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SAZETAK

Kalcijevi oksalati su sastavni dio bubreznih kamenaca i oni su kalcijeve soli
oksalne kiseline. Sve vise ljudi u danaSnje vrijeme ima problema sa bubreznim kamencima
stoga su istrazivanja na tu temu sve intenzivnija, najviSe se istrazuju procesi talozenja
kalcijevih oksalata te nacini njihova moguéeg uklanjanja ili prevencije njihova nastanka. U
medicinskom smislu ovaj problem se naziva urolitijaza ili nefrolitijaza. Ovisno o uvjetima,
kalcijev oksalat moze kristalizirati u tri hidratna oblika, kalcijev oksalat monohidrat
(COM) koji je termodinamicki najstabilniji, te metastabilni dihidrat (COD) i trihidrat
(COT) koji se vrlo rijetko moze naci u sastavu bubreznih kamenaca.

U ovom radu je cilj bio provjeriti koji hidratni oblik kalcijeva oksalata nastaje
mehanokemijskom sintezom i to na dva nalina, bez dodatka otapala (samo praSkasti
reaktanti) i s dodatkom minimalne koli¢ine otapala, u ovom slucaju vode. Dobiveni
rezultati su obradeni i interpretirani FT-IR spektroskopijom, termogravimetrijskom

analizom te optickom mikroskopijom.

Kljuéne rijeci: kalcijev oksalat monohidrat (COM), bubrezni kamenci, mehanokemijska

sinteza



ABSTRACT

Calcium oxalates are components of kidney stones and they are calcium salts of
oxalic acid. Nowadays more and more people have problems with kidney stones therefore
research on this subject are more intensive, mainly precipitation processes of calcium
oxalate and the ways of their possible removal or prevention of crystal growth. In medical
way this problem is known as urolithiasis of nefrolithiasis. Depending on conditions,
calcium oxalate cristallizes in three hidrate forms, calcium oxalate monohydrate (COM)
which is thermodynamically most stable, and metastable dihydrate (COD) and trihydrate
(COT) which is the rarest to be found in kidney stone composition.

The goal of this work was to see which hydrate form of calcium oxalate will form
by mechanochemical synthesis and it was done in two ways, without adding minimum
quantity of solvent (only pulverised reactants) and with adding a minimum quantity of
water, in this case water. Results were processed and interpreted with FT-IR spectroscopy,

thermogravimetric analysis and optical microscopy.

Keywords: calcium oxalate monohydrate (COM), kidney stones, mechanochemical

synthesis
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1. UvOD

U danasnje vrijeme je sve ucestalija pojava bubreznih kamenaca u ljudskoj
populaciji. Proces patoloske biomineralizacije nije jo§ u potpunosti jasan te se zbog toga
provodi sve vise istrazivanja da bi se objasnili mehanizmi, potrebni uvjeti i prevencija
nastanka bubreznih kamenaca.

Pojava stvaranja kristalne tvari na unutarnjim stijenkama bubrega koja uzrokuje
ostru bol, oste¢enja u urinarnom traktu te infekciju urinarnog sustava naziva se urolitijaza
ili nefrolitijaza. Kemijskih sastav bubreznih kamenaca je raznolik, ali u vecini slucajeva su
smjese razli¢itih anorganskih soli sa najve¢im udjelom kalcijevih oksalata.

Cilj ovog rada je bio mehanokemijski sintetizirati kalcijev oksalat i to na dva
nacina, bez dodatka otapala i uz dodatak minimalne koli¢ine otapala. Za karakterizaciju
taloga kalcijeva oksalata koriStene su sljedece metode: termogravimetrijska analiza (TGA),

infracrvena (FT-IR) spektroskopija, te opticka mikroskopija (OM).



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Biomineralizacija

Biomineralizacija je proces kojim zivi organizmi stvaraju strukture koje odgovaraju
mineralima pa svojoj kristalnoj strukturi. Biominerali su spojevi koji su ne samo nastali u
zivim organizmima nego su slozeni spojevi koji sadrze zajedno anorganske i organske
komponente i zbog toga $to su nastali u kontroliranim uvjetima imaju i odredena svojstva
poput veli¢ine, oblika, funkcija,.... Stvaranje bioloskih minerala pokazuje puno napredaka
te je sigurno polje znanosti samo za sebe, u ranim pocecima istrazivanja bioloskih minerala
ovo polje je nosilo naziv ,kalcifikacija“ zbog bioloskih minerala koji su sadrzavali kalcij,
ali kako su kasnije otkrivani ostali biominerali koji su sadrzavali i druge katione poput
barijevih, stroncijevih, Zeljeznih, tako je ovo znanstveno polje preimenovano u
,,biomineralizacija“[l].

Kalcij je u sastavu priblizno 50 % biominerala u organizmima jer je potreban za
mnoge procese u stanicnom metabolizmu. Od ostalih biominerala u manjoj mjeri se jo$ u
organizmima javljaju spojevi koji za kation sadrze Zeljezo (Fe?*, Fe**), mangan (Mn), kalij
(K), cink (Zn), olovo (Pb), barij (Ba), stroncij (Sr) i u vrlo malim koli¢inama ¢ak i arsen
(As)H,

2.1.1. Bubrezni kamenci

Bubrezni kamenci su bolest koja priprada skupini bolesti bubrega i urinarnog trakta,
te se jednim imenom nazivaju urolitijaza ili nefrolitijaza. Obuhvacaju velik dio populacije
s time da su muskarci ¢eS¢e pogodeni od Zena. Stvaraju se taloZenjem kristala iz mokrace
koji se onda nakupljaju na unutraSnjim stijenkama bubrega, a kada se odvoje od stijenke
putuju urinarnim traktom 1 sam taj put moze uzrokovati veoma jaku bol ostecujuéi tkivo
usput, a urolitijaza je medicinski izraz za opisivanje kamenaca u urinarnom traktu (Slika
1.). Kod nekih ljudi kamenci izadu iz tijela kroz urinarni trakt bez znanja te osobe ako
kristali ostanu dovoljno sitni i djeluju inhibitori koji spreCavaju stvaranje i taloZenje
kristala. Bubrezni kamenci se sastoje od razli¢itih tvari, ali vecina sadrze spojeve S
kalcijem i to najcesce fosfate u kombinaciji s oksalatom koji je tema ovog rada (Tablica

1.).Spojevi sa kalcijem se moraju konstantno unositi u organizam jer se nalaze u sastavu



kosti i zuba. Takoder su u bubreznim kamencima jo§ pronadeni i spojevi koji sadrze

mokraénu kiselinu te cisteinski kamencil?,

Bubrezni kamenci

/l/ ‘:i ~ ‘
R |
A

Bubrezni kamenci

Slika 1. Mjesto nastanka bubreznih kamenacal®,

Lijecenje bubreznih kamenaca ovisi o stanju pacijenta, tj. o veli¢ini kamenca i
njegovu polozaju, pa se prvo pokusavaju razne metode s lijekovima dok je operacija
odstranjivanja ostavljena kao zadnja opcija ukoliko nista prije toga nije pomoglo. Ve¢inom
(90 %) bubrezni kamenci sami produ kroz urinarni trakt uz uzimanje mnogo vode, dok su u
ostalim slucajevima potrebne ,agresivnije” metode poput uretroskopije (uklanjanje
kamenca endoskopskom pretragom), te novija metoda litotripsija koja razbija kamenac Sok
valovimal?. Nakon odstranjivanja kamenca pacijentu se u dogovoru sa lije¢nikom odreduje
plan prehrane i odredeni lijekovi kako bi se sprijeio ponovni nastanak kalcijevih
kamenaca i kamenaca mokra¢ne kiseline, a metoda prevencije ovisi 0 uzorku i tipu

bubreznih kamenaca koje je pacijent imao.



Tablica 1. Kemijski sastav bubreznih kamenacal®l.

Naziv spoja Kemijska formula Udio (%)
Kalcijev oksalat
. CaC204 - H20
monohidrat
Kalcijev oksalat dihidrat CaCz04 - 2H20 60 — 80
Kalcijev fosfat Cas(PO4)3(OH)
Kalcijev hidrogenfosfat CaHPOg4 - 2H,0
Magnezijev amonijev
_ (NH4)Mg(POs) - 6H20 10-15
fosfat heksahidrat
Mokraéna kiselina CsHsN4O3 5-10
Cistein CeH12N204S; 1

2.1.2. Kalcijevi oksalati

Soli oksalne kiseline su tvari Siroko rasprostranjene u prirodi, a nalaze se u
biljkama, ljudima i zivotinjama, a s kemijskog glediSta oni su organske kiseline. Ljudsko
tijelo ih sadrzi u odredenim koli¢inama jer se dobivaju pretvorbom npr. vitamina C, a u
organizam mogu do¢i i iz voéa i povréa (Spinat, blitva, kupine,...), ali i namirnice
zivotinjskog porijekla sadrze zanemarive koli¢ine oksalata. Pretpostavlja se da se pomocu
oksalata iz biljaka izluCuje visak kalcija te da ih biljke koriste za obranu od nametnika.
Oksalna kiselina moze stvoriti ¢vrstu vezu sa raznim mineralima poput natrija, kalija,
magnezija i kalcija, a ti spojevi se onda nazivaju soli oksalatal®!.

Kalcijev oksalat talozi u 3 hidratna oblika: dva metastbilna oblika trihidrat (COT) i
dihidrat (COD) i termodinacki najstabilniji monohidrat (COM). Monohidrat i dihidrat su
pronadeni u kristalinicnom obliku u bubreznim kamencima dok je trihidrat sastavni dio
urina, ali nije naden u kamencimal®l,

Kalcijev oksalat monohidrat moze kristalizirati u dvije monoklinske strukture. Prva
strukutra je osnovna i stabilna iznad 45 °C (a = 9,978 A, b=7,295 A, ¢ =6,292 A, p =
107,07°, Z = 8, V = 876,228 A3, prostorna grupa 12/m), a sastoji se od naslaganih planarnih
slojeva kalcija i oksalata i oni se izmjenjuju sa slojevima oksalnog aniona i molekula vode

u polozaju koji je paralelan s ravninom!”®!. Druga struktura je stabilna ispod 45 °C (a =



9,9763 A, b = 14,5884 A, ¢ = 6,29134 A, p = 107,05, prostorna grupa P21/c) i u ovoj
strukturi su oksalati pretrpjeli distorziju i zbog toga se duljina b osi udvostrucila i simetrija
smanjilal’”®l. Postoji jo$ i tre¢a struktura COM-a koja je ortorombska i nastaje isklju¢ivo

dehidratacijom kalcijeva oksalata dihidrata na temperaturi izmedu 118-130 °C.

(A) (B)

Slika 2. Kristalna struktura COM (A) i poliedar Ca?* (B).

Slika 2. prikazuje kako je oksalat koordiniran s kalcijem u poliedar (B) te kako je
ekvivalentan jedini¢noj celiji kalcijeva oksalata monohidrata (A). U takvoj strukturi je
atom kalcija koordiniran s osam atoma kisika s time da sedam atoma kisika potjece od pet
oksalatnih iona (C204%) i jedan od molekule vode (H20). Tri kraja poliedra oko kalcija su

vezani za joS tri atoma kalcija 1 sa time se stvaraju paralelni slojevi.

2.2. Sinteza kalcijeva oksalata u laboratoriju

U laboratoriju kalcijev oksalat se sintetizira najces¢e otopinski pri ¢emu se
kontroliraju razni parametri kao Sto su: temperatura, koncentracija reaktanata, ionska
jakost, pH, na¢in mijesanja (magnetski ili mehanicki),... Kod otopinskih sinteza promjena
temperature ovisi 0 veli¢ini dobivenih kristala te ovisi i o brzini mijeSanja cijele otopine.

Kod veéih brzina mijesanja ée opéenito biti dobiveni manji kristali 131,



Kalcijev oksalat monohidrat laboratorijski moZe biti pripremljen na nacin da se
pomijesaju otopine kalcijeve soli i kalijevog oksalata (K2C204) u vodi ili otopini vode i
etanola na temperaturi izmedu 25 °C i 75 °C ovisno o Zeljenoj velicini kristalita i mijeSaju
se magnetskom mijesalicom. Kristali se zatim istaloze 1 filtriraju vakuumskom filtracijom
te se suse u periodu od 24h!*?, Kalcijev oksalat dihidrat se moZe pripremiti na na¢in da se
pomijesaju otopine kalcijeva klorida (CaClz) i natrijeva citrata (NasCeHsO7) te se
mehani¢ki mije$aju. Nakon mijesanja se dodaje otopina natrijeva oksalata (Na2C204) te se

sve zajedno promijesa i ostavi stajati do taloZenja kristala koji se zatim filtriraju i suse[®],

2.3. Mehanokemijska sinteza

Mehanokemija je grana kemije koja se bavi prouc¢avanjem fizikalno — kemijskih
promjena tvari pod utjecajem mehani¢ke energije gdje tokom mljevenja dolazi do
fizikalnih i kemijskih promjena tvari. U novije vrijeme, u Zelji da se eliminiraju toksi¢na
i/ili skupa otapala koja se koriste u sintezama, zelena kemija se sve viSe okrece
mehanokemiji kao ucinkovitom alternativom jer omogucéava sinteze bez upotrebe za
takvim otapalima. Postoji nekoliko vrsta mehanokemijskih metoda koje mogu biti ru¢no
izvodene u tarioniku ili strojno. Mehanokemijskim reakcijama se reaktanti usitnjavaju Sto
dovodi do povecéanja dodirne povrSine i samim time i trenja i to dovodi do pokretanja

reakcije ¢ime nastaju produkti®,

2.3.1. Metode mehanokemijske sinteze

Mehanokemijska sinteza se moze izvoditi na tri nafina, bez prisutnosti otapala
(NG, eng. neat grinding), sinteza potpomognuta tekuc¢inom (LAG, eng. liquid assisted
grinding) i mljevenje potpomognuto ionima i tekué¢inom (ILAG,eng. ion and liquid
assisted grinding). Kod prvog tipa mljevenje moze biti izvedeno ruc¢no u tarioniku ili
strojno u kugli¢énom ili vibracijskom mlinu i reaktanti se nalaze u suhim uvjetima. Kod
drugog tipa reaktantima se dodaje kataliticka koli¢ina otapala koja stvara sloj na povrsini
Cestica reaktanata Sto omogucava prijanjanje Cestica i difuziju molekula reaktanata te

dodatak otapala moze imati i kataliticki u¢inak koji ovisi o vrsti koristenog otapalal®l.



Zadnjom metodom se u reakcijsku smjesu dodaje katalitiCka koli¢ina soli i ona moze
ubrzati cijeli proces i usmjerava sintezu u Zeljenom smjeruf*®l.

U ovom radu su koriStene prve dvije metode. U svaku reakcijsku posudu su
stavljene jednake koli¢ine reaktanata i jednak broj kuglica za mljevenje samo $to je jedna
posuda bila u suhim uvjetima (NG), dok je u drugu dodana minimalna koli¢ina vode

(LAG) da se provjeri utjecaj dodatka minimalne koli¢ine otapala.

2.3.2. Planetarni kugli¢ni mlin

Procesi poput mehani¢kog pravljenja legura, mehanokemije najces¢e koriste
visokoenergijsko mljevenje, a primjer je planetarni kugli¢éni mlin (Slika 3.), ali se moze
koristiti i vibracijski mlin. Kontrola uvjeta mljevenja je veoma vazna jer mogu utjecati na
reaktante pa se treba obratiti pozornost na veli¢inu kuglica, posuda, brzine rotacije da bi se

dobio zeljeni produkt®l,

[16]

Slika 3. Prikaz vrtnje planetarnog kugli¢nog mlina

Naziv planetarni kugli¢éni mlin je dobiven jer vrtnja cijelog diska i reakcijskih
posuda (eng. vial) nalikuje gibanju planeta. Reakcijske posude se okre¢u oko svoje osi, na
slici oznacene sa X» rotacijskom brzinom (W), i smjestene su na disku koji se okre¢e oko

svoje osi, na lici oznacena sa X1 revolucijskom brzinom (Wp). Kod ovakvih mlinova, §to se



tice sila koje djeluju u cijelom sustavu osim gravitacijske djeluju i centrifugalna i
Coriolisova sila (Slika 4.) i one povecavaju kineticku energiju cijelog sustava ¢ak i za 100
puta vecu od gravitacijske. Definiranje uvjeta u kojima nastaje odredeni produkt se radi
konstruiranjem mape mljevenja (eng. milling map) pomocu koje se moze izraCunati

prijenos energije na reaktante, a to se postize opisivanjem brzine i kinetCke energije

kuglica u reakcijskoj posudi7l.

Cenmf.UQalna =lla Centrifugalna sila
kretanja posude L
. kretanja diska

-

N

Slika 4. Prikaz sila koje djeluju u reakcijskoj posudi planetarnog kugli¢nog mlina.



2.4. Metode identifikacije uzoraka

2.4.1. Infracrvena spektroskopija

Infracrveno zraCenje je elektromagnetsko zracenje koje se nalazi u rasponu valnih
duljina od 0,7 um do 500 um (Slika 5.) i u tom rasponu djeluje infracrvena spektroskopija
kod identifikacije spojevalt®l.

v/Hz 310® 3-10" 3-10'¢ 3-10 3-10" 3-10'° 3-108 3-10° 3-10*
| | | | | | | | | | | | | | | | | |

A/m 10" 10710 10 10 10 107 1 10 104
| | | | | | | | | | | | | | | |

v-zrake

infracrvene
zrake

radio valovi

x-zrake

ultraljubicaste

T T T T T T T T T T T T T T T 1
A/ nm 107 1 10 104 10° 108 101 10" 10"

vidljiva svjetlost

Bl W

400 500 600 700 A /nm

Slika 5. Spektar elektromagnetskog zracenjal*®l.

Infracrveno podrucje ima vecu energiju od mikrovalova i manju od vidljive
svjetlosti 1 zbog toga se nalazi izmedu ta dva poducja. Takoder se moZe u svom rasponu
podjeliti na tri podrucja, blisko (0,7 um — 2,8 um), srednje (2,8 um — 50 pm) i daleko (50
pum — 500 pm). Infracrveno zraCenje svojom apsorpcijom u spojeve stvara promjene u
razinama vibracijske energije. Niza energija je potrebna u bliskom infracrvenom podrucju
za elektronske prijelaze, u srednjem podrucju se dogada promjena u razinama vibracija
ve¢ine molekula dok u se dalekom mogu vidjeti promjene u rotacijskim razinama. Kod
interpretacije se gleda apsorpcija zraCenja u ovisnosti o valnoj duljini, tj. recipro¢noj
vrijednosti valne duljine koja odgovara valnom brojul*él,

Za aktivnost molekula u infracrvenom podruc¢ju mora postojati promjena dipolonog
momenta te time molekula moze apsorbirati ovo zradenje. Atomi metala nemaju dipolne
oscilacije te su neaktivni u infracrvenom podruc¢ju. Postoje dvije vrste vibracija u

molekulama, vibracije istezanja i deformacije (Slika 6.). Vibracije istezanja mogu biti



simetricne 1 antisimetricne. Kod simetricnog istezanja se dvije jezgre istovremeno
priblizavaju ili udaljavaju centru mase, a kod antisimetri¢nog se jedna jezgra udaljava dok
se druga priblizava. Vibracije deformacije uzrokuju promjenu kuta izmedu dvije veze, a

moze se podijeliti na njihanje, uvijanje, mahanje i deformaciju u ravninit?.

A ey @0 e

/\. /\

WP ol e ad o 4

Slika 6. Prikaz mogucih vibracija u molekulama.
2.4.1.1. Literaturni podaci infracrvene spektroskopije za kalcijev oksalat monohidrat

Kalcijev oksalat monohidrat u svojoj strukturi ima nekoliko vrsta vibracija koje se
nalaze na valnim duljinama navedenim u Tablici 2. i karakteristine su samo za COM. Na
517 cm'* se nalazi antisimetri¢no njihanje O-C-O veze, 947 cm™ prikazuje uvijanje H-O-H,
782 cm! antisimetri¢no savijanje O-C-O veze, 1316 cm™ prikazuje simetri¢no istezanje C-
O veze dok 1622 cm™ prikazuje antisimetri¢no istezanje C-O veze te 3490 cm istezanje

O-H vezel?l,

Tablica 2. Literaturni podaci vibracijskih vrpci za kalcijev oksalat monohidrat[?,

Valni broj [cm™] Vrsta vibracija
517 O-C-0 antisimetri¢no njihanje
782 O-C-O antisimetricno savijanje
947 H-O-H uvijanje
1316 C-O simetri¢no istezanje
1622 C-O antisimetri¢no istezanje
3490 O-H istezanje
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2.4.2. Termogravimetrijska analiza

Termogravimetrijska analiza je termiCka vrsta analize pomo¢i koje se prati
promjena mase uzorka kao funkcije temperature ili vremena u kontroliranoj atmosferi, a
karakterizacija uzorka se radi gubitkom i/ili dobivanjem mase. Ne izotermna
termogravimetrijska analiza prati promjene svojstava uzoraka u ovisnosti o temperaturi
dok izotermna termogravimetrijska analiza prati u ovisnosti o vremenu uz konstatnu
temperaturu, a gubitak mase je mogu¢ u jednom ili viSe koraka Sto ovisi o vrsti uzorka.
Oblik krivulje termograma ovisi 0 brzini zagrijavanja, masi uzorka i o vrsti plina koji
protjece kroz uredaj, a termogravimetrijskim metodama se mogu raditi procjene toplinske
stabilnosti ili mehanizam raspada promatranih uzorakal??.

Kod termogravimetrijske analize se koristi termovaga koja sadrzi preciznu vagu
koja je vrlo osjetljiva te moze vagati uzorke od 10 mg i manje, peci koja je kontrolirana
temperaturnim programerom, a cijela termovaga je spojena na racunalo koje biljezi
promjene ovisno 0 zadanim parametrima te radi termogram. KudiSte termovage je
zaSti¢eno toplinskim Stitom da bi se odrzala preciznost vage te se takoder propuhuje inertni
plin zbog kontroliranja atmosfere(?2l,

Termogram (Slika 7.) je graficki prikaz termogravimetrijske analize koji je
jednistven za svaki spoj te on sadrzi karakteristiCne tocke iz kojih se o€itaju potrebni
podaci pomocu kojih se moZe okarakterizirati odredeni uzorak. Vazne tocke na
termogramu su: T° (pocetna temperatura razgradnje uzorka), Tmax (temperatura maksimalne
brzine razgradnje), ms (zavr$na masa uzorka / g), Rmax (brzina gubitka mase / %), Am

(gubitak mase uzorka / g).
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Slika 7. Prikaz termograma sa svim potrebnim podacima.

2.4.1.1. Literaturni podaci termogravimetrijske analize za kalcijev oksalat monohidrat

Termogravimetrijskom analizom omogudena je kvantitativna analiza. Teoretski gubitak
mase za kristalnu vodu u &istom COM je 12,33 %2 23 a gubitak mase odvija se tijekom

samo jednog koraka.

COM - CaC204 - 1 H20 — CaC204 + H20 (1)

2.4.3. Opticka mikroskopija

Opticka mikroskopija je tehnika pomoc¢u koje se vrlo mali predmeti mogu uciniti
vidljivima te se njom u vecini slucajeva provjeravaju podaci koji su dobiveni drugim
metodama pomocu kojih je promatrani uzorak okarakteriziran. Pomocu svjetlosnog
mikroskopa koji ne koristi polarizirano svjetlo moze se odraditi veli¢ina, boja i oblik
kristala. U moderno vrijeme je mikroskopija dosla do razine da se uzorci mogu snimati 1
povecati do vrlo velikih razina, dok opticki mikroskopi imaju maksimalno povecanje do
1000 puta, a razlucivost ovisi o broju i kvaliteti le¢a kao i o valnoj duljini svjetlosti

koristenoj kod osvjetljivanja uzorakal®4l,

12



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Pribor i aparatura

Za sintezu Kkalcijeva oksalata je koriSten planetarni kugliéni mlin (FRITSCH
PULVERISETTE 7 premium line Planetary Ball Mill, Slika 8.) koji je sadrzavao dvije
posude za uzorke (volumen reakcijske posude, V = 20 cm3, promjer posude, Dv = 4,5 cm,
promjer rotiraju¢eg diska, Rp = 140 mm) s kuglicama od nehrdajuceg celika (n = 80,
promjer, dp = 5 mm; gustoca, p = 7,7 g/cm3 i masa, m = 0,51 g) te su se koristile 3 razli¢ite
brzine vrtnje mlina, 250, 500 i 750 ok/min. Sastav dobivenih produkata je odreden FT-IR
spektroskopijom i termogravimetrijskom analizom, a morfologija svjetlosnim

mikroskopom.

Slika 8. Planetarni mlin kori$ten kod sinteze kalcijeva oksalata.

3.2. Popis kemikalija

Kod sinteze su od kemikalija koriSteni natrijev oksalat, kalcijev sulfat dihidrat te
deionizirana voda (provodnosti < 0,055 uS/cm ). Za analiti¢ku analizu prisutnosti sulfata u
uzorku nakon ispiranja je koriSten reagens barijev nitrat nakon ¢ega se otopina vrlo malo
zamutila Sto dokazuje malu koli¢inu sulfatnih iona koji su uklonjeni daljnjim ispiranjem iz

uzorka. Navedene kemikalije su p.a. Cistoce.
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Slika 9. Kemikalije koriStene u sintezi kalcijeva oksalata, natrijev oksalat i kalcijev sulfat
dihidrat.

3.3. Sinteza kalcijeva oksalata

Za sintezu kalcijeva oksalata je izvagano 2,5 g natrijeva oksalata i 2,5 g kalcijeva
sulfata dihidrata te su stavljeni u posudu za sintezu u mlin. U jednu posudu stavljeno 5 ml
vode (LAG) dok su u drugoj bili samo reaktanti (NG). Zatim je na mlinu namje$tena brzina
okretaja na 250 okretaja u minuti, a vrijeme je podeSeno na 10 minuta gdje se uzeo prvi
uzorak. Nakon uzimanja uzorka vrijeme je ponovno podeseno, ali ovog puta na 20 minuta
kada se ponovno uzeo uzorak, te je vrijeme nakon toga podeSavano da se uzorci uzimaju u
intervalima od 15 minuta (Tablica 3.) sve do 120 min tako da je iz svake posude dobiveno
po 8 uzoraka, tj. sveukupno 16 uzoraka za pojedinu brzinu (250, 500 i 750 ok/min $to je
ukupno 48 uzoraka.

Tablica 3. Vrijeme uzimanja uzoraka

Redni
broj 1 2 3 4 5 6 7 8
uzorka

Vrijeme
uzimanja 10 30 45 60 75 90 105 120
/ min

Sinteza kalcijevog oksalata na preostale dvije brzine vrtnje (500 i 750 ok/min) je

bila izvedena na identi¢an nacin.
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Za karakterizaciju kalcijeva oksalata koriStene su sljedeCe metode:
termogravimetrijska analiza (TGA), infracrvena (FT-IR) spektroskopija, te opticka
mikroskopija (OM).

3.4. Karakterizacija sintetiziranih uzoraka

3.4.1. Infracrvena spektroskopija (FT-IR)

Dobivenim produktima je snimljen IR spektar Shimadzu FTIR 8400S (Slika 10.)
spektrometrom u valnom podruéju od 400 do 4000 cm™ (rezolucija: 4 cm™) DRS
tehnikom. Uzorci kojima je sniman IR spektar su bili u krutom stanju te su se za snimanje
uzorka trebali usitniti $to je napravljeno u ahatnom tarioniku. Za snimanje spektra je
koristena DRIFT tehnika (eng. diffuse reflectance infrared Fourier transform) kod koje se
uzorak pomijesa sa tvari koja ne apsorbira u IR spektru tako da zajedno tvore homogenu
smjesu, a u ovom slucaju je koriSten KBr. Nakon §to je uzorak fino usitnjen u tarioniku i
pomijesan sa KBr, zajedno se prenesu u odgovarajuci nosa¢ koji se umece u spektrometar

te se racunalnim programom IR Solution 1.30. prikupe i obrade dobiveni podaci.

Slika 10. FT-IR spektrometar koriSten za snimanje IR spektra dobivenih produkata.
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3.4.2. Termogravimetrijska analiza (TGA)

TG analiza je napravljena Mettler Toledo System 1 instrumentom (Slika 11.).
Ispitivani uzorci su bili postavljeni u atmosferi kisika sa brzinom protoka od 200 mL/min,
a razlika u snimanju je bila od 5 °C/min u temperaturnom intervalu od 30 do 300 °C.

Prvo su izvagane posudice u koje se stavlja uzorak te je u svaku stavljeno otprilike
10 mg uzorka. Tocna masa stavljenog uzorka u posudicu je odredena na nacin da se od
mase posudice sa uzorkom oduzela masa posudice bez uzorka, a dobiveni rezultat je masa
uzorka koji se koristio za TG analizu. Nakon toga je uzorak zajedno sa posudicom stavljen
na uredaj te je na instrumentu podeSeno da temperatura ravnomjerno raste do zadane
vrijednosti 1 odredenom brzinom. Promjena mase je zabiljeZena instrumentom te se na

temelju te promjene u masi moze odrediti postotni udio hidratnog oblika u uzorku.

Slika 11. Instrument za termogravimetrijsku analizu

3.4.3. Opticka mikroskopija

Dobiveni kristali kalcijeva oksalata su promatrani trinokularnim svjetlosnim
mikroskopom B1-223E-SP Elite Motic sa kamerom MOTICAM 2 (Slika 12.) koja je
spojena na racunalo te omogucuje da se dobivena slika spremi na racunalo te da dalje bude

koriStena u tom obliku. Svaki uzorak je stavljen na predmetno stakalce te je na njega
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stavljeno pokrovno stakalce i sve zajedno je postavljeno na postolje mikroskopa te je slika

izoStrena i spremljena na racunalu.

Slika 12. Aparatura za opti¢ku mikroskopiju.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Rezultati su interpretirani po brzinama na kojima je kalcijev oksalat bio sintetiziran.
Na svakoj brzini rezultati su usporedivani tako $to su uzorci bili podijeljeni na one koji su
sintetizirani bez dodatka H>O i oni kojima je bila dodana H.O. Kod svake brzine je
uzimano po 8 uzoraka iz posude u kojoj nije bilo H2O i one u kojoj je bilo H20, sto dovodi
do ukupnog broja od 48 uzoraka. Nakon snimanja IR spektra u svim uzorcima je uoc¢eno da
je ostalo sulfatnih iona te su svi uzorci ispirani sa deioniziranom vodom i nakon ¢ega je
ponovno snimljen IR spektar gdje se doslo do zakljucka da su na taj nacin uklonjeni

sulfatni ioni iz kona¢nog produkta $to ¢e biti detaljnije prikazano.

4.1. Sinteza kalcijeva oksalata pri 250 ok/min

Prva brzina sinteze je bila na 250 ok/min i uzorci su uzimani kao $to je navedeno u
Tablici 2. Nakon sinteze uzorcima je snimljen FT-IR spektar (Slika 13. i Slika 14.). Iz
dobivenih podataka je o¢itano da je u oba sluc¢aja ve¢ kod prvog uzimanja uzoraka nakon
10 min sinteze dobiven Zeljeni produkt kalcijev oksalat monohidrat, to se moze vidjeti po
karakteristiénim vrhovima na priblizno 1600 cm™ koji prikazuje asimetri¢no istezanje C-O
veze, te vrhovi na priblizno 1320 cm™ koji obiljeZava simetri¢no istezanje C-O veza, s time
da na grafu uzoraka kojima je dodana voda (Slika 14.) su ti vrhovi izostreniji i puno vise
izrazeni. Na grafu uzoraka kojima nije dodana voda se jasno moze vidjeti da u uzorku jos
ima zaostalih iona pocetnih reaktanata viSe nego u uzorku kojem je dodana voda, to se
mozZe vidjeti i po vrhovima izmedu 3500 cm™ i 4000 cm™ te takoder izmedu 1400 cm™ i
1600 cm™ (Slika 13.) kojih kod uzoraka sa vodom nema (Slika 14.). Takoder se na oba
grafa mogu vidjeti vrhovi izmedu 1100 cm™ i 1200 cm™ koji prikazuju prisutnost sulfata u

uzorku, a koji je uklonjen dodatnim ispiranjem vodom.
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Slika 14. FT-IR spektar uzoraka sa dodatkom vode na 250 ok/min.

Uzorci su nakon snimljenih FT-IR spektara ispirani sa 250 — 300 ml deionizirane
vode te su nakon toga ponovno snimljeni FT-IR-ovi da se provjeri jesu li reaktanti

uklonjeni iz uzoraka. Na grafovima (Slika 15. i Slika 16.) se moze vidjeti znacajno
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smanjenje vrha izmedu 1100 cm™ i 1200 cm? §to ukazuje da se ispiranjem smanjila
koli¢ina sulfata u svim uzorcima. Svi ostali vrhovi su kao i na predhodnim grafovima
(Slika 13. i Slika 14.).
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Slika 16. FT-IR spektar uzoraka sa dodatkom vode nakon ispiranja na 250 ok/min.
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Nakon snimanja FT-IR spektra uzoraka, napravljena je termogravimetrijska analiza
uzoraka uzetih nakon 2h sinteze jer je u uzorcima prije primije¢en zaostatak poprili¢ne
koli¢ine sulfatnih iona. Dobiveni podaci prikazani su u Tablici 4., a dobiveni termogrami
su prikazani na Slici 17. i Slici 18. Termogrami prikazuju da je gubitak vode bio samo u
jednom koraku, a prema postotku navedenom u Tablici 4. se moze zakljuciti da je
navedeni uzorak kalcijev oksalat monohidrat. Iz tablice i oba grafa se moze ocitati pocetna
temperatura razgradnje (T°), temperatura maksimalne brzine razgradnje (Tmax), temperatura
zavrSetka razgradnje (Te), poCetna masa uzoraka (m;), promjena mase u mg i % (Am) te
kona¢na masa nakon razgradnje (ms). 1z grafova je izracunato da je u uzorcima najstabilniji
oblik kalcijeva oksalata, a to je monohidrat. Izracun dobivenog rezultata je prikazan u

Tablici 5. (u poglavlju Prilozi).

Tablica 4. Rezultati termogravimetrijske analize uzoraka na 250 ok/min.

250 ok/min | To/°C | Tmax/°C | Te/°C mi/mg | Am/mg | Am/% | mi{/mg

Sa H,O 81,57 | 168,79 | 223,87 |22,83 3,0652 | 13,4263 | 19,5359

Bez H.O 94,02 | 169,45 | 221,73 | 23,98 2,9613 | 12,3492 | 20,5606
1™ ~ .

280 20 °c

METTLER TOLEDO

STAR® SW 16.00

Slika 17. Termogram uzorka nakon 2h sinteze bez dodatka H20 na brzini 250 ok/min.
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Slika 18. Termogram uzorka nakon 2h sinteze s dodatkom H2>O na brzini 250 ok/min.

Opti¢kim mikroskopom su snimljeni kristali kalcijeva oksalata uzetih nakon 30 min
sinteze, ali kristali su bili premali, te je morfologija tesko uocljiva zbog njihove veli¢ine i
velike koli¢ine agregiranih kristala. 1z slike se jasno moze vidjeti da je veli¢ina kristala
manja od 50 um (Slika 19. i Slika 20.) te se takoder uocavaju velike koli¢ine agregiranih

kristala, vjerojatno uslijed dodatka vode prilikom sinteze.

Slika 19. Morfologija uzorka bez dodane H>O na brzini 250 ok/min.
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Slika 20. Morfologija uzorka sa dodanom H2O na brzini 250 ok/min.

4.2. Sinteza kalcijeva oksalata pri 500 ok/min

Sinteza kalcijeva oksalata je provedena i na brzini 500 ok/min na isti na¢in kao i na
brzini od 250 ok/min, te je isto tako i postupak analize bio proveden na identi¢an nacin.
Rezultati FT-IR spektara prikazani su na Slici 21. i Slici 22.. 1z dobivenih podatak se moze
vidjeti da je Zeljeni produkt dobiven ve¢ nakon 10 minuta sinteze. Takoder se na oba grafa
mogu vidjeti vrhovi izmedu 1100 cm™ i 1200 cm™ koji prikazuju prisutnost sulfatnih iona
u uzorku, koji su kasnije uklonjeni ispiranjem uzoraka. Ostali karakteristi¢ni literaturni
podaci vibracijskih vrpci za kalcijev oksalat monohidrat, a koji su vidljivi na grafovima, su

prikazani u Tablici 2.

23



*\\/rw\,\.nw\
I —/\,——/-‘/W 11 [ ]
w‘\;wﬁ///: “"“Q\K/”\ \U// ’f m:: .
M\ij W\UA vfﬂmﬂ =
EEEN==NA NN EEEE ' o B VA e
R\t Aiva e, ==
EEamasU ZaEES T
sl
P S
W e
hisas g0 o0
A
A

Slika 22. FT-IR spektar uzoraka sa dodatkom vode na 500 ok/min.

Uklanjanje zaostalih reaktanata provedeno je ispiranjem s 250 — 300 ml
deionizirane vode te su ponovno snimljeni FT-IR spektri za svaki pojedini uzorak. Na

Slikama 23. i 24. se moze vidjeti zna¢ajno smanjenje vrha izmedu 1100 cm™ i 1200 cm
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Sto pokazuje da se ispiranjem uklonila velika koli¢ina sulfatnih iona. Uzorcima kojima je

pocetno dodana voda su se skoro u potpunosti isprali (Slika 24.).
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Slika 24. FT-IR spektar uzoraka sa dodatkom vode nakon ispiranja na 500 ok/min.
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Rezultati termogravimetrijske analize uzorka uzetog nakon 2h sinteze prikazani su
u Tablici 6., a termogrami na Slici 25. i Slici 26. iz kojih se moze ocitati pocetna
temperatura razgradnje (T°), temperatura maksimalne brzine razgradnje (Tmax), temperatura
zavrSetka razgradnje (Te), poCetna masa uzoraka (m;), promjena mase u mg i % (Am) te
kona¢na masa nakon razgradnje (myf). Iz termograma je izracunato da je u oba uzorka
dobiven najstabilniji oblik kalcijeva oksalata, a to je monohidrat. IzraCun dobivenih

rezultata je prikazan u Tablici 7. (u poglavlju Prilozi).

Tablica 6. Rezultati termogravimetrijske analize uzoraka na 500 ok/min

500 ok/min | To/°C | Tmax/°C Te/°C mi/mg Am/mg Am/% mg¢/mg
Sa H0 79,38 | 170,46 224,76 24,84 2,9707 | 11,9593 | 21,8520
Bez HO | 77,49 | 173,32 230,13 24,82 3,0113 | 13,1327 | 21,6152

50 0

£
METTLER TOLEDO

Slika 25. Termogram uzorka uzetog nakon 2h sinteze bez dodatka H>O na brzini 500

ok/min.
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Slika 26. Termogram uzorka uzetog nakon 2h sinteze s dodatkom H>O na brzini 500

ok/min.

Opti¢kim mikroskopom su snimljeni uzorci uzetih nakon 30 min sinteze (Slika 27.

i Slika 28.). Morfologija je tesko uocljiva zbog veli¢ine i koli¢ine agregiranih kristala.

Slika 27. Morfologija uzorka bez dodane vode na brzini 500 ok/min.
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Slika 28. Morfologija uzorka s dodanom vodom na brzini 500 ok/min.

4.3. Sinteza kalcijeva oksalata pri 750 ok/min

Napravljena je i sinteza na brzini od 750 ok/min te je postupak analize bio identic¢an
kao 1 na prethodne dvije brzine. Uzorcima je snimljen FT-IR spektar i nakon sinteze na
brzini od 750 ok/min , a rezultati su prikazani na Slici 29. i Slici 30. Na slikama se moze
vidjeti da je Zeljeni produkt dobiven ve¢ nakon 10 minuta sinteze $to je vidljivo po
karakteristicnim vrhovima za kalcijev oksalat (Slika 29. i Tablica 2).

Iz obje slike se moze takoder uociti i prisutnost zaostalih sulfatnih iona, ali u

odnosu na prethodne dvije brzine u puno manjem udjelu.
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Slika 29. FT-IR spektar uzoraka bez dodane vode na 750 ok/min.
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Slika 30. FT-IR spektar uzoraka sa dodatkom vode na 750 ok/min.

Nakon snimljenih FT-IR spektara, uzorci su ispirani s 250 — 300 ml deionizirane
vode te su ponovno snimljeni FT-IR spektri za svaki pojedini uzorak da se utvrdi jesu li

sulfatni ioni uklonjeni iz tih uzoraka. Na Slikama 31. i 32. je vidljivo zna¢ajno smanjenje
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vrhova izmedu 1100 cm™ i 1200 cm™ ¢ime se zakljucuje da su sulfatni ioni uklonjeni iz
uzoraka ispiranjem. Uzorci kojima je prilikom sinteze bila dodana voda su imali puno

manji udio sulfatnih iona (Slika 32.).
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Slika 32. FT-IR spektar uzoraka nakon ispiranja sa dodatkom vode na 750 ok/min.
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Rezultati termogravimetrijske analize prikazani su u Tablici 8., a termogrami na Slici 33. i

Slici 34. 1z dobivenih podataka je izra¢unato da je u oba uzorka dobiven najstabilniji oblik

kalcijeva oksalata, a to je monhidrat $to je i bilo o¢ekivano s obzirom na nacin sinteze.

Izracun dobivenih rezultata je prikazan u Tablici 9. (u poglavlju prilozi).

Tablica 8. Rezultati termogravimetrijske analize uzoraka na 750 ok/min

750 ok/min | To/°C | Tmax/°C | Te/°C mi/mg Am/mg Am/% mg¢/mg
Sa H20 69,49 | 168,96 | 219,12 | 24,65 2,9868 | 12,1168 | 21,5890
Bez H,O 89,38 | 171,08 | 234,57 23,24 2,9093 | 12,5187 | 20,0044
o ——
j| o] \"-\\‘ N 150
=] ) ) AN

METTLER TOLEDO

STAR® SW 16.00

Slika 33. Termogram uzorka uzetog nakon 2h sinteze bez dodatka H>O na brzini 750

ok/min.
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Slika 34. Termogram uzorka uzetog nakon 2h sinteze sa dodatkom H2O na brzini 750

ok/min.

Opti¢kim mikroskopom su snimljeni kristali koji su bili premali da bi se mogla
dobiti jasna slika morfologije. Na slikama je uocljivo kad se usporede sa slikama kristala
na prethodne dvije brzine sinteze da su kristali puno manji od prethodnih. Na slikama se
takoder moze vidjeti da je i manja koli¢ina agregiranih kristala $to je posljedica velike

brzine na kojoj su kristali sintetizirani.

Slika 35. Morfologija uzorka bez dodane vode na brzini 750 ok/min.
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Slika 36. Morfologija uzorka sa dodanom vodom na brzini 750 ok/min.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom zavrsnom radu je mehanokemijski sintetiziran kalcijev oksalat iz kalcijeva
sulfata i natrijeva oksalata. Kalcijevi oksalati su sastavni dio vec¢ine bubreznih kamenaca i
nastaju u organizmu procesom patoloske biomineralizacije. Kalcijev oksalat moze taloziti
u tri hidratna oblika, kalcijev oksalat monohidrat koji je termodinamicki najstabilniji, zatim
metastabilni kalcijev oksalat dihidrat i trihidrat. U bubreznim kamencima najc¢e$¢e se mogu
na¢i monohidrat i dihidrat, dok se trihidrat jako rijetko nalazi u sastavu. Istrazivanja na
temu bubreznih kamenaca i mehanizama talozenja i mogucih prevencija njihova nastanka
se sve vise provode jer sve vise ljudi oboljeva od ovog bolnog problema.

Ovim zavr$nim radom po prvi puta je sintetiziran kalcijev oksalat monohidrat
mehanokemijskom sintezom pomocu kalcijeva sulfata i natrijeva oksalata. Prou¢avanjem
utjecaja brzine (250, 500 i 750 ok/min) uoc¢eno je da pri svim brzinama nastaje kalcijev
oksalat monohidrat. Pri brzini od 750 ok/min kalcijev oksalat monohidrat nastaje najbrze
(ve¢ nakon 10 min sinteze), a udio zaostalih reaktanata je najnizi. Takoder je uoceno da je
pri brzini od 750 ok/min veli¢ina Cestica kristala najmanja, a $to se brzina smanjivala
Cestice su bile vece. U uzorcima kojima je pocetno dodana voda uoceno je da zaostaje
manje reaktanata (sulfatnih iona) pri svim promatranim brzinama.

Ovakva vrsta eksperimenata je vrlo korisna u svrhu buducih istrazivanja patoloske

biomineralizacije.
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7. PRILOZI

Tablica 5. Prikaz racunanja broja molekula vode u uzorcima na 250 ok/min.

250 ok/min | Am (X1) | M(H20) | M(CaOX) | Xi*M(CaOX) | Xi*M(H20) | M(H20)- | Br. H20 = Xa/Xu
= X3 =X, X2 = X4

Sa H20 0,1342 | 18,015 |128,078 | 17,188 2,418 15597 | 1,102

BezH,O0 | 0,1234 |18,015 |128,078 | 18,805 2,223 15792 | 1,19

Tablica 7. Prikaz racunanja broja molekula vode u uzorcima na 500 ok/min

500 ok/min | Am (X1) | M(H20) [ M(CaOX) | X1:*M(CaOX) | X1*M(H20) | M(H20)- | Br. H20 = Xa/X4
= X3 =X, X2 = X4

SaH0 | 0,1195 | 18,015 | 128,078 15,305 2,152 15,863 0,964

BezH,O | 0,1313 | 18,015 | 128,078 16,816 2,365 15,65 1,074

Tablica 9. Prikaz ra¢unanja broja molekula vode u uzorcima na 500 ok/min

500 ok/min | Am (X1) | M(H20) [ M(CaOX) | X:*M(CaOX) | X:*M(H20) | M(H20)- | Br. H20 = Xa/X4
= X3 =X, X2 = X4

SaH0 | 0,1211 | 18,015 | 128,078 16,816 2,365 15,65 1,074

BezH,O | 0,1251 | 18,015 | 128,078 16,022 2,253 15,762 1,016
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