila neznatna (slika 26). Pri oba pocetna pH u sustavu umjetnog urina pri najmanjoj pocetnoj
koncentraciji ¢(Ca®™) = ¢(C,047) = 2 mmol dm™ i pri najmanjoj pocetnoj prezasicenosti, S; =

7, nije uopce zabiljezeno taloZenje u cijelom istrazenom vremenu od 20 min.

Raspodjela ¢vrstih faza nastalih nakon 20 minuta talozenja u jednostavnom sustavu i u
sustavu umjetnog urina u kojima se koncentracije reaktanata mijenjaju u podrucju koje
odgovara hiperoksaluriji prikazana je u taloZznom dijagramu na slici 28. TaloZni dijagrami
daju vazne informacije o vrsti 1 svojstvima taloga (sastav, topljivost, stabilnost, morfologiju...)
koji nastaju pri odredenom rasponu koncentracija reaktanata i u vremenu taloZenja. Unutar
taloZznog dijagrama naznacuju se podrucja taloZenja pojedinih Cvrstih faza te granice
prezasicenosti 1 granica topljivosti. Pune linije u taloZnom dijagramu na slici 28 oznacavaju
granice prezasicenosti s obzirom na COM (vidi racun u poglavlju 3.3). Linija koja oznacava
prezasi¢enost S; = 0 predstavlja granicu topljivosti za najstabilniju fazu COM. Isprekidana
dijagonalna linija oznacava sustave s ekvimolarnim koncentracijama. IstaloZene hidratne faze
(COM i smjesa COM i COD) u dijagramu su prikazani razli¢itim oblicima. Strukturne analize
uzoraka 1 potvrde istalozenih faza u sustavima unutar taloZnog dijagrama provedene su
pomoc¢u PXRD, FT-IR 1 TG analize (vidi FT-IR, TG 1 PXRD analizu standarda COM 1 COD
u dodatku 8.1, 8.2 1 8.3).
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Slika 28. TaloZni dijagram u jednostavnom sustavu i umjetnom urinu nakon 20 min
talozenja. Granice prezasi¢enosti oznacene su tankim punim linijama (brojevi oznacavaju S;
vrijednost s obzirom na COM za promatrano podrucje). Okomitim linijama je oznaceno
podrucje hiperoksalurije. IstaloZzene hidratne faze (COM 1 smjesa COM/COD) u dijagramu
su prikazani razli¢itim oblicima. Puni oblici oznacavaju sustave u kojima se pojavljuje talog
koji je analiziran, a prazni krugovi sustave u kojima nije doslo do taloZenja. Sustav oznacen
zelenom bojom u nastavku je detaljnije analiziran.

U jednostavnom sustavu u cijelom ispitivanom podruc¢ju koncentracija kalcija i1 oksalata (10 <
S; < 43; slika 28, tablica 10) pri oba pH; talozi isklju¢ivo COM. Ispitivano podrucje
koncentracija u sustavu umjetnog urina pri oba pH; je podrucje prezasi¢enosti 4 < §; < 28. U
tom sustavu pri oba pH; i1 prezasi¢enosti S; < 10 nije zabiljeZeno talozenje u vremenu taloZenja

od 20 min (slika 28 prazni krugovi, tablica 10). Pri pH; = 9 u svim sustavima s najviSom
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koncentracijom kalcija, ¢(Ca*") = 10 mmol dm™, te u sustavima s ¢(Ca*") = 7,5 mmol dm™ i
¢(C,04%) > 6 mmol dm™ talozi COM u smjesi sa COD.

Ovi talozni dijagrami su prva takva sustavna istrazivanja talozenja kalcijeva oksalata buduci
da pregledom literature nisu zabiljezena istrazivanja koja bi pri istim pocetnim uvjetima
usporedila sustave s toliko razli¢itom kemijskom kompleksnosti. Medutim, rezultate iz ove
disertacije je moguée usporediti s taloznim dijagramom izradenim u 0,3 mol dm™ NaCl
sustavu kao poveznici izmedu jednostavnog i kompleksnijeg sustava.'® U navedenom radu
promatrano je taloZenje kalcijeva oksalata u koncentracijskom podrugju 1-107° < ¢(Ca*") =
¢(C,04%)/ mol dm™ < 1-10™" pri pH = 6,5 u vremenu od 10 min do 30 dana. Primjeéeno je da
pri 10 min taloze COM i COD, a stajanjem taloga do 30 dana dolazi do transformacije COD u
stabilniji COM.

4.2.1. Morfologija kalcijeva oksalata u jednostavnom sustavu

Na slici 29 prikazane su morfologije istalozenog COM u Sirokom koncentracijskom podrucju
2 mmol dm” < ¢;(Ca*") < 10 mmol dm™ i 0,6 mmol dm™ < ¢(C,04>) < 8 mmol dm™ pri pH; =
51 pH; = 9. Pri najmanjoj po&etnoj koncentraciji oksalata, ¢(C,04”) = 0,6 mmol dm™ (11 < S;
< 13) , morfologija istalozenog COM vrlo je sli¢na za oba pH i kroz cijelo koncentracijsko
podrugje Ca®>". Prevladavaju vrlo sitni kristali, kristali oblika iglica ili gdje koji sitni
prizmatski oblik (slika 29, zeleno obojeni kvadrati). Povecanjem koncentracije oksalata,
¢(C,04%) = 2 mmol dm>, i poveéanjem koncentracije kalcija, ¢(Ca>") > 7,5 mmol dm™, pri
pHi = 5 uocena je promjena morfologije te su kristali neSto veci, nepravilnog plo€astog oblika
ili sraslaci. Pri pH; = 9 u istom koncentracijskom podrucju zabiljezena je pojava kristala
cvjetaste morfologije te vecih, pravilnih plocastih kristala. Daljnjim poviSenjem koncentracije
oksalata, ¢(C,04>) > 4 mmol dm>, i prezasiéenosti sustava, S; > 28, pri oba pH uocena je
pojava dendritne strukture kalcijeva oksalata (slika 29, tamno plavo obojeni kvadrati).
Dendritna struktura je ve¢inom oblika slova iks (X). Pri pH; = 5 ,,tijelo 1 krakovi“ su Siri.
Takoder se moze primijetiti da su pojedinacni kristali u otopini nesto ve¢i pri pH; = 5.

Dendritni oblik COM zabiljeZen je u literaturi kod visih koncentracija oksalata i kalcija.**'*®
Wei i suradnici® istaloZili su pri 25 °C u ekvimolarnom sustavu (c¢(Ca’") = ¢(C204%) = 5
mmol dm™) dendritne, tanke, plodaste COM kristale sa nazubljenim rubovima. S porastom
temperature na 40 °C, morfologija kristala se mijenjala. Kristali su postali manji 1 viSe
nalikuju slovu X, a rubovi su postali manje nazubljeni. Takoder su primijetili da su ti kristali

skloni agregaciji.
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Slika 29. Morfologija taloga spontano istalozenih u jednostavnom sustavu u Sirokom
koncentracijskom podru¢ju (2 mmol dm™ < ¢(Ca’") < 10 mmol dm™ i 0,6 mmol dm™ <
¢(C,04%) < 8 mmol dm™) pri pH; = 5 i pH;=9.
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4.2.2. Morfologija kalcijeva oksalata u sustavu umjetnog urina

Na slici 30 prikazane su morfologije istalozenog kalcijeva oksalata u Sirokom
koncentracijskom podrugju 2 mmol dm™ < ¢(Ca’") < 10 mmol dm™ i 0,6 mmol dm™ <
¢i(C204%) < 8 mmol dm™ u umjetnom urinu pri pH; = 5 i pH; = 9. Pri najniZoj koncentraciji
oksalata (¢(C,04%) = 0,6 mmol dm™) i pri svim koncentracijama kalcija (2 mmol dm™ <
¢(Ca*) < 10 mmol dm™), dakle u sustavima s po&etnom prezasi¢enosti S; < 10, nije zabiljeZen
nastanak taloga (slike 28 1 30, tablica 10). Nastanak taloga takoder nije zabiljezen ni pri
koncentraciji oksalata ¢(C,04%) = 2 mmol dm™ i najniZoj koncentraciji kalcija ¢(Ca®") = 2
mmol dm~. Morfologija kalcijeva oksalata istalozenog u umjetnom urinu (slika 30) pri
navedenim uvjetima znaCajno se razlikuje od one u jednostavnom sustavu, kristali su
pravilnijeg oblika i dosta agregirani. Pri pH; = 5 ve¢inom su evidentirani pravilni Sesterokutni,
plocasti ili prizmatski kristali. Za razliku od toga, pri pH; = 9 vecinom prevladavaju
nepravilni, netipi¢ni i plocasti kristali. Takoder je za ovaj sustav karakteristi¢na agregacija
veéih i manjih kristala. U sustavima pri pH; = 9 i s po¢etnom koncentracijom kalcija ¢(Ca®") >
7,5 mmol dm™ u smjesi s COM talozi i COD. No, usljed jake agregacije kristala otezano je
karakterizirati njegovu morfologiju. U sustavu s najmanjom koncentracijom oksalata,
¢(C,04%) = 2 mmol dm™, COD je talozio kao tetragonalna bipiramida. Rezultati istraZivanja
morfologije u jednostavnom sustavu i u sustavu umjetnog urina iz ove disertacije u skladu su

''i Robertson i suradnika.!’”” U

sa zapazanjem Burns i Finlayson®', Carvalho i Vieira'’
njihovim je radovima utvrdeno da je morfologija usko povezana sa prezasi¢enosti i omjerom
koncentracije kalcija i oksalata. Burns i Finlayson® talozili su u jednostavnim puferskim
otopinama, a Carvalho i Vieira'”' i Robertson i suradnici'” u pravom urinu (S; = 30).
ZakljuCeno je da se pri niskim prezasi¢enostima dogada heterogena nukleacija na

173,174

nespecifi¢nim necisto¢ama. Nadeno je da je brzina rasta kontrolirana nekim povrSinskim

plrocesorn.m’log’175 Pri nizim prezasi¢enostima dobiveni su relativno kompaktni kristali COM 1
COD, poput ovih dobivenih u ovoj disertaciji (slika 29 i 30). Talozenje dendrita pri viSim

., . . . . e . . . 42
prezasi¢enostima ukazuje da je difuzija iona postala mehanizam kontrole brzine rasta.
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c(C2042') < 8 mmol dm” ) pri pH;

Slika 30.
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4.3. Spontano taloZenje Kkalcijeva oksalata u uvjetima hiperoksalurije

Kako bi pojasnili razlike u zapazanjima izmedu jednostavnog sustava i sustava umjetnog
urina odabran je jedan sustav (modelni sustav oznacen zelenom bojom na slici 26) s kojim su
napravljena dodatna istrazivanja. Uz prethodno opisana dva sustava odabran je jo$ jedan
sustav u koji je uz reaktante dodan samo NaCl koncentracije (¢(NaCl) = 0,3 mol dm™) kao u
fizioloSkoj otopini. Taj sustav osmisljen je kao poveznica izmedu jednostavnog sustava u
kojem su samo talozne komponente, CaCl, i Na,C,0Oy4, 1 umjetnog urina u kojem su brojne
druge komponente urina. U tom sustavu pocetne koncentracije reaktanata su kao i u
jednostavnom sustavu i u umjetnom urinu: ¢(C,04>) = 6,0 mmol dm™ i ¢(Ca*") = 7,5 mmol
dm>. Pocetna prezasi¢enost NaCl sustava pri oba pH je S; ~ 24.

Strukturne analize modelnih sustava provedene su pomocu PXRD, FT-IR 1 TG analiza koje su
usporedivane sa standardima COM 1 COD (vidi FT-IR, TG 1 PXRD analizu standarda COM 1
COD u dodatku 8.1, 8.2 i 8.3). Rezultati TG analize ukazuju na to da se gubitak mase dogodio
tijekom samo jednog koraka (tablica 11). U svim sustavima talozi samo COM. U sustavu
umjetnog urina pri pH; = 9 ukupni gubitak mase iznosio je 12,45 % S$to ukazuje da osim COM
u navedenom sustavu talozi 1 COD. Rezultati FT-IR analize (slika 32) ukazuju na taloZenje
COM. Obzirom da se FT-IR metoda smatra semikvantitativnom metodom za odredivanje
oksalata i nije precizna ukoliko je prisutan mali udio druge komponente (< 10 %) na slici 32
nisu zabiljeZene znacajnije razlike u spektrima.'** Slika 31 prikazuje rentgenske difrakcijske
analize modelnog sustava. U svim uzorcima talozi isklju¢ivo COM osim pri pH; = 9 u
umjetnom urinu. Kvantitativno odredivanje tog uzorka pokazuje da je smjesa sadrzavala oko

91 % COM 19 % COD. Ovaj rezultat u slaganju je s rezultatima TG analize.

Tablica 11. Termogravimetrijske analize modelnog sustava (¢(C204”) = 6,0 mmol dm™ i
¢(Ca*") = 7,5 mmol dm™) u jednostavnom sustavu, NaCl i umjetnom urinu pri pH; = 5 i pH; =
9 (ty — poCetna temperatura, t,,x — temperatura maksimuma, 7. — temperatura zavrSetka, Am —
gubitak mase izraZen u postotku, hidratni oblik koji taloZzi).

Sustav ty/ °C tmax ! °C t./°C | Am/ % Faza

Jednostavan 89,96 152,49 193,45 12,12 COM

pHi=S5 NaCl 89,00 148,96 184,74 12,23 COM

Umjetni urin 89,24 147,60 188,72 11,54 COM

Jednostavan 71,51 147,02 181,09 11,23 COM

pHi=9 NaCl 89,12 145,70 177,86 11,59 COM
Umjetni urin 86,47 143,49 184,35 12,45 COM/COD
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Slika 31. Rentgenogrami uzoraka pripravljenih u modelnom sustavu pri pH;= 5 1 pH; =
9 (plave strelice oznacavaju difrakcijske maksimume od COD).
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Slika 32. FT-IR spektri uzoraka pripravljenih u modelnom sustavu pri pH; =5 1 pH;= 9.
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Slika 33. Snimke svjetlosnim mikroskopom i SEM snimke uzoraka kalcijevih oksalata
taloZzenih u modelnom sustavu pri pH; =51 pH;=09.
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U jednostavnom i NaCl sustavu pri pH; = 5 1 pH; = 9 izolirani su kristali sli¢ne dendritne
morfologije. U umjetnom urinu vidljiva je znacajna promjena morfologije (slika 33).

Osim dendritne strukture, u NaCl sustavu uo¢ava se 1 pojava plocastih kristala koji se na SEM
snimkama razaznaju u obliku Sesterokuta koji karakteriziraju COM.'® Dendritna struktura u
otopini ima vrlo pravilan oblik slova iks (X) (slika 34a i ¢). Medutim, tijekom izolacije taloga
(filtriranja, ispiranja i vakum-susenja) uoceno je da je navedena struktura vrlo krhka i lomljiva
te dolazi do pucanja (lom “krakova”) (slika 34b i d). Ovakvo zapaZanje je bilo neo¢ekivano
budu¢i da literaturni podaci navode da je dendritna struktura postojana i nakon ispiranja i

_ 2,1
sugenja, *5103

# ™
50kvY  X5,000 1um_ WD 10.0mm

Slika 34. Dendritna struktura COM — u otopini a) snimke svjetlosnim mikroskopom, ¢)
SEM snimke, nakon ispiranja i susenja b) snimke svjetlosnim mikroskopom d) SEM snimke.

Umjesto dendritne strukture, u sustavu umjetnog urina pri pH; = 9 uocava se nepravilna,
plocasta morfologija, a pri pH; = 5 Sesterokutna morfologija (slika 33). Kao $to se moze
vidjeti na slici 33 u svim promatranim sustavima pri pH; = 5 kristali su izrazenijih rubova i

pravilnije morfologije dok su pri pHi = 9 rubovi zaobljeni i nepravilnije morfologije. Takoder
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je za ovaj sustav karakteristi¢na agregacija ve¢ih i manjih kristala. Do agregacije moze do¢i
uslijed djelovanja vise faktora kao S$to su: starenje taloga, promjena koncentracije
suspendirane faze, dodatak elektrolita, promjena temperature, pH, mehanicki efekti, itd. COM
je zbog velike sposobnosti agregacije, koja se najjace uocava u kiselom pH, patogen u
stvaranju bubreznih kamenaca.'’®'”” Nekoliko ranijih istrazivanja pokazalo je da se kristali
kalcijeva oksalata lako mogu formirati unutar distalnih bubreznih tubula i da je pH urina

presudni ¢imbenik koji utjeGe na takvu kristalizaciju.'’*"*

Proucavanjem morfologije sustava razli¢ite kompleksnosti (jednostavan, NaCl i umjetni urin)
pokazalo je da kako idemo prema kompleksnijem sustavu morfologije COM su medusobno
sli¢nije Sto je posljedica smanjenja prezasi¢enosti. Takoder se uocava i agregacija manjih

kristala.

4.3.1. Spontano taloZenje kalcijeva oksalata u uvjetima hiperoksalurije u jednostavnom
sustavu s aminokiselinama

Ucinak aminokiselina na talozenje hidrata kalcijevih oksalata proucavan je od strane brojnih
istrazivada.”*>> Medutim, podaci u literaturi su proturjeéni pa se tako biljeZi u¢inak inhibicije
talozenja’’, promocije taloZenja pri niskim koncentracijama i inhibicije pri visokim
koncentracijama®’ te slab uinak ili njegov izostanak pri visokim koncentracijama
aminokiselina.”” Pri tome je kod jednih autora zapazeno da dodatak aminokiselina potice
stvaranje COM, a sprje€ava nastanak COT i COD”', dok kod drugih autora aminokiseline

stimuliraju stvaranje COD, a inhibiraju nastanak COM.*

Utjecaj aminokiselina (AA) relevantnih za patolosku biomineralizaciju prou¢avan je u u ovoj
disertaciji na modelnom sustavu: ¢(C,04>) = 6,0 mmol dm™ i ¢(Ca’") = 7,5 mmol dm™.
Pocetna prezasi¢enost odabranog sustava pri oba pH je S; = 36. Tijek spontanog taloZenja u

jednostavnom sustavu pracen je promjenom pH u vremenu.

Na slici 35 su prikazane krivulje napredovanja spontanog talozenja tijekom vremena (krivulje
pH-vrijeme) dobivene u modelnom jednostavnom taloZznom sustavu Bez AA te uz dodatak
razli¢itth AA. U svim sustavima istovremeno s mijeSanjem reaktanata dolazi do

zamucenja/talozenja.

68



Doktorska disertacija Anamarija Stankovié

5,50

pH, =5

5.00 ||

450
I =\ §
Q \ S~—_

4.00 \ T

\
N
3,50
3,00
0 100 200 300 400 500 600
tls
9,50
pH =9

9,00

8,50 -
T R — . _
[-3

8,00

7,50

7,00

0 100 200 300 400 500 600
t/s
——Bez AA Gly Ala Phe ——His ——Cys ——Asp ——Ser

Slika 35. Ovisnost pH o vremenu spontanog taloZenja kalcijeva oksalata u
jednostavnom sustavu uz dodatak AA pri pH;=51pH;=9.
Vidljivo je da se u sustavu Bez AA pH vrijednost naglo smanjuje (pH; = 5 ili pH; = 9) ¢im se
otopine natrijeva oksalata 1 kalcijeva klorida pomijeSaju, a nakon kratkog stabiliziranja pH
vrijednost se nastavlja dalje naglo smanjivati sve do postizanja pH platoa. Na kraju procesa
taloZenja zabiljeZena je ukupna promjena pH, ApH = -1,5 pri pH; =51 ApH = -0,7 pri pH; =9,
s tim da je pri pHi = 9 proces brzi (nagliji pad pH) nego pri pH; = 5 §to ukazuje na brzu
kinetiku kristalnog rasta COM pri viSem pH;. Kao §to je vidljivo na slici 35, dodatak AA
utjeCe na promjenu nagiba krivulja pH-vrijeme 1 formiranja drugacijeg pH platoa. Ova
zapazanja su posljedica triju procesa koji se istovremeno zbivaju u taloZnom sustavu:
kompleksiranje AA s Ca®" ionima u otopini, spontano taloZenje kalcijeva oksalata te
neutralizacija AA u otopini. Izmedu ta tri procesa, spontano taloZzenje COM, to jest kristalni
rast COM 1 neutralizacija AA su dominantni procesi koji se dogadaju paralelno. Pri oba pH;
dodatak AA uzrokuje pojavu pH platoa pri viSim pH vrijednostima (pH = 4,1..4,9) u
usporedbi s onim izmjerenim u sustavima Bez AA (pH = 3,6). Pri tome je jaci efekt zabiljeZzen
pri pHi = 9. Zapazena promjena pH platoa moZe se objasniti ¢injenicom da tijekom spontanog

talozenja COM dolazi do oslobadanja H' iona (vidi jednadZbe 9 i 10 u poglavlju 4.4) uslijed

69



Doktorska disertacija Anamarija Stankovié

¢ega se dogada naglo smanjenje pH sustava. U prisustvu AA, koje su amfoterne tvari, dogada
se titriranje AA s oslobodenim H' ionima zbog ¢ega je u tim sustavima pH plato pomaknut
prema visSim pH vrijednostima. U slucaju pH; = 5, sve AA se nalaze u pretezito zwitter-ion
formi u kojoj je o-karboksilna skupina deprotonirana, o-COO’. H' ioni nastali tijekom
procesa taloZenja asociraju s a-COO™ skupinom AA u otopini i time se smanjuje c(H"),
odnosno povecava se pH sustava (pH plato na krivulji pH-vrijeme). Pri tom je najveci efekt
povecanja pH zamijecen uz dodatak Asp i His koje su nabijene AA te pri pH; = 5 osim
deprotonirane a-COQO" skupine imaju i velik udio deprotonirane skupine iz bo¢nog ogranka.
Zbog toga se veéa koli¢ina H' iona nastalih tijekom procesa taloZenja asocira s Asp i His te
dolazi do znacajno veée promjene c(H"), odnosno pH sustava u usporedbi sa sustavom Bez
AA te sa sustavima uz dodatak polarnih i nepolarnih AA. Pri pH; = 9 sve AA imaju
deprotoniranu 1 primarnu karboksilnu skupinu i1 primarnu amino skupinu, a Asp 1 His imaju
djelomi¢no deprotonirane i skupine iz bo¢nih ogranaka. Sve te deprotonirane skupine
asociraju s H' ionima oslobodenim tijekom procesa taloZenja te su zbog toga pri ovom pH
kod svih AA najizraZenije promjene pH platoa. Kao posljedica ovih efekata na kinetiku
taloZzenja COM, zabiljezena je 1 promjena mase nastalog COM u usporedbi s masom u
sustavu Bez AA. Najvece povecanje mase izmjereno je za jednostavni sustav uz dodatak Asp
pri oba pHj: Am =+ 23 %.

S obzirom da su AA u sustavima prisutne u koncentraciji, ¢(AA) = 30 mmol dm™, one se
nalaze u suviSku u odnosu na koncentraciju kalcija i oksalata (c(Ca*™) = 7,5 mmol dm™ i
¢(C,047) = 6,0 mmol dm™). U takvim uvjetima moZe se smatrati da je doslo samo do
djelomi¢ne neutralizacije AA H' ionima, te je ona ve¢im dijelom ostala deprotonirana.
Molekule AA koje nisu asocirale H' ione ostale su u zwitter-ionskoj formi, odnosno
deprotoniranim primarnim karboksilnim i amino skupinama te bo¢nim ograncima, ovisno o
pocetnom pH, koje onda mogu imati interakciju s povrSinom kristala COM te tako utjecu na
kinetiku kristalnog rasta i svojstva nastalog COM.

Strukturne analize modelnog sustava provedene su pomocu FT-IR 1 PXRD analize (vidi FT-
IR, TG i PXRD analizu standarda COM i COD u dodatku 8.1, 8.2 1 8.3). Na slici 36 prikazani
su FT-IR spektri, a na slici 37 PXRD difraktogrami uzoraka istaloZzenih u modelnom sustavu

uz dodatak AA.

70



Doktorska disertacija Anamarija Stankovi¢

\
¥

AT

Relativna transmitancija

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Valni broj / cm™!

Relativna transmitancija

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Valni broj / cm™!

—BEZAA ——GLY ALA PHE ——HIS ——CYS ——SER ——ASP

Slika 36. FT-IR spektri uzoraka istaloZenih u jednostavnom sustavu pri pH;= 51 pH;=9
uz dodatak AA.
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Slika 37. PXRD difraktogrami uzoraka istalozenih u jednostavnom sustavu pri pH;= 5 i
pHi= 9 uz dodatak AA.
Na temelju tih analiza, moze se zakljuciti da dodatak AA ne utje¢e na promjenu hidratne faze
budu¢i da je u svim sustavima detektirana iskljuc¢ivo jedna faza COM.
Kako bi se detaljnije proucio utjecaj aminokiselina na rast COM kristala pomocu rentgenske
difrakcijske analize odredena je veli¢ina kristalita i omjer intenziteta dva najintenzivnija pika
na rast ravnina (040) 1/ili (100). Veli¢ina kristalita COM u sustavu Bez AA pri oba pH iznosi
54 + 4 nm. U usporedbi s ovim veli¢inama, u sustavima uz dodatak AA uocava se promjena
veli¢ine kristalita. Pri tome su najveci efekti zabiljezeni pri pHi = 9 gdje su izmjereni znacajno
manji kristaliti (33 - 42 nm) u sustavima s: Gly, Phe, Ser, Ala i Cys (slika 38 1)). Pri pH; =5
je zabiljeZen efekt u sustavima uz dodatak Ser 1 Ala gdje su izmjereni manji kristaliti (37 1 44

nm) u usporedbi s onima u sustavu Bez AA.
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Slika 38. Utjecaj AA na rast COM kristala u jednostavnom sustavu: promjena veli¢ine
kristalita COM (1), omjer intenzitet dva najintenzivnija difrakcijska pika (2).

Na slici 38 2) prikazan je omjer intenziteta dva najintenzivnija difrakcijska pika u sustavu Bez

AA te promjena tog omjera u sustavima uz dodatak AA. Omjer intenziteta / (040) / 1 (100)

izmjeren u sustavu Bez AA pri pH; = 5 iznosi 8,49, a pri pH; =

9 iznosi 4,81. Ovakve

vrijednosti ukazuju na to da je pri oba pH najsporiji rast kristala COM okomito na (040)

ravninu. Efekt je izrazeniji pri pH; = 5. U sustavima uz dodatak polarnih (Gly, Ser, Cys) i

nepolarnog Ala pri pH; = 5 zabiljezeno je povecanje tog omjera u odnosu na omjer izmjeren u

sustavu Bez AA, a najve¢i omjer je dobiven u sustava uz dodatak Ser (/ (040) / 7 (100) =

12,91). Ovo povecanje omjera ukazuje na to da je dodatkom polarnih AA i nepolarnog Ala
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promoviran najsporiji rast COM okomito na (040) ravninu. Pri pH; = 5 sve AA su ve¢inom u
obliku zwitter-iona te su moguce interakcije pozitivnog dijela AA (protonirane amino
skupine) za negativni dio COM kristala (C,04%) i usporavanje rasta COM okomito na (040)
ravninu ili interakcije negativnog dijela AA (deprotonirane karboksilne skupine) za pozitivni
dio COM kristala (Ca") i usporavanje rasta COM okomito na (100) ravninu. Obzirom da je
evidentiran najsporiji rast COM kristala okomito na (040) ravninu pretpostavka je da su
interakcije pozitivnog dijela AA za negativni dio COM kristala dominantne u ovom sustavu.
Efekt polarnih AA najvjerojatnije je izraZeniji u odnosu na druge AA upravo zbog njihovog
boc¢nog ogranka (vidi Literaturni pregled slika 12). Suprotno efektima povecanja omjera pri
pH; = 5, u sustavima uz dodatak svih testiranih AA (osim Ala) pri pH; = 9 zabiljeZeno je
smanjenje omjera u usporedbi s omjerom izmjerenim u sustavu Bez AA §to ukazuje da je
najsporiji rast COM okomito na (100) ravninu. Pri pH; =9 AA su ve¢inom u anionskoj formi
te se preferirano vezu svojim negativnim dijelom (deprotoniranom karboksilnom skupinom)
za pozitivni dio COM kristala (Ca®"), kao $to je prethodno pojasnjeno upravo ove interakcije
stvaraju efekt usporenog rasta COM okomito na (100) ravninu. Najmanji omjeri / (040) / /
(100) = 1,86, odnosno 1,84 izmjereni su za COM istaloZen u sustavu uz dodatak Ser i Asp.
Dobiveni efekti u skladu su sa zapaZanjima iz literature. Shen i suradnici'®""'® su promatrali
utjecaj Asp, Tyr i Trp na taloZenje kalcijeva oksalata, te su dosli do zakljucka da pH sustava i
povecéanje koncentracije AA utjeu na promjenu omjera intenziteta 7 (020) / I (101) (vidi
dodatak 8.4, slika 70). Kada je pH niZi od izoelektricne tocke promatranih AA omjer
intenziteta se povecava te se isto uocava kao najsporiji rast COM kristala okomito na (020)
ravninu, medutim kada je pH visi od izoelektri¢ne tocke uocava se najsporiji rast COM
kristala okomito na (101) ravninu. Ravnina (I01) ima najvecu gusto¢u kalcijevih iona na
povrini (0,054 Ca**/A%) te uslijed toga preferirano veZe negativnije molekule/ione.'® U (101)
ravnini povrsinski slojevi sadrze dva podsloja oksalatnih skupina; jedan je paralelan, a drugi
je okomit na ravninu. Skupine oksalata na ravnini leZe ispod najviseg povrsinskog sloja (ne
"strie") te upravo ova struktura &ini (101) ravninu bogatiju Ca*" ionima.'®'%

Morfologija ¢estica COM istaloZenih u jednostavnim sustavima pri pH; =5 1 pHi=9
bez i1 uz dodatak AA proucavana je svjetlosnom mikroskopijom i pretraznom elektronskom
mikroskopijom (SEM) te je prikazana na slici 39. U sustavu bez dodatka AA nastale su
dendritne cestice COM. Usporedbom snimaka svjetlosnim mikroskopom cestica COM
istaloZenih u sustavu Bez AA vidljivo je da su znacajnije vece Cestice nastale u sustavu pri
pHi = 5. Ovo zapazanje u slaganju je s izmjerenom specificnom povr§inom tih uzoraka, (eng.

specific surface area SSA, tablica 12): 4,37 + 0,18 m* g’ pri pH; = 516,02 + 0,29 m* g pri
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pHi = 9. Osim razlike u veli¢ini dendrita, SEM snimkama je evidentirana i razlika u teksturi
povrsina i rubova tih Eestica’. Uogeno je da &estice nastale pri pH; = 5 imaju ravniju, gladu
povrsinu te da su im rubovi zaobljeni, a povrSinske brazde guscée 1 pravilno rasporedene. U
usporedbi s ovakvom teksturom, COM dendritne Cestice nastale pri pH; = 9 jesu slagaline
kockastih i/ili izduzenih primarnih kristalita s vise ili manje ,,strSe¢ih* kristalita koje imaju
naboranu povrSinu s efektom poroznosti, a rubovi su im jace nazubljeni. Analizom intenziteta
dva najintenzivnija pika rentgenskom difrakcijskom (slika 38 2)) ustanovljeno je da pri oba
pH; COM najsporije raste okomito na (040) ravninu, te da je efekt izraZeniji pri pH; = 5.
Navedeno opazanje na slici 39 uocava se znatnije ve¢cim COM kristalima pri pH; = 5 s dobro
razvijenom (100) plohom. Dodatkom AA u sustave uocen je efekt na morfologiju COM
dendritnih Cestica, njihovu veli¢inu 1 specifi¢nu povrsinu te teksturu. Usporedbom snimaka
svjetlosnim mikroskopom cestica COM istalozenih u sustavu s AA vidljivo je da su
pojedinacni dendriti viSe razgranatiji pri pH; = 5 (osim Asp) te da su i dalje znacajnije veéi u
odnosu na sustav pH; = 9. Ovo zapazanje u slaganju je s izmjerenom specificnom povrsinom
tih uzoraka, (SSA, tablica 12): 1,54 + 0,08 ...4,31 = 0,07 m* g’ pri pH; = 51 4,13 £ 0,06 ...
7,77 + 0,27 m* g'1 pri pH; = 9.

Tablica 12. Specificna povrSina i promjer uzoraka izoliranih nakon spontanog talozenja
kalcijeva oksalata u jednostavnim sustavima pri pH; = 5 i pH;= 9.

Uzorak pHi=S5S pHi=9
SSA/m*g’ | d/pm | SSA/m’g’ | d/pm

BezAA | 437+0,18 2.1 6,02 + 0,29 22
Ala 2,54+ 0,09 4,5 6,05 2.3
Phe 431+ 0,07 5,0 5,35 3,0
Gly 2,27 + 0,08 42 6,25 + 0,24 3,1
Ser 1,54 + 0,08 4,7 4,13 £ 0,06 22
Cys 2,93 +0,13 3,0 6,17+ 0,13 2.4
His 3,361 0,26 3,7 6,02 + 0,07 3,1
Asp 4,08 + 0,09 4,8 7,77 0,27 2?

" Prosje¢na veli¢ina dendritnih &estica prikazana na SEM slikama (slika 37) nakon izolacije iz
otopina

Prema tablici 12 prosjecna veli¢ina COM Cestica, d’, za sustav pri pH; = 5 povecava se

sljede¢im redoslijedom: Bez AA < Cys < His < Gly < Ala < Ser < Asp < Phe.

gestice COM snimljene nakon izolacije (filtriranja, ispiranja i suSenja) iz otopina.’
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Slika 39. Snimke svjetlosnim mikroskopom i SEM snimke uzoraka kalcijevih oksalata
istalozenih u jednostavnom sustavu uz dodatak AA pri pH; =5 1 pH;=9.

Promjena veli¢ine biljezi se od 2,1 do 5,0 um. Za sustav pri pH; = 9 takoder je zabiljezeno
povecanje veli¢ine Cestica u odnosu na sustav Bez AA, ali u puno manjem rasponu (od 2,2 do

3,1 um, osim Asp kod koje su uocene dvije raspodjele 2,3 um i 6,1 um) i drugacijim
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redoslijedom: Bez AA < Ser < Asp < Ala < Cys < Phe < His < Gly < Asp. Specificna
povrsina Cestica znacajnije se mijenja u sustavu pri pH; = 5 u odnosu na sustav Bez AA i to za
slijede¢e AA: Ser < Gly < Ala < Cys. Pri pH; = 9 najve¢a promjena SSA u odnosu na sustav
Bez AA zabiljezena je u sustavu uz dodatak Ser. Dodatkom AA zabiljeZena je promjena u
teksturi COM dendrita u usporedbi sa dendritima u sustavu Bez AA. Te su promjene male pri
pHi = 5, a izrazenije su pri pH; = 9 gdje Cestice imaju naboranu povrsSinu s efektom
poroznosti, a rubovi su im jace nazubljeni. Analizom intenziteta dva najintenzivnija pika
rentgenskom difrakcijskom (slika 38 2)) ustanovljeno je da dodatkom AA pri pH; =5 COM
najsporije raste okomito na (040) ravninu, $to se uoc¢ava na slici 39 znatnije ve¢im dendritnim
Cesticama s dobro razvijenom (100) plohom, a pri pH; = 9 COM najsporije raste okomito na
(100) ravninu te su ti kristaliti znatnije manji (vidi dodatak 8.4, slika 70). Najmanji efekti
zamijeceni su kod COM dobivenog spontanim taloZenjem pri oba pH sa His. U literaturi je
pokazano da manji kristaliti COM (nanometarske veli¢ine) imaju vecu specifi¢nu povrsinu i
lak3e adsorbiraju tvari (i AA) s negativnim nabojem.">"'*

Iz svih ovih zapazanja o utjecaju AA na morfologiju COM dendritnih Cestica, njihovu

veli¢inu i specifi¢nu povrsinu te teksturu mozemo zakljuciti da sve AA imaju izraZen efekt.
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4.3.2. Spontano taloZenje kalcijeva oksalata u uvjetima hiperoksalurije u NaCl sustavu s
aminokiselinama

Tijek spontanog taloZzenja u NaCl sustavu pracen je promjenom pH u vremenu (slika 40).
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Slika 40. Ovisnost pH o vremenu spontanog talozenja kalcijeva oksalata u NaCl sustavu
uz dodatak AA pri pH;=51pH;=9.
Na slici 40 su prikazane krivulje napredovanja spontanog talozenja tijekom vremena (krivulje
pH-vrijeme) dobivene u modelnom NaCl taloZznom sustavu Bez AA te uz dodatak razli¢itih
AA. Kao 1 u jednostavnom sustavu, 1 u svim NaCl sustavima istovremeno s mijeSanjem
reaktanata dolazi do zamucenja/talozenja. U usporedbi s jednostavnim sustavom Bez AA, u
NaCl sustavu Bez AA pH vrijednost se smanjuje sporije (manji nagib krivulje u usporedbi s
nagibom krivulje u jednostavnom sustavu) Sto je posljedica manje pocetne prezasi¢enosti
sustava (S; = 24). Na kraju procesa taloZenja zabiljeZena je ukupna promjena pH, ApH = -0,8
pri pHi =51 ApH = -0,4 pri pH; = 9. Dodatak AA 1 u NaCl sustavu pri oba pocetna pH utjece
na promjenu nagiba krivulja pH-vrijeme i1 formiranja drugacijeg pH platoa. Kao i u
jednostavnom sustavu (vidi poglavlje 4.3.1), ova zapazanja se mogu objasniti ¢injenicom da
se AA u sustavu ponasaju kao baze. One zato titriraju H' ione oslobodene u procesu talozenja
i ponovo se protoniraju, a kao posljedica nastaje smanjenje ¢(H") iona u sustavu, odnosno

povecanje pH platoa pri kojem zavrSava proces taloZenja kalcijeva oksalata. Budu¢i da je

78



Doktorska disertacija Anamarija Stankovié

primarna karboksilna skupina deprotonirana (pH; = 5), odnosno da su i primarna karboksilna
skupina i primarna aminoskupina deprotonirane (pH; = 9) ovi efekti su izrazeniji pri pH; = 9. |
u NaCl sustavu, kao i1 u jednostavhom sustavu, najveée promjene u krivulji pH-vrijeme
zamijecene su uz dodatak Asp 1 His zbog dodatnog protoniranja njihovih deprotoniranih
bo¢nih ogranaka.

Strukturne analize sustava provedene su pomoc¢u FT-IR i PXRD analize (vidi FT-IR i PXRD
analizu standarda COM i1 COD u dodatku 8.1 1 8.3). Na slici 41 prikazani su FT-IR spektri, a

na slici 42 PXRD difraktogrami uzoraka istaloZenih u modelnom sustavu uz dodatak AA.
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Slika 41. FTIR spektri uzoraka istalozenih u NaCl sustavu pri pH; = 5 1 pHi = 9 uz
dodatak AA.
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Slika 42. PXRD difraktogrami uzoraka istalozenih u NaCl sustavu pri pH;=5 1 pH;i=9
uz dodatak AA.
Kao i u jednostavnom sustavu, dodatak aminokiselina ne mijenja sastav hidratne faze i talozi
uvijek najstabilniji oblik, COM. Kako bi se detaljnije proucio utjecaj aminokiselina na rast
COM pomocu rentgenske difrakcijske analize odredena je veliCina kristalita i utjecaj omjera
intenziteta dva najintenzivnija pika (slika 43 1), 2)). Velicina kristalita COM u sustavu Bez
AA pri oba pH iznosi 56 + 3 nm. U usporedbi s ovim veli¢inama, u sustavima uz dodatak AA
veli¢ina kristalita se znaCanije ne mijenja osim pri pH; = 9 gdje su izmjereni nesto veci
kristaliti (62 1 63 nm) u sustavima s: Asp 1 His (slika 43 1)). Pri pH; = 5 zabiljezen je isti efekt

u sustavima uz dodatak nepolarnih AA (Ala 1 Phe) i Cys (63 - 70 nm) u usporedbi s onima u
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sustavu Bez AA. U odnosu na jednostavni sustav, u NaCl sustavu biljezi se znacajnije veéa

veli¢ina kristalita u sustavima nakon dodatka AA.

1)
80
70
E
F 60
-g 50
E
-E 40
_g 30
)
E 20
10
0
Bez AA  Gly Ala Phe Cys Ser His Asp
BpH =5 58 55 63 68 70 56 52 51
WpH =9 53 50 53 56 56 51 63 62
wpH,=5 mpH =9
2)
14
12
10

1(040) / 1 (100)

Bez AA  Gly Ala Phe Cys Ser His Asp
mpH =5 09390 13699 1,1602 14907 1,5769 1,3923 1,0950 1,3084
®mpH =9 09960 13578 1,0247 11,0782 10,9793 1,2083 09793 1,0957

mpH, =5 wmpH =9

Slika 43. Utjecaj AA na rast kristala COM u NaCl sustavu: promjena veli¢ine kristalita
COM (1), omjer intenziteta dva najintenzivnija difrakcijska pika (2).
Na slici 43 2) prikazan je omjer intenziteta dva najintenzivnija difrakcijska pika u sustavu Bez
AA te promjena tog omjera u sustavima uz dodatak AA. Omjer intenziteta / (040) / 1 (100)
izmjeren u sustavu Bez AA pri pH; = 5 iznosi 0,94, a pri pH; = 9 iznosi 0,99. Ovakve
vrijednosti ukazuju na to da je i pri pH; = 5 1 pri pH; = 9 najsporiji rast kristala COM okomito
na (100) ravninu. Dodatakom AA u oba promatrana sustava uocava se promjena efekta rasta

COM, odnosno evidentiran je najsporiji rast COM okomito na (040) ravninu. U sustavima uz
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dodatak polarnih (Gly, Ser, Cys) i nepolarnog Phe pri pH; = 5 zabiljeZeno je povecanje tog
omjera u odnosu na omjer izmjeren u sustavu Bez AA, a najveci omjer je dobiven u slucaju
sustava uz dodatak Phe (/ (040) / I (100) = 1,49). Kao §to je ve¢ detaljnije pojasnjeno u
jednostavnom sustavu, pri pH; = 5 sve AA su ve¢inom u obliku zwitter-iona, u ovom sustavu
preferirano se vezu svojim pozitivnim dijelom za negativni dio COM kristala, te se stoga
biljezi najsporiji rast COM kristala okomito na (040) ravninu. Efekt polarnih AA
najvjerovatnije je izrazeniji u odnosu na druge AA upravo zbog njihovog bo¢nog ogranka
(vidi Literaturni pregled slika 12). Pri pH; = 9 takoder je najsporiji rast COM kristala okomito
na (040) ravninu §to je u suprotnosti u odnosu na rasta COM u jednostavnom sustavu. Ovi
rezultati mogu se djelomic¢no protumaciti visokom ionskom jakosti NaCl sustava (/; = 0,3 mol
dm™) te prisutnosti zna¢ajnije koncentracije iona Na" i CI" koji stvaraju dodatne interakcije s

AA 1s povrSinom COM.

Morfologija cestica COM istalozenih u NaCl sustavima pri pH; = 5 i pH; = 9 bez i uz dodatak
AA proucavana je pretraznom elektronskom mikroskopijom (SEM) te je prikazana na slici
44. U sustavu bez dodatka AA nastale su viSe ili manje ploCaste Cestice COM s jo§ uvijek
vidljivom dendritnom strukturom i prisutnom agregacijom manjih ¢estica. Smanjenje koli¢ine
dendritne strukture i povecanje udjela plocCastih Cestica moze se povezati sa znaajnijim
smanjenjem prezasi¢enosti (S; ~ 24) u odnosu na jednostavan sustav (S; = 36). SEM
snimkama je evidentirana razlika u teksturi povrSina i rubova tih Cestica. UoCeno je da
plocaste Cestice nastale pri pH; = 5 imaju ravniju, gladu povrsinu te da su im rubovi zaobljeni,
a povrsinske brazde guscée 1 pravilno rasporedene. U usporedbi s ovakvom teksturom, COM
plocaste Cestice nastale pri pH; = 9 takoder imaju ravnu 1 glatku povrSinu, ali su im rubovi
ostriji. UocCava se 1 dendritna struktura koju sacinjavaju slagaline izduZenih primarnih
kristalita s viSe ili manje ,strSecih* kristalita koje imaju naboranu povrSinu s efektom
poroznosti, a rubovi su im jac¢e nazubljeni. Analizom intenziteta dva najintenzivnija pika
rentgenskom difrakcijskom (slika 43 2)) ustanovljeno je da je pri oba pH najsporiji rast COM
okomito na (040) ravninu, ali u puno slabijem intenzitetu u odnosu na jednostavni sustav §to
se moze uociti i na SEM snimkama. Dendritne ploCice su znacajnije manje u odnosu na
jednostavni sustav i kristali poprimaju vise ili manje pravilan Sesterokutni oblik. Dodatkom
AA u sustave uocen je znacajniji efekt na morfologiju COM dendritnih Cestica. U slucaju
dodatka Phe, Ser 1 His pri pH; = 9 zapazen je efekt stabilizacije dendritne strukture (slika 44
naranCaste strelice). Efekt agregacije, viSe ili manje je prisutan u svim sustavima (slika 44

zelena strelica). RuziCastim strelicama su oznaceni efekti rasta COM. Rast zapoc€inje na
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prethodno stvorenim stepenicama, te se Siri duz cijele (100) plohe (vidi dodatak 8.4, slika 70).
Razlic¢iti habitusi COM kristala koji su posljedica rasta kristala oznaceni su zutim i bijelim
strelicama. Zutim strelicama uoc¢ava se zadebljanje i zaobljavanje ¢estica COM te prividnim
rastom u visinu (gubi se plocasta struktura) dok se bijelim strelicama uocava postojanje
plocastih cestica COM. Specificnu povrSinu uzoraka kalcijeva oksalata istalozenih u NaCl
sustavu pri pH; = 5 1 pH; = 9, s obzirom na plocaste i agregirane Cestice u usporedbi sa
esticama u jednostavnom sustavu, moguée je procjeniti na vrijednost manju od 2 m* g’
(to¢na vrijednost se nije mogla izmjeriti zbog male koliCine taloga koja je nastala u tim

eksperimentima).
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pH=5 pH=9
) \

SEM - PRESIEK UZORKA SEM - EFEKTI NA POVRSINI SEM — PRESIEK UZORKA SEM — EFEKTI NA POVRSINI

Slika 44. SEM snimke uzoraka kalcijevih oksalata taloZzenih u NaCl sustavu s dodatkom
aminokiselina pri pH; = 5 i pH; = 9. Zute i bijele strelice ozna¢avaju COM razli¢itog habitusa.
Narancaste strelice pokazuju dendritnu strukturu. Ruzicaste strelice pokazuju rast COM, a
zelena agregaciju.
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4.3.3. Spontano taloZenje kalcijeva oksalata u uvjetima hiperoksalurije u umjetnom
urinu s aminokiselinama

Tijek spontanog talozenja u sustavu umjetnog urina pracen je promjenom pH u vremenu
(slika 45).

5,50

ma—

4,50

I
Q
4,00
3,50
pH =5
3,00
0 100 200 300 400 500 600
tls
9,50
900 _ |
8,50
I
Q
8,00
7,50
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7,00
0 100 200 300 400 500 600
tls
——Bez AA ——Gly Ala Phe ——His ——Cys ——Asp —Ser

Slika 45. Ovisnost pH o vremenu spontanog talozenja kalcijeva oksalata u sustavu
umjetnog urina uz dodatak AA pri pH;=51pH;=9.

Na slici 45 su prikazane krivulje napredovanja spontanog taloZenja tijekom vremena (krivulje
pH-vrijeme) dobivene u modelnom umjetni urin taloZnom sustavu Bez AA te uz dodatak
razli¢itih AA. Krivulja pH-vrijeme u sustavu umjetni urin Bez AA pri oba pocetna pH ima jo$
manji nagib i1 pH plato je postavljen pri jo§ viSim pH vrijednostima u usporedbi s krivuljom
pH-vrijeme u NaCl sustavu Bez AA (vidi poglavlje 4.3.2). Sustav umjetnog urina ima najnizu
pocetnu prezasi¢enosti (S; = 21) u usporedbi s NaCl sustavom (S; = 24) 1 jednostavnim
sustavom (S; = 36). Takoder je kompleksnijeg sastava od NaCl sustava te osim NaCl sadrzi i
mnoge druge anorganske komponente (vidi Eksperimentalni dio, tablica 7). Na kraju procesa
taloZenja zabiljezena je ukupna promjena pH, ApH = -0,5 pri pHi = 5 1 ApH =~ 0 pri pH; = 9.

Dodatak AA 1 u sustavu umjetnog urina pokazuje u¢inak na formiranje drugacijeg pH platoa.
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Objasnjenje se ponovno, kao i u jednostavnom i u NaCl sustavu (vidi poglavlja 4.3.1 1 4.3.2),
moze naéi u ¢injenici da se uz spontano talozenje istovremeno dogada i neutralizacija AA s
H' ionima, a dodatni efekt na promjenu pH prema veéim vrijednostima uzrokuju i ostali
prisutni ioni koji su komponente umjetnog urina. pH promjene koje se dogadaju u sustavu
umjetnog urina zbog gore navedenih procesa ponovno rezultiraju jace izrazenim efektom pri
pHi = 9 bududi da su u tim uvjetima sve AA u deprotoniranoj formi primarnih karboksilnih i
amino skupina te bo¢nih ogranaka.

Strukturne analize sustava provedene su pomocu FT-IR i PXRD analize (vidi FT-IR i PXRD
analizu standarda COM i COD u dodatku 8.1 1 8.3).

Slika 46 prikazuje IR spektre uzoraka talozenih u prisustvu AA. U usporedbi sa sustavom u
kojem nema AA, pojavio se apsorpcijski maksimum na priblizno 1110 cm™, koji bi mogao
biti vibracija C-OH veze AA, Sto ukazuje da AA mogu biti uklopljene u nakupine kristala

181,182
81182 17 spektara uzoraka Bez

tijekom kristalne agregacije ili adsorbirane na povrsini kristala.
AA za oba pH u vibracijskom podrugju iznad 3000 cm™ vidljive su ostre vrpce koje se odnose
na asimetri¢no i simetri¢no istezanje koordiniranih molekula vode dok je u svim sustavima uz

11,141 . o
*" Te promjene mogu biti

dodatak AA navedeno podrugje Sire, a oStre vrpce se manje isticu.
uzrokovane slozenim vodikovim vezama izmedu C=0 skupina C,04% i O-H veze u H,O0, -
NH, ili -COOH skupinama AA.'** Takoder se za uzorke Gly, Phe, Cys i Ser pri pH; = 9 na
oko 912 cm™ uogava transmisijska vrpca, koja ukazuje na prisutnost viseg udjela COD u
uzorcima, a podrudje iznad 3000 cm” pokazuje jednu Siroku vrpcu. Ostali spektri su

karakteristi¢ni za COM.
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Slika 46. FTIR spektri uzoraka istalozenih u umjetnom urinu pri pH; =5 i pH; =9 uz

dodatak AA.
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Slika 47. PXRD difraktogrami uzoraka istaloZzenih u umjetnom urinu pri pH;= 51 pH;i=
9 uz dodatak AA.
Sastav istaloZene ¢vrste faze odreden je rentgenskom difrakcijskom analizom $§to je prikazano
na slici 47. U svim sustavima pri pH; = 5 talozi isklju¢ivo COM, medutim do znacajnije
promjene dolazi pri pH; = 9 gdje talozi COM u smjesi s COD (vidi PXRD analizu standarda
COM i COD u dodatku 8.3). Kako bi se odredio udio pojedine hidratne faze u uzorcima

izvrSena je kvantitativna rentgenska difrakcijska analiza (slika 48).
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mUdio/%| 90,90 34,76 96,89 76,45 40,78 71,29 84,54 89,82

Slika 48. Udio istalozenog COM u umjetnom urinu uz dodatak AA pri pH; =9.

Iz slike 48 vidljivo je da polarne AA (Gly > Cys > Ser) imaju znacajniji utjecaj na
inhibiciju COM. Osim polarnih AA na inhibiciju COM utjece i Phe. Ovakav utjecaj je
mogucée objasniti time da su sve ove AA pri pH; = 9 u anionskoj formi te se
elektrostatskim interakcijama uz dodatni doprinos vodikove veze preko bocnog
ogranka, u okruzenju ionima prisutnim u umjetnom urinu jae vezu na COM te

inhibiraju njegov rast.
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WpH =9 3,7567 27428 24842 45060 2,1609 30142 26393 13098
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Slika 49. Utjecaj AA na rast kristala COM u umjetnom urinu: promjena veli¢ine
kristalita COM (1), omjer intenziteta dva najintenzivnija difrakcijska pika (2).
Velicina kristalita COM u sustavu Bez AA pri oba pH iznosi 55 = 5 nm. U usporedbi s ovim
veli¢inama, u sustavima uz dodatak AA veli¢ina kristalita se nije znacanije mijenjala.
Na slici 49 2) prikazan je omjer intenziteta dva najintenzivnija difrakcijska pika u sustavu Bez
AA te promjena tog omjera u sustavima uz dodatak AA. Omyjer intenziteta / (040) / 7 (100)
izmjeren u sustavu Bez AA pri pH; = 5 iznosi 2,24, a pri pH; = 9 iznosi 3,76. Ovakve
vrijednosti ukazuju na to da je 1 pri pH; = 5 1 pri pH; = 9 najsporiji rast kristala COM okomito

na (040) ravninu. Efekt je izraZeniji u sustavu pri pH; = 9. Dodatakom AA u oba promatrana
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sustava promovira se najsporiji rast kristala COM okomito na (100) ravninu (osim za Phe pri
pH; =9 i Ser pri pH; = 5).

Kao §to je ve¢ detaljnije pojaSnjeno u jednostavnom i NaCl sustavu, pri pH; = 5 sve AA su
ve¢inom u obliku zwitter-iona te su moguce interakcije pozitivnog dijela AA (protonirane
amino skupine) za negativni dio COM kristala (C,04%) i usporavanje rasta COM okomito na
(040) ravninu ili interakcije negativnog dijela AA (deprotonirane karboksilne skupine) za
pozitivni dio COM kristala (Ca®") i usporavanje rasta COM okomito na (100) ravninu. Pri pH;
= 9 AA su ve¢inom u anionskoj formi te se preferirano vezu svojim negativnim dijelom
(deprotoniranom karboksilnom skupinom) za pozitivni dio COM kristala (Ca>"), kao 3to je
prethodno pojasnjeno upravo ove interakcije stvaraju efekt najsporijeg rasta COM okomito na
(100) ravninu.

Medutim, pri pH; = 5 1 pH; = 9 u sustavu umjetnog urina dodatkom AA uocava se najsporiji
rast kristala COM okomito na (100) ravninu $to je u suprotnosti u odnosu na rast COM u
jednostavnom (pri pH; = 5 (osim Phe i Asp)) i NaCl sustavu (pri oba pH). Pretpostavka
navedenog efekta mozZze se djelomi¢no protumaciti visokom ionskom jakosti sustava,
prisutnosti znacajnije koncentracije drugih iona koji stvaraju dodatne interakcije s AA i s
povrsinom COM, te mogucée dominantnije interakcije negativnih dijelova AA za pozitivni dio
COM kristala.

Ravnina (100) ima najve¢u gustoéu kalcijevih iona na povrsini (0,054 Ca*"/A?) te uslijed toga

'8 U (100) ravnini povrsinski slojevi sadrze dva

preferirano veZze negativnije molekule/ione.
pod sloja oksalatnih skupina; jedan je paralelan, a drugi okomit na ravninu (vidi Literaturni

pregled, slika 2). Okomite skupine oksalata na ravnini leze ispod najviSeg povrSinskog sloja
184,185

Sal

(ne "strie") te upravo ova struktura &ini (100) ravninu bogatiju Ca*" ionima.

U literaturi'®"'** je pojasnjeno da pri pH niZem od izoelektiréne tocke AA COM najsporije
raste okomito na (040) ravninu, a pri pH viSem od izoelektiréne toCke najsporije raste
okomito na (100) ravninu. Medutim, vrlo sustavnim i detaljnim proucavanjem taloZenja
kalcijeva oksalata u ovoj disertaciji mozemo zakljuciti da osim AA koje se nalaze u otopine,

na rast COM kristala utjecu i ostali ioni u otopini.
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pHi=5 pH;=9
11 |

Slika 50. SEM snimke uzoraka kalcijevih oksalata taloZzenih u umjetnom urinu s
dodatkom aminokiselina pri pH; = 5 1 pH; = 9. Plave strelice pokazuju COD kristale. Zute i
bijele strelice pokazuju cestice COM razli¢itog habitusa. Narancasta strelica pokazuje
agregiranu plocastu strukturu. Ruzicaste strelice pokazuju rast COM, a zelena agregaciju.
Morfologija ¢vrste faze dobivene spontanim taloZenjem kalcijeva oksalata u umjetnom urinu

pri oba pH prikazana je na slici 50. U sustavu Bez AA nastale su vise ili manje plocaste
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cestice COM bez vidljive dendritne strukture s izrazitom agregacijom manjih Cestica. Ovo
zapazanje u skladu je s procjenjenom specifiénom povriinom tih Eestica manjom od 2 m* g
(to¢na vrijednost se nije mogla izmjeriti buduci da je raspoloziva masa za mjerenje specificne
povrsine bila premala). Nestanak dendritnih cestica 1 povecanje udjela viSe ili manje
pravilnijih ¢estica u usporedbi s NaCl sustavom moze se povezati sa ¢injenicom da je umjetni
urin sustav s neSto manjom prezasi¢enosti (S; = 21) u usporedbi s NaCl sustavom (S; = 24).
Time su stvoreni uvjeti joS znacajnijeg smanjenja pocetne prezasic¢enosti u usporedbi s
jednostavnim sustavom (S; = 36) pa time i inhibicija dendritnog rasta kristala. SEM snimkama
je evidentirana razlika u teksturi povrSina i rubova tih Cestica. Uoceno je da COM kristali
nastali pri pH; = 5 kao i u prethodna dva sustava imaju ravniju, gladu povrsinu te su im rubovi
zaobljeni, a povrSinske brazde gusSée i pravilno rasporedene. U usporedbi s ovakvom
teksturom, COM c¢estice nastale pri pH; = 9 takoder imaju ravnu i glatku povrsinu, ali se
uocCavaju i slagaline izduZenih primarnih kristalita s vise ili manje ,,strSe¢ih* kristalita koje
imaju naboranu povrSinu s efektom poroznosti. Rentgenskom difrakcijskom analizom dva
najintenzivnija pika (slika 43 2)) ustanovljeno je da je pri oba pH u sustavu Bez AA najsporiji
rast COM okomito na (100) ravninu. Kristali poprimaju vise ili manje pravilan Sesterokutni
oblik s dobro razvijenim postranih plohama ((010) i (021), vidi dodatak 8.4, slika 70).
Dodatkom AA u sustave uocen je znacajniji efekt na morfologiju COM. Efekt agregacije
prisutan je u svim sustavima (slika 44 zelene strelice). RuziCastim strelicama su oznaceni
efekti rasta COM. Vidljiva su dva tipa rasta. Jedan, kao 1 u NaCl sustavu, zapocinje na
prethodno stvorenim stepenicama, te se Siri uniformno duz cijele plohe (primjer Ser pri oba
pH) dok drugi nacin rasta zapocinje na nekoliko mjesta na istoj plohi (primjer Phe pri pH; =
5). Posljedica rasta COM kristala (zute i bijele strelice) uocava se promjenom habitusa, tj.
zadebljanjem 1 zaobljavanjem cestica COM te prividnim rastom u visinu (gubi se plocasta
struktura) ili razvojem plocastih Cestica COM. Ploc¢ice u nekim sustavima izgledaju kao
agregirana struktura manjih kristalita koji se pravilno slazu (narancasta strelica) i koje su vrlo
kompaktne. Za razliku od prethodna dva promatrana sustava, u sustavu umjetnog urina
uocava se promocija talozenja COD pri pH; = 9 (plave strelice) za AA Phe, Gly, Cys i Ser.
Takoder je 1 u ostalim sustavim pri pH; = 9 zabiljezen manji udio COD medutim na SEM
slikama se ne uocava vjerojatno jer je agregiran.

Aminokiselina u urinu moze se adsorbirati na povrSinu kristala kalcijeva oksalata, ¢cime utjece
na rast, agregaciju i transformaciju.'>® Ovisno u kojem obliku se nalaze u otopini mogu se

vezati na Ca>" i/ili C2042' na povrsini kalcijeva oksalata. Poznato je da su karboksilne kiseline
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i njihove soli inhibitori rasta.'®

Elektrostatska/ionska interakcija mogu dovesti do znacajne
promjene morfologije.'®

Jedno od nedovoljno proucavanih pitanja je ucinak aditiva, posebno organskih, na proces
agregacije tijekom kristalizacije. U literaturi su navodi kontradiktorni. Neki autori smatraju da
organski spojevi djeluju kao ljepilo koje olakiava adheziju pri sudaru kristala.'* Prema
ostalim istrazivagima, organski aditivi, u pravilu, spreavaju agregaciju.'®’ Dakle, ovo pitanje
je bitno za razumijevanje mehanizama litogeneze 1 zahtijeva daljnju istragu. U NaCl sustavu,
neovisno o dodatku AA vidljiv je poCetak agregacije, dok u sustavu umjetnog urina dolazi do
izrazene agregacije takoder neovisno o dodatku AA, te se moze zakljuciti da sam medij u
kojem se talozi ima znacajan utjecaj na agregaciju. U literaturi se kao zakljucak sa stajalista
gore navedenog predlaze opis formiraju¢eg mehanizma bubreznih kamenaca s agregatnom

187
strukturom.

Visoka prezasi¢enost u fizioloskoj otopini uzrokuje visoku koncentraciju
kristalnih Cestica (Sto se moze dokazati kristalurijom - ¢estim suputnikom urolitijaze). Sitne
Cestice agregiraju u vece Cestice tijekom talozenja te se taj proces dogada autokataliticki, a

kao rezultat nastaju veliki agregati.
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5. ZAKLJUCCI
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Na temelju provedenih istrazivanja spontanog taloZenja kalcijeva oksalata u Sirokom
koncentracijskom podru&ju koje obuhvacéa podrugje hiperoksalurije (7,5 mmol dm™ < ¢;(Ca®")
< 10,0 mmol dm™; 0,6 mmol dm™ < ¢;(C,04%) < 8,0 mmol dm™) u jednostavnom sustavu i

umjetnom urinu pri pH;= 5 1 pH; = 9 tijekom 20 minuta izvedeni su sljede¢i zakljucci:

1. U ispitivanom koncentracijskom podrucju hiperoksalurije prezasi¢enost sustava se
mijenja; u jednostavnom sustavu 10,70 < §; < 39,94, a u umjetnom urinu 3,81 < §; <

24,40.

2. U ispitivanom koncentracijskom podrucju u oba istrazivana sustava i pri oba pH;
zabiljezeno je trenutacno talozenje odmah po mijeSanju reaktanata. U jednostavnom
sustavu do talozenja dolazi u cijelom ispitivanom koncentracijskom podrucju pri oba
pH;, a u umjetnom urinu talozi u koncentracijskom podrucju prezasic¢enosti S;> 10. Pri
S; < 10 (sustavi ¢(Ca*") < 7,5 mmol dm™ i ¢(C,04”) = 0,6 mmol dm™ i ekvimolarni
sustav ¢(Ca’") = ¢(C,04) = 2,0 mmol dm™) pri oba pH; u umjetnom urinu nije

zabiljezeno talozenje.

3. U jednostavnom sustavu pri oba istrazivana pH; u cijelom ispitivanom
koncentracijskom podru¢ju nema promjene sastava Cvrste faze dok u sustavu
umjetnog urina dolazi do promjene. U jednostavnom sustavu pri oba pH; talozi
isklju¢ivo COM. U sustavu umjetnog urina pri pH; = 5 talozi COM, dok pri pH; =9
talozi COM i smjesa COM i COD (pri visim koncentracijama kalcija (c¢(Ca®") > 7.5
mmol dm™). Maseni udio COD u takvoj smijesi je w (COD) < 10 %.

4. U jednostavnom sustavu pri oba istraZivana pH; taloZile su vece Cestice u odnosu na
sustav umjetnog urina. Razlika u veli¢ini Cestica vidljiva je 1 unutar sustava pri oba

istrazivana pH (pri pH; = 5 taloZe vece Cestice).

5. Dendritna morfologija karakteristicna je za jednostavan sustav (sustav viSe
prezasi¢enosti S; > 28 ), dok se u sustavu umjetnog urina pojavljuju vise ili manje
pravilni Sesterokutni COM kristali, te je izraZena agregacija. U sustavu s najmanjom
koncentracijom oksalata, ¢(C,04%) = 2 mmol dm™, COD je taloZio kao tetragonalna

bipiramida.
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Na temelju rezultata sustavnih istrazivanja spontanog taloZenja kalcijeva oksalata u podrucju

hiperoksalurije (c,~(Ca2+) = 7,5 mmol dm?i ci(C2042') = 6,0 mmol dm'3) uz dodatak AA (Ala,

Phe, Gly, Cys, Ser, His, Asp; ¢ = 30 mmol dm™) i poveéavajuéi kompleksnost kemijskog

sastava sustava (jednostavan sustav, NaCl sustav i1 sustav umjetnog urina) pri pH;=51pH; =9

izvedeni su sljedeci zakljuccei:

1.

Dodatak AA u svim ispitivanim sustavima pri oba pH; ne utjeCe na indukcijsko
vrijeme, to jest u svim sustavima uz dodatak AA dolazi do trenutacnog taloZenja
odmah po mijesanju reaktanata kao i u sustavima Bez AA. U svim sustavima Bez AA
pH vrijednost sustava se naglo smanjuje s vremenom do postizanja pH platoa.
Dodatak svih AA utjeCe na promjenu nagiba krivulja pH-vrijeme 1 formiranje
drugacijeg pH platoa i taj je efekt ovisan o kompleksnosti sustava, pH; i tipu AA. Jaci
efekt zabiljezen je pri pH; = 9 i postaje sve izrazeniji kako se povecava kompleksnost

kemijskog sastava sustava jednostavan < NaCl < umjetni urin.

Dodatak AA ne utjeCe na sastav Cvrste faze u jednostavnom i NaCl sustavu, a u

umjetnom urinu utjece.

U jednostavnom i NaCl sustavu pri oba pH;j i u umjetnom urinu pri pH; = 5 uz dodatak
svih AA talozi se samo COM. U umjetnom urinu pri pH; = 9 je zabiljeZzeno povecanje
udjela COD u smjesi sa COM u usporedbi sa sustavom Bez AA (w(COD) < 10 %).
Najveci udio COD dobiven je u sustavima uz dodatak polarnih AA i Phe pri pH; =9
(w (COD) = Gly 65,2 % > Phe 59,2 % > Cys 28,7 % > Ser 23,5 %). Ovakav utjecaj je
moguce objasniti time da su sve ove AA pri pH; = 9 u anionskoj formi te se
elektrostatskim interakcijama uz dodatni doprinos vodikove veze preko bocnog
ogranka, u okruZenju ionima prisutnim u umjetnom urinu ja¢e veZzu na COM te

inhibiraju njegov rast.

Dodatak AA utjeCe na veli¢inu kristalita COM; najizraZeniji utjecaj je u jednostavnom

sustavu

Velicina kristalita COM u sva tri istrazivana sustava (jednostavan, NaCl sustav i

umjetni urin) Bez AA pri oba pH iznosi 55 £ 5 nm. U jednostavnom sustavu najveci
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efekti dodatka AA na veli¢inu kristalita zabiljeZeni su pri pHi = 9 gdje su izmjereni
znacajno manji kristaliti (33 - 42 nm) u sustavima s: Gly, Phe, Ser, Alai Cys . Pri pH; =
5 je zabiljezen efekt u sustavima uz dodatak Ser i Ala gdje su izmjereni takoder manji
kristaliti (37 1 44 nm). U NaCl sustavu biljezi se povecanje veli¢ine kristalita pri pH;j=9
(62 1 63 nm) u sustavima s: Asp i His. Pri pH; = 5 zabiljeZen je isti efekt u sustavima uz
dodatak nepolarnih AA (Ala i Phe) i Cys (63 - 70 nm). U sustavu umjetnog urina

dodatak AA nije znacajnije utjecao na veli¢inu kristalita.

a. dodatak AA utjece na rast COM kristala

U jednostavnom sustavu i umjetnom urinu bez dodatka AA pri oba pH; najsporiji rast
COM kristala je okomito na ravninu (040), a u NaCl sustavu na (100) ravninu.
NajizraZeniji efekti su zabiljeZzeni u jednostavnom sustavu i umjetnom urinu. U
jednostavnom sustavu pri pH; = 5 dodatkom polarnih AA (Ser > Gly > Cys) i
nepolarnog Ala promoviran je efekt najsporijeg rasta okomito na (040) ravninu. Pri pH;
= 9 uz dodatak svih testiranih AA (osim Ala) zabiljeZen je najsporiji rast COM okomito
na (100) ravninu. U sustavu umjetnog urina pri oba pH; taj je efekt zabiljezen kod svih
AA. Pri pH; = 9 su efekti izrazeniji budu¢i da su AA u anionskoj formi te se bolje
adsorbiraju na (100) ravninu zbog njenog izrazenijeg pozitivnog naboja (vece gustoce
kalcijevih iona na povrSini). Najizrazeniji efekti su zabiljezeni u sluc¢aju dodatka Asp.
NajizraZeniji efekt Asp, kako u jednostavnom sustavu tako 1 u umjetnom urinu, moguce
je objasniti postojanjem dvije deprotonirane karboksilne skupine (primarna 1 bocni

ogranak) zbog Cega se jace adsorbira i veZe na povr§inu COM.

4. Dodatak AA utjece na promjenu morfologije COM kristala.

U jednostavnom sustavu bez dodatka AA taloZe iskljuc¢ivo dendritne cestice COM kristala,
dok u NaCl sustavu i umjetnom urinu taloze viSe ili manje pravilni kristali. U NaCl sustavu i
umjetnom urinu izraZzena je pojava agregacije kristala. Dodatak AA utjeCe na morfoloske
promjene Cestica COM. Pri pH; = 5 u sva tri sustava (jednostavan, NaCl i umjetni urin) u
usporedbi sa sustavom Bez AA, COM kristali zadrzavaju relativno ravnu i glatku povrsinu,
ali su im rubovi zaobljeniji 1 povrSinske brazde guSc¢e i1 pravilno rasporedene. Pri pH; =9 s
dodatkom AA povrSina COM kristala izgleda naborano i s efektom poroznosti, a struktura se

prikazuje kao slagalina izduzenih primarnih kristalita s viSe ili manje ,,strSe¢ih* kristalita.
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Ovim istrazivanjem je prvi puta upotrebljeno mijeSanje ultrazvunim zracenjem u kalcij
oksalatnom sustavu. Tako je pripravljen ¢isti i morfoloski dobro definiran kalcijev oksalat
dihidrat, COD.

Na temelju ovih istrazivanja izvedeni su sljedeci zakljucci:

1. Nacin mijeSanja, omjer c(Ca*")/e(C,047) i c(citrat) utjecu na talozenje i morfologiju

COD kristala.

2. Habitus kristala COD u obliku pravilnih tetragonalnih bipiramida s prizmom
pripremljen je u ultrazvuéno mije§anom sustavu sastava: ¢(Ca*") = 9,0 mmol dm”,
¢(C,04%) = 2,33 mmol dm™ i ¢(citrat) = 9,0 mmol dm>, a omjer c(Ca”")/c(CL04%) =
3,86.

3. Elektrokineticka mjerenja COD pokazala su da je {-potencijal negativan (od -2,40 £
1,98 mV do -26,80 = 0,78 mV ) u cijelom promatranom pH podrucju (3,0 < pH <
10,0).

4. Dodatak polarnih (Gly i Ser) i nepolarnih AA (Phe i Ala) utjece na {-potencijal COD.
U podruc¢ju pH; < 7,0 AA su u zwitter-ionskoj formi i ne mijenjaju znacajnije (-
potencijal, dok su pri pH = 10,0 u anionskoj formi i povecavaju negativnost (-

potencijala. Pri tom najveci efekt pokazuju polarne AA (Gly i Ser).

5. {-potencijal COD mijenja se s koncentracijom AA §to je zapaZeno u istraZzivanjima na
primjeru His. Pri pH =4 1 pH = 6 nisu zabiljeZene znacajnije promjene dok je pri pH =
10 zabiljezeno povecanje negativnosti {-potencijala s pove¢anjem koncentracije His

Sto ukazuje na jacu adsorpciju His u tim uvjetima.

Ostvareni rezultati doprinose boljem razumijevanju uloge kompleksnosti kemijskog sastava
na talozenje u kalcij oksalatnom sustavu i daju uvid u interakcije izmedu aminokiselina
relevantnih za patoloSku biomineralizaciju 1 kristala kalcijeva oksalata, COM i COD u

uvjetima hiperoksalurije.
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POPIS OZNAKA I SIMBOLA

aq vodena faza

eq ravnoteza

i ionska vrsta, inicijalno, pocetno
m molarno

POPIS KRATICA

AA aminokiselina

Ala alanin

Asp asparaginska kiselina

Bez AA bez aminokiselina

CaOX kalcijev oksalat

COD kalcijev oksalat dihidrat
COM kalcijev oksalat monohidrat
COT kalcijev oksalat trihidrat
Cys cistein

FT-IR infracrvena spektroskopija
Gly glicin

His histidin

mag magnetsko mijesanje

meh mehanic¢ko mijesSanje

Phe fenilalanin

PXRD rengenska difrakcija praha
TGA termogravimetrijska analiza
uzv ultrazvu¢no mijeSanje
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8.1. Infracrveni spektri standarda COM i COD

Relativna transmitancija

3240
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COoM ——COD

1329 —

948
781
653
515

[~ 1648 —

T T T
4000 3500 3000 2500

T
2000

Valni broj / em™

T
1500

L
T T T T T T T
1000 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Valni broj / cm™

Slika 51. FT-IR spektri standarda COM 1 COD

Tablica 13. Karakteristi¢éne vrpce COM 1 COD standarda 1 njihova asignacija u IR spektru

viem’
COM COD Asignacija
3481
3331 asimetricno 1 simetri¢no istezanje
3240 koordinirane vode (O-H istezanje)
3061
1618 1648 asimetri¢no karbonilno istezanje
Vas(COO)
1317 1329 simetricno karbonilno istezanje 1
metal-karbonilno istezanje
vs(COO")
Z:i 14 H-O-H svijanje
781 . e
653 615 O-C-0 asimetri¢ne njihanje
515 O-C-0 asimetri¢ne mahanje




Doktorska disertacija Anamarija Stankovié

8.2. Termogravimetrijske krivulje standarda COM i COD

TG krivulja  dTG krivulja TG krivulia  dTG krivulja

a2 50 11.0 50
a) - b} |
AT P = Io 1087 herc oa SN~ PR S
b N i
76 é“ i T \ \ [
§ T4 -100 % _Z - i '\\.‘ ‘I‘.‘I‘ : -150
724 S 1 X ! 200
£ -150 v o
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{ I P I
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ti°c t/°c
Slika 52. Termogravimetrijske krivulje (plavo) i prva derivacija termogravimetrijskih krivulja
(crveno) standarda COM i COD (Am oznacava teoretsku vrijednost)
8.2.1. Termogravimetrijske krivulje kalcijeva oksalata
TG krivulja  dTG krivulja
a) smjesa = w(COM) + w(COD)
- w(teoretski COM) = 12,33 %
i w(teoretski COD) = 21,96 %
g F smjesa =y
E w(COM) = x
h w(COD)=1-x
[ ame18.13% y=0,1233x+ (1-x) - 0,2196
A
ti°C
TG krivulja  dTG krivulja - . TG krivulja  dTG krivulja o
il o) | 0
52i T— —— o —
! RN I
50 \\\ o - \\‘\\\
g wl AN o E g’ 4 \“\_‘7_‘ B
E . \\'\ oo S E - — =
46 - \\‘ { . g
N | o
“T \\\‘ 100
42 + \\_, . 20 T
L am=19,05% T i Am=22,09%
20 .jo s}o eHo 100 1;0 1.10 1éo 1;0 20Ho 2;0 z‘io 2507‘_“ ’ ° @ e W w0 @ w0 w0 w0 w0 20 2w 250-”
ti°c ti*C

Slika 53. Termogravimetrijske krivulje (plavo) i prva derivacija termogravimetrijskih krivulja
(crveno) pri omjeru c(Ca?")/e(CL04%) = 3,86 za tri vrste mijesanja a) meh, b) mag i c) uzv
(Am oznacava eksperimentalnu vrijednost). Prikaz izracuna udjela COM 1 COD u uzorcima.
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| PH{Jdnostawn sustay) = 5
L am=1z2%

Am=1223%

Lo EHINEC sustany = 5 AN -

< pHIUmRE U = 5 AL
Lm=1154%

o pHidednostavni sustar) =9 | 1N
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PH{NAC! sustav) = 8 | NTANS
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Slika 54. Termogravimetrijske i DSC krivulje (crno) i prva derivacija termogravimetrijskih
krivulja (crveno) (Am oznacava eksperimentalnu vrijednost).

8.3. Rentgenski difraktrogrami standarda COM i COD
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Slika 55. Rentgenski difraktogrami standarda a) COM i b) COD (oznacene ravnine prema
kartici 20-231 za COM 1 prema kartici 17-541 za COD)
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8.3.1. Rentgenogrami kalcijeva oksalata

N T 0 1

B coboszn
COMO08%

I/au.

201°
Slika 56. Rietveldova analiza difraktograma praha uzorka iz uzv sustava pri omjeru

c(Ca*)/e(CL047) = 3,86.

_LLL 000 Do 0

1500 —1

1000 —1

I/am.

Slika 57. Rietveldova analiza difraktograma praha uzorka iz uzv sustava pri omjeru

c(Ca*)/c(C,047) = 8,23.

VIII



Doktorska disertacija Anamarija Stankovi¢

o

UZV 16,0
W cop 99.6 %
M comoa

1/au

201/°

Slika 58. Rietveldova analiza difraktograma praha uzorka iz uzv sustava pri omjeru
c(Ca*")/c(CL047) = 16,0.

MAG 3.86
B cop 75.4%
W com246%

1/a.u.

201/°

Slika 59. Rietveldova analiza difraktograma praha uzorka iz mag sustava pri omjeru
c(Ca*)/e(C,047) = 3,86.
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[ 00 TRC AT T

MAG 8.23
%

COD 99,9 %
M como1%

1/au

201/°

Slika 60. Rietveldova analiza difraktograma praha uzorka iz mag sustava pri omjeru
c(Ca®")/c(C047) =823,

2000 = MAG 16,0

€OD 99,1 %
M como9%

I/au

201°

Slika 61. Rietveldova analiza difraktograma praha uzorka iz mag sustava pri omjeru
c(Ca*M)/e(CL047) = 16,0.
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N T T 0 0

B cop 75,7 %
W comazn

1/au

201/°

Slika 62. Rietveldova analiza difraktograma praha uzorka iz meh sustava pri omjeru
c(Ca*")/c(C047) = 3.86.

R0 I A

MEH 8.23

1000 - [ copsss%
B com 15,1 %

I/au

Slika 63. Rietveldova analiza difraktograma praha uzorka iz meh sustava pri omjeru
c(Ca*)/e(C,047) = 8,23.
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y T T \f
a1l
MEH 16,0
Bl copoze
oM

1500 —

1000 —

1/au

500

201°
Slika 64. Rietveldova analiza difraktograma praha uzorka iz meh sustava pri omjeru
c(Ca*")/c(CL047) = 16,0.
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—

I/au.

201°

Slika 65. Rietveldova analiza difraktograma praha uzorka u uzv sustavu: ¢(Ca”")/c(C,047) =
3,86, c(citrat)/ mmol dm? = 0,0.
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¢(citrat) = 1 mmol dm™*
B cop75.9%
W com241%

1000

I/a.u.

500

Slika 66. Rietveldova analiza difraktograma praha uzorka u uzv sustavu: c(Ca*")/e(C,047) =

3,86, c(citrat)/ mmol dm? = 1,0.

i !
1] 18] R 18 T
| 3
¢(citraty = 3 mmol dm™
B cop 995 %
B comos%
1500
. 1000
=
E
=
500
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Slika 67. Rietveldova analiza difraktograma praha uzorka u uzv sustavu: ¢(Ca”")/c(C,047) =

3,86, c(citrat)/ mmol dm? = 3,0.
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110 T e e

¢(citrat) = 5 mrkol dm™

W cop 9
B como6%

2000+

I/au

1000

40 50

|
- i
t
TTTTPTPEerrTs T T [T T

1

Slika 68. Rietveldova analiza difraktograma praha uzorka u uzv sustavu: ¢(Ca?")/c(C,04%) =

3,86, c(citrat)/ mmol dm™ = 5,0.

e(citrat) =7 mngol dm™
2000+ M cop99,3%
B como7%
=
=
< 1000

30 40 50
20/°

Slika 69. Rietveldova analiza difraktograma praha uzorka u uzv sustavu: ¢(Ca”")/c(C,047) =

3,86, c(citrat)/ mmol dm? = 7,0.
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Tablica 14. Kvantitativna analiza udjela COM i COD rentgenskom difrakcijom

Intenzitet pika 20/° Ala Asp Bez AA Cys Gly His Phe Ser
coM 14,88 915 700 743 595 226 723 371 587
COD 14,28 174 235 230 425 414 303 677 353
Intenzitet pozadine 20/° Ala Asp B Cys Gly His Phe Ser
COM 11 14,88 785 570 613 465 96 593 241 457
COD 12 14,28 39 100 95 290 279 168 542 218
Referentni intenzitet
COMR1 1,13
CODR2 1,75
R1/R2 0,645714
11/12 20,128205 57 6,4526316 1,6034483 0,344086 3,5297619 0,4446494 2,0963303
(12/12) / (R1/R2) 31,171999 8,8274336 9,9930135 2,4832164 0,5328766 5,4664454 0,6886164 3,2465292
Ala Asp Bez AA Cys Gly His Phe Ser
w (COM) / % 97 90 91 71 35 85 41 76

8.4. Morfoloska karakterizacija kalcijeva oksalata

[-100]

/ [001] {0_227.20)
\

[010)[010)

Slika 70. Morfologija COM kristala s karakteristicnim Millerovim indeksima 1 smjerom rasta
kristala (crni brojevi odgovaraju Tazzoli notaciji (prostorna grupa P2,/c) , a crveni Deganello
notaciji (prostorna grupe 12/m)).>*
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Slika 71. Snimke svjetlosnim mikroskopom uzorka u uzv sustavu: ¢(citrat)/ mmol dm™ = 0,0
omjera ¢(Ca”")/c(C2047): a) 3,86, b) 8,23 i ¢) 16,0.

Slika 71. Utjecaj razli¢itih omjera ¢(Ca*")/c(C,04%) na veliginu i morfologiju COD u mag
sustavu: a) 3,86, b) 8,23, ¢) 16,00.

Slika 73. Utjecaj razligitih omjera ¢(Ca®")/c(C2047) na veli¢inu i morfologiju COD u meh
sustavu: a) 3,86, b) 8,23, ¢) 16,00.
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Osobni podaci:

Ime 1 prezime: Anamarija Stankovi¢, prof. biologije i kemije, asistent

Adresa: Vijenac Augusta Cesarca 8, 31000 Osijek

Zaposlena: Odjel za kemiju, SveuciliSte Josipa Jurja Strossmayera, Ulica cara
Hadrijana 8/A, 31 000 Osijek

email: ster.anamarija@gmail.com

Rodena sam 5. rujna 1985. godine u Osijeku. Srednjoskolsko obrazovanje stekla sam u Opcoj
Gimnaziji u Osijeku, gdje sam i maturirala 2004. godine. Iste godine upisala sam na
Pedagoskom fakultetu u Osijeku nastavnicki smjer Biologije 1 Kemije gdje sam 1 diplomirala
2010. u podrucju biokemije te time stekla zvanje profesora kemije i biologije.

2012. zaposlila sam se kao stru¢na suradnica na Zavodu za opcu, anorgansku i fizikalnu
kemiju 1 metodiku kemije, Odjela za kemiju, SveuciliSta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku,
a od travnja 2013. sam u zvanju asistenta. Izvodim kolegije iz podrucja anorganske kemije.

2013. godine upisujem doktorski studij kemije na Prirodoslovno-matemati¢kom fakultetu u
Zagrebu, smjer Anorganska i strukturna kemija.

Podrucje mog znanstveno-istrazivackog interesa vezano je uz biomineralizaciju, osobito
patolosku, te obuhvacda proucavanje razliCitih hidratnih oblika kalcijeva oksalata (kalcijev
oksalat monohidrat, kalcijev oksalat dihidrat i kalcijev oksalat trihidrat) te voltametrijske
tehnike (ciklicka i diferencijalna pulsna voltamterija) i sinteze kompleksnih spojeva.

Tijekom studiranja dobila sam Rektorovu nagradu (2008) za izniman uspjeh na studiju s
prosjekom 4,82, Zupanijsku stipendiju (2005-2009) te sam bila u 10 % najboljih studenata u
generaciji.

Voditeljica sam projekta ¢ije financiranje je potpomogla Zaklada Hrvatske akademije
znanosti 1 umjetnosti. Suradnica sam na projektu financiranom od strane Hrvatske zaklade za
znanost, te sam suradnica na nekoliko bilateralnih i sveuciliSnih projekata. Rezultate svojih
istrazivanja prezentirala sam na medunarodnim i doma¢im znanstvenim skupovima (16
skupova) te sam objavila Cetiri znanstvena (Casopisi citirani u WoS i/ili CC bazi) i jedan
stru¢ni rad. Autor sam dvaju internih radnih materijala te aktivno sudjelujem u izradi zavrSnih
radova na preddiplomskom studiju (9 radova), kao i u promociji znanosti. Clan sam
Hrvatskog kemijskog drustva (HKD) 1 Hrvatske kristalografske zajednice (HKZ).

Struéno usavrSavanje:

U periodu od 2014. do 2016. boravila sam na znanstvenom usavrSavanju na Institutu Ruder
Boskovi¢ u Laboratoriju za procese talozenja.

Izvorni znanstveni i pregledni radovi u CC ¢asopisima

1. Ster, Anamarija; Safranko, Silvija; Bili¢, Katarina; Markovi¢, Berislav; Kralj, Damir.

The effect of hydrodynamic and thermodynamic factors and the addition of citric acid on the
precipitation of calcium oxalate dihydrate, Urolithiasis (2017) (prihvacen za objavljivanje)
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2. Medvidovi¢-Kosanovi¢, Martina; Stankovi¢, Anamarija; Jakobek, Lidija; Krivak, Petra;
Magdari¢, Rebecca.

Electrochemical and spectrophotometric determination of total polyphenol content in Croatian
apple varieties, Croatica chemica acta 90 (2017) 129-134 (¢lanak, znanstveni).

3. Bali¢, Tomislav; Matasovié¢, Brunislav; Markovié¢, Berislav; Ster, Anamarija; Stivojevié,
Marija; Matkovié-Calogovié, Dubravka.

Synthesis, structural characterization and extraction studies of 17-, 18-, 19- and 20-
membered N202-donor macrocyclic Schiff bases, Journal of Inclusion Phenomena and
Macrocyclic Chemistry 3 (2016) 217-226 (¢lanak, znanstveni).

4. Medvidovi¢-Kosanovié, Martina; Bali¢, Tomislav; Markovié¢, Berislav; Ster, Anamarija.
Comparison of the Electrochemical Properties of Two Structurally Different Novel bis-Schiff
Bases, International Journal of Electrochemical Science 10 (2015) 63-83 (¢lanak, znanstveni).

Znanstveni radovi u drugim ¢asopisima

1. Ster, Anamarija; Bali¢, Tomislav; Markovié, Berislav; Medvidovi¢-Kosanovi¢, Martina.
Electrochemical characterization of (1E)-1-N-{[4-(4-{[(E)-N-(3- aminopheny]l)
carboxyimidoyl]phenoxy}butoxy) phenyl] methilidene}benzene -1,3-diamine Bulletin of the
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