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1. UVOD

Danas$njim modernim i uzurbanim na¢inom zivota kao i lo§im prehrambenim navikama
sve CeSc¢e dolazi do pojave bubreznih kamenaca u ljudskoj populaciji neovisno o zivotnoj dobi
i spolu. Prema statistickim podatcima do 70-te godine zivota 5 % zena i 12 % muskaraca imaju
problema uzrokovanih bubreznim kamencima. Upravo zbog toga zadnjih nekoliko desetljeca
sve ucestalije provode se istrazivanja s ciljem objaSnjavanja uvjeta nastanka bubreznih
kamenaca, njihovih mehanizama 1 kao najvaznije sprecavanje nastanka istih. No, jo$ uvijek u

potpunosti nisu otkriveni ¢imbenici koji inhibiraju taloZzenje bubreznih kamenca kod pojedinaca

[1].

Pojava talozenja Cvrste kristalne tvari na unutarnjim stjenkama bubrega koja izaziva
infekciju urinarnog sustava 1 oStru bol naziva se nefrolitijaza ili urolitijaza koja je specifican
oblik patoloske biomineralizacije. Kemijski sastav bubreznih kamenaca teoretski je vrlo
raznolik te ovisi o kemijskim svojstvima 1 sastavu urina. Analizama je utvrdeno kako su
bubrezni kamenci smjese razli¢itih anorganskih soli, a u najve¢em postotku nalaze se kalcijeve
soli u obliku oksalata. Kalcijevi oksalati dolaze u tri oblika: kalcijev oksalat monohidrat
(calcium oxalate monohydrate, COM) i kalcijev oksalat dihidrat (calcium oxalate dihydrate,
COD) koje pronalazimo u sastavu bubreznih kamenaca te kalcijev oksalat trihidrat (calcium

oxalate trihydrate, COT) koji se jako rijetko pronalazi u sastavu istih [2].

Prema nedavnim istrazivanjima dokazano je kako je ¢ak 80 % bubreznih kamenaca u
obliku kalcijevih oksalata koji se mogu pojaviti u Cistom obliku, ali u vecini slucajeva
pojavljuju se u smjesi sa fosfatnim solima. Upravo ta ¢injenica privukla je veliku paznju
znanstvenika za istrazivanje kalcijevih oksalata u laboratorijskim uvjetima kako bi dosli do
zakljucka pri kojim uvjetima dolazi do nastanka bubreznih kamenaca kao i sam mehanizam

nastanka [1].

Cilj ovog rada je sintetizirati $to vece, uniformnije i pravilnije kristale kalcijeva oksalata
monohidrata (COM) procesom spontanog taloZenja pri razlicitim uvjetima i karakterizirati ih.
Za karakterizaciju kristala koriStene su slijede¢e metode: opticka mikroskopija (OM),
infracrvena spektroskopija (FTIR), termogravimetrijska analiza (TGA) i rendgenska difrakcija

na prahu (PXRD).




2. LITERATURNI DIO

2.1. BIOMINERALIZACIJA

Proces gdje zivi organizam stvara minerale naziva se biomineralizacija. Odnosno,
proces biomineralizacije jest skup fizioloSkih 1 biokemijskih procesa pri ¢emu dolazi do
nastanka Cvrstih anorgansko-organskih komponenti koji po kristalnoj strukturi i kemijskom
sastavu odgovaraju mineralima. Sama biomineralizacija vazna je za podrucja znanosti koja se
bave istrazivanjima minerala poput biokemije, kemije, biologije, itd. Slozeni spojevi koji
nastaju u kontroliranim uvjetima te imaju odredena svojstva poput oblika, funkcije 1 veli¢ine te
nastaju u Zivim organizmima nazivamo biomineralima. Tako, na primjer, biominerali izgraduju
oklope 1 zube Zivih organizama, dok biominerali fosfatnog sastava izgraduju zivotinjske i
ljudske kosti. Na samom pocetku istrazivanja biominerala podrucje znanosti nazivalo se
»kalcifikacija®“ zbog toga §to je vecina otkrivenih biominerala sadrzavala kalcij. Daljnjim
istrazivanjima otkriveno je kako bioloski minerali sadrzavaju i ostale katione kao $to su Zeljezo,
stroncij 1 barij te je zbog toga naziv znanstvenog podruc¢ja preimenovan u biomineralizaciju.
Najvazniji biomineral u zivom organizmu koji je potreban za procese u stanicnom metabolizmu
jest biomineral koji u svom sastavu sadrzi kalcij. Cak 50 % biominerala u svom sastava
sadrzavaju kalcij, a u tragovima se pronalaze biominerali koji sadrzavaju mangan, zeljezo,

olovo, cink , stroncij pa ¢ak i arsen [1].

Sam mehanizam nastanka biominerala dijeli se na dva procesa, a to su bioloski
kontrolirana mineralizacija (BCM) 1 bioloSka inducirana mineralizacija (BIM). Organizmi
mijenjanjem svog mikrookruzenja pomocu biolosko inducirane mineralizacije stvaraju idealne
fizikalno-kemijske wuvjete za nastanak minerala. Bioloski kontrolirana mineralizacija
kontrolirani je proces pri ¢emu nastaju anorgansko-organski kompozitni materijali te ovisi o

stani¢nim procesima koji utjecu na morfologiju, nukleaciju i rast nastalih bioloskih minerala

(2].
Proces biomineralizacije mogu¢ je na to¢no odredenom mjestu te razlikujemo:

a) Epicelularni proces — na stjenkama stanice

b) Intercelularni proces — u prostoru izmedu gusto sloZenih stanica

e
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¢) Intracelularni proces — u ogradenom prostoru unutar stanice
d) Ekstracelularni proces — izvan stanice, na povrSini ili unutar netopljive

makromolekularne matrice

Na ekstracelularnim i intracelularnim mjestima dolazi do bioloski kontrolirane

mineralizacije kojom se opisuje fizioloska mineralizacija u zubima i kostima [2].

Iako su biominerali, nastali procesom biomineralizacije, izuzetno vazni za pravilan rast i
razvoj Zivog organizma istim mehanizmima moZze do¢i 1 do nastanka nezeljenih biominerala

procesom patoloske biomineralizacije.

2.1.1. PATOLOSKA BIOMINERALIZACIJA

Proces patoloske biomineralizacije definira se kao nastanak neZeljenih bioloskih
minerala u Zivim organizmima. Ateroskleroticni plakovi, karijes na zubima i bubrezni kamenci
su neki primjeri patoloski mineraliziranih materijala. Mehanizam patoloske biomineralizacije
isti je kao 1 mehanizam za biomineralizaciju. U prvom koraku mehanizma dolazi do nukleacije
s odredenim stupnjem prezasi¢enosti. Nukleacija moze biti potpomognuta organskim
matriksom poput glikoproteina i kolesterola ili moze biti inhibirana razli¢itim aditivima kao Sto

su citratni ili magnezijevi ioni [3].

2.2. BUBREZNI KAMENCI

Jedna od najbolnijih 1 najces¢ih bolesti bubrega i urinarnog trakta su upravo bubrezni
kamenci. Veliki dio populacije ovisno o geografskom polozaju obolijeva od njih. Bubrezni
kamenci nastaju unutar bubrega te se odvajaju od vezne povrSine i prolaze duz mokraé¢nog
sustava gdje dolazi do oStecenja stjenke mokra¢ovoda te mogu uzrokovati djelomicni ili potpuni
zastoj na nekom dijelu sustava. No, i dalje u potpunosti nije jasan uzrok pokretanja bubreznog
kamenca s vezne povrSine. Oni nastaju u interakciji bubreznog tkiva 1 kristala kalcijeva
oksalata, a oSte¢enje bubreznog tkiva, koje sluzi kao vezno mjesto za agregaciju kristala,

pogoduje nastanku kamenaca. Medicinski izraz za opisivanje kamenaca u urinarnom traktu




naziva se urolitijaza. Neki od ¢imbenika koji utjeCu na stvaranje nastanku istih su pH urina,
uvjeti hiperkalciurije i hiperoksalurije, anatomija mokra¢nog sustava, kemijski sastav urina,
prehrana i zivotna okolina. Mjesto zadrzavanja kamenca ovisi o duzini i $irini mokra¢ovoda te
uzrokuje blokiranje protoka urina §to dovodi do hidronefroze. Na Slici 1. prikazana je pojava
hidronefroze tijekom pokretanja kamenca. Hidronefroza je prosirenje kanalnog sustava bubrega

pri ¢emu dolazi do nakupljanja mokrace kao uzrok povratnog pritiska na bubreg [4-6].

HIDRONEFROZA

Slika 1. Prikaz pojave hidronefroze [6].

Sastav bubreznih kamenaca utvrden je analizom te se sastoji od smjese oksalata, fosfata
1 mokraéne kiseline. Daljnjim istraZzivanjima utvrdeno je kako se 80 % kamenaca sastoji od
kalcijeva oksalata i kalcijeva fosfata koji su neophodni za rast i razvoj misica 1 kosti u zivim
organizmima, a sastavni su dio ljudske prehrane. Dok se cisteinski kamenci i kamenci mokraéne
kiseline pojavljuju u rjedim oblicima. U Tablici 1. mogu se vidjeti glavne komponentne

bubreznih kamenaca [7].




Tablica 1. Kemijski sastav bubreznih kamenaca [7].

KEMIJSKI SPOJ NAZIV KEMIJSKA FORMULA | SKRACENICA
MINERALA SPOJA

Oksalati
Kalcije oksalat monohidrat Vevelit CaC,04-H>O COM
Kalcijev oksalat dihidrat Vedelit CaC2042H20 COD
Fosfati
Kalcijev fosfat Hidroksiapatit Cas(PO4)3(OH) HA
Kalcijev hidrogenfosfat Brusit CaHPO4-2H>O BR
Magnezijev amonijev fosfat Struvit (NH4)Mg(PO4)-6H,0O STR
heksahidrat
Purini
Mokracna kiselina CsHaN4O3 UA
Mononatrijev urat NaCsH3N403-H>O MSU
monohidrat
Ostali
L-cistein CsH12N204S2 CY

Kalcijevi oksalati su gotovo sastavni dio svih bubreznih kamenaca te se njihovi kristali
razlikuju po morfoloskim svojstvima. Kalcijev oksalat monohidrat i kalcijev oksalat dihidrat
pronalaze se u bubreznim kamencima, a kalcijev oksalat trihidrat gotovo se ne pronalazi.
Kalcijevi fosfati uocavaju se u jednoj tre¢ini kamenaca u obliku brusita ili apatita, a dolaze u

smjesi s kalcijevim oksalatima [8].

Iako oko 90 % bubreznih kamenaca, ¢iji je promjer kristala manji od 5 mm, iz
organizma izade kroz urinarni trakt djelovanjem inhibitora za sprecavanje nastanka i taloZenja
kristala, kod nekih osoba se lijeCenje prvenstveno provodi uz pomo¢ raznih metoda s
lijekovima, metodom razbijanja kamenaca ili perkutanom nefrolitomijom, uretroskopijom te

litropsijom odnosno razbijanjem kamenaca pomocu valova [4].

Patogeneza bubreznih kamenaca nije dovoljno objaSnjena te zbog toga jos uvijek ne

postoji metoda kojom bi jasno zakljucili jesu li osobe sklone stvaranju bubreznih kamenaca ili

e
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nemaju tu tendenciju [9]. Najcesce se istrazuju kamenci oksalatnog sustava i uvjeti nastanka

kristala Sto je i tema ovog rada.

2.3. UROLITIJAZA

Urolitijaza je nastajanje Cvrste, kristalne tvari u mokra¢nom sustavu, a rezultat je
nastanak bubreznih kamenaca. Nastanak kristalnih tvari odvija se procesom patoloske
biomineralizacije. Sam mehanizam odvija se kao i proces kalcifikacije. Klasificira se s obzirom
na mjestu nastanka te razlikujemo nefrotilijazu (bubrezni kamenci), cistolitijazu (kamenci u
mokra¢nom mjehuru) 1 ureterolitijazu (kamenci u mokra¢ovodu). Urolitijaza je dva do tri puta
¢eSca kod muskaraca nego kod Zena. Istrazivanjima je dokazano kako do 70. godine Zivota od
nje oboli 5 % zena 1 12 % muskaraca. Nazalost, urolitijaza je recidiviraju¢a bolest $to bi znacilo
kako se kamenac ponovno stvara u prosjeku svake 4 godine. Nutritivni, ekoloski 1 geneticki

¢imbenici neki su od uzroka ponovnog nastanka kamenaca [10].

Interakcijom bubreznog tkiva i kristala kalcijevih oksalata dolazi do nastanka bubreznih
kamenaca. OStecenje povrSinskog sloja unutrasnjosti bubrega pogodno je za stvaranje
kamenaca te sluzi za agregaciju do odredenog oblika i veli¢ine. Kako se uslijed ,,putovanja*
kroz mokraéni sustav oStecuje tkivo koje sluzi kao podloga za recidiviranje $to je i utvrdeno jer

se kamenci uvijek stvaraju u istom bubregu [10].

Proces talozenja kristala potaknut je nedostatkom inhibitora poput citratnog,
magnezijevog ili pirofosftanog iona ili u prisutnosti organskog matriksa koji je pogodan za
stvaranje predloska za rast kristala. No sam mehanizam nastanka kristala opisan je kroz procese

nukleacije od sastavnih jedinica zatim rasta i agregacije [11].

2.4. KALCIJEVI OKSALATI

Spojevi koji su Siroko rasprostranjeni u prirodi su upravo oksalati te ih se moze pronaci
na primjer u biljkama u obliku kalcijeve, magnezijeve ili natrijeve soli. Takoder, ¢vrstu vezu

oksalna kiselina stvara s mineralima kao §to su kalcij, kalij, natrij i magnezij te su ti spojevi soli

e
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oksalata. Oksalati se pronalaze iu ljudskom organizmu u odredenim koli¢inama koje organizam
dobiva iz namirnica biljnog i Zivotinjskog podrijetla. Kalcijevi oksalati su soli oksalne kiseline

i upravo oni ¢ine oko 80% svih bubreznih kamenaca [8].

U prirodi se kalcijevi oksalati pronalaze u tri hidratna oblika, a to su termodinamicki
stabilan kalcijev oksalat monohidrat (COM, CaC>O4H>O, vevelit), metastabilni kalcijev
oksalat dihidrat (COD, CaC204:2H>0, vedelit) i metastabilni trihidrat (COT, CaC,04-3H20,
kaoksit) [12]. Analizama su utvrdeni morfoloski oblici kalcijevog oksalata te je COM
prepoznatljiv po smedoj boji, sivim prevlakama 1 tvrdim konzistenicijama. Kamenci COD-a su
sfericnog oblika, mali, Zute do Zutosmede nakupine plocica dok kod smjesa COM-a i COD-a
obi¢no prevladavaju karakteristike dihidrata zbog njegovog pojavljivanja na samoj povrSini
kamenaca. U bubreznim kamencima pronalaze se kristali COM-a i COD-a, dok COT nije

pronaden u kamencima nego je on sastavni dio urina [12].

Procesom talozenja, prema Ostwaldovoj teoriji, iz prezasi¢ene otopine prvo dolazi do
nastanka najnestabilnije hidratne faze koja se u odredenom vremenu transformira u
najstabilniju, termodinamicku fazu. Topljivost kalcijevih oksalata moze se opisati odnosom
COM<COD<COT te se moze zakljuciti kako je kalcijev oksalat trihidrat prekursor za nastanak
hidratne faze dihidrata i na kraju termodinamicki najstabilnijeg monohidrata. Na temperaturi
od 116,5 °C, eksperimentalno je dokazano, dehidratacijom sintetickog kalcijevog oksalata

trihidrata dobiva se monohidrat bez stvaranja dihidrata kao intermedijera [13,14].

2.4.1. KALCIJEV OKSALAT MONOHIDRAT (COM)

Kalcijev oksalat monohidrat kristalizira u dvije monoklinske strukture, odnosno njegova
strukturna analiza dolazi od Tazzoli i Domeneghetti [15] koji su monohidrat klasificirali prema

monoklinskom sustavu prizmatske klase, a to su:

1.) Osnovna, ona je stabilna iznad 45 °C (a = 9,978 A, b = 7,295 A, ¢ = 6,292 A, f =
107,07°, Z = 8, V = 876,228 A®, prostorna grupa I2/m) 1 sastoji se od naslaganih
planarnih slojeva iona kalcija i oksalata u omjeru 2:1 koji se izmjenjuju sa slojevima

oksalatnog aniona i molekula vode u polozaju paralelnom s ravninom [16, 18].




2.) Stabilna ispod 45 °C (a = 9,9763 A, b = 14,5884 A, ¢ = 6,29134 A, = 107,05°,
prostorna grupa P21/c), oksalati u ravnini su pretrpjeli malu distorziju pa se duljina b

udvostrucila, a simetrija smanjila [16,17].

Takoder, postoji 1 tre¢a ortorompska struktura koja je nastala dehidratacijom dihidrata u

temperaturnom rasponu 118 — 130 °C. Ona ima ortorompsku simetriju s parametrima a = 12,088

A, b=10,112 A, ¢ = 14,634 A, o=p=h=90° [18].

(B)

Slika 2. Strukturne karakteristike hidratne faze COM - Struktura COM (A) i poliedar Ca** (B)
[16].

Na Slici 2. prikazana je kristalna struktura kalcijevog oksalata monohidrata te je
prikazano kako je oksalat koordiniran s kalcijem u poliedar (B) i samim time ekvivalentan je
jedini¢noj ¢eliji COM-a (A). Atom Ca koordiniran je, u takvoj strukturi, s 8 atoma kisika gdje
7 atoma kisika potjece od 5 oksalatnih iona i 1 od molekule vode. Paralelni slojevi stvaraju se
zbog tri kraja poliedra oko kalcija koja su vezana za tri atoma kalcija. Na dijelu (A) joS je
prikazano kako C,04> ioni ( Ox1 i Ox2 ) nisu kristalografski ekvivalentni. Sa 6 Ca’* iona
koordiniran je Ox1, dok s 4 Ca®* iona i 2 molekule vode preko vodikovih veza s kisikom C204*

iona koordiniran je Ox2 [16].




oLo

Slika 3. Morfologija kalcijeva oksalata monohidrata [17].

Na slici 3. prikazana je morfologija kalcijevog oksalata monohidrata s Millerovim
indeksima. Po morfologiji razlikujemo tri oblika COM-a: prizmatski (A), ploc¢asti (B) i oblik
suze (C). Takoder, COM koji je nastao pri poviSenim koncentracijama kalcija i oksalata se

moze pojaviti u obliku dendrita (oblik slova X) [17,19].

Pri uvjetima spontanog taloZenja kada dolazi do rasta kalcijeva oksalata monohidrata na
kristalnom sjemenu dokazano je kako dolazi do povrSinskih procesa drugog reda, odnosno
brzina rasta utvrdena je omjerom ukupne povrsine kristala 1 koliine kristalnog sjemena. Za
proces nastanka bubreznih kamenaca vazno je kvantificirati parametre agregacije kao i odrediti

termodinamicki produkt topljivosti [20,21].

2.4.1.1.  SINTEZA U LABORATORIJU
Kalcijevi oksalati se u laboratoriju naj¢esce sintetiziraju u otopini. U reakciji je potrebno
kontrolirati parametre poput koncentracije reaktanata, pH, temperature, ionske jakosti, nacina
mijeSanja otopina 1 tako dalje. Kod ovih sinteza, veli¢ina nastalih kristala ovisi o temperaturi 1
brzini mijeSanja otopina, tj. veci kristali kalcijevih oksalata nastaju tijekom manje brzine

mijesSanja [22].

U laboratoriju, COM se moZe pripremiti mijeSanjem otopine kalcijeve soli i1 kalijeva
oksalata (K2C204) u vodi ili otopini etanola 1 vode u temperaturnom rasponu od 25 — 75 °C.

Ovisno o tome koja veli¢ina kristala se Zeli dobiti, postavljaju se parametri poput temperature




te nacina i brzine mijeSanja otopine. Nakon talozenja kristala, oni se filtriraju vakuumskom

filtracijom, a zatim se suSe i analiziraju odgovaraju¢im tehnikama [23].

2.4.2. KALCIJEV OKSALAT DIHIDRAT (COD)

Kalcijev oksalat dihidrat (COD) kristalizira u tetragonskom sustavu (a = 12,371 A b=
14,583 A, ¢ = 10,116 A, Z = 8, V = 1125,937 A3, a=f=y= 90°, prostorna grupa I4/m ). Kod
njega je 8 molekula H>O koordinirano s 4 atoma kalcija dihidratnog oblika. Kalcijev ion
koordiniran je s 8 atoma kisika koji dolaze od 4 molekule vode i 4 oksalatna iona. Ako do
nastanka COD-a dolazi u vodenoj otopini, stvara se tetragonska prizma ili tetragonska
bipiramida. Usporeduju¢i monohidrat s dihidratom ion kalcija koordiniran je s jednom
molekulom vode viSe i s jednim oksalatnim ionom manje. Takoder, brzina rasta kristala COD-

a znatno je manja u odnosu na kristale COM-a [24, 15].

(A)

Slika 4. Prikaz strukturnih karakteristika hidratne faze COD [14].

Na Slici 4. vidljivo je kako je Ca*" ion koordiniran s osam kisikovih atoma koji dolaze
iz Cetiri oksalatna iona 1 Cetiri molekule vode. Kako je ion kalcija koordiniran s jednom

molekulom vode viSe i1 jednim oksalatnim ionom manje, u odnosu na kalcijev oksalat
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monohidrat, nastaje vodikova veza dvije molekule vode s kisikovim atomom oksalatne skupine.

Kanali koji prolaze kroz kristal tvore oksalati te ti kanali sadrze zeolitnu vodu [17, 24].

(011)
(011)

T N
v

(011)

(011)
a) b)

Slika 5. Prikaz morfologije COD — a) tetragonalna bipiramida s prizmom i b)

tetragonalna bipiramida

Na Slici S. prikazana je karakteristiéna morfologija kalcijeva oksalata dihidrata koji
nastaje u vodenoj otopini. On tvori tetragonalnu bipiramidu s prizmom s izrazenom (100)

ravninom te tetragonalnu bipiramidu s dominatnom (101) ravninom [17, 24].

Kako bi se dobio COD u laboratorijskim uvjetima potrebna je prisutnost aditiva, a
gotovo ga je nemoguce dobiti u ¢istom obliku. Metastabilni COD, nakon COM-a, naj¢esce se

pojavljuje u bubreznim kamencima [23].

2.4.3. KALCIJEV OKSALAT TRIHIDRAT (COT)

Kalcijev oksalat trihidrat (COT) kristalizira u triklinskom sustavu (a = 12,371 A b=
14,583 A, ¢ = 10,116 A, Z = 8, V = 329,9 A3, 0= 76,5° p= 70,35° y= 70,62°, prostorna grupa
P1). [25].
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Slika 6. Prikaz gradivnih jednica COT [26].

Struktura kalcijeva oksalata trihidrata sastoji se od dva Ca-poliedra koji imaju
zajednicke rubove, a preko oksalatnih iona povezani su s drugim jedinicama kao Sto je vidljivo

na Slici 6. [26].
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Slika 7. Prikaz COT strukture [26].

Iz Slike 7. vidljivo je kako se u strukturi COT nalaze nepravilne nanoSupljine, a Ca-
poliedar je iskrivljen. Takoder, u njegovoj strukturi nalaze se tri od osam kisikovih atoma koji
potje€u iz molekula vode, Cetiri atoma od dva oksalatna iona i jedan od treceg oksalatnog iona
koji su koordinirani oko atoma kalcija. Odnosno, tri iona oksalata i tri molekule vode pronalaze

se u poliedarskoj strukturi [26].

Direktnim prijelazom, bez nastanka COD-a kao meduprodukta, odvija se transformacija
COT-a u COM, a povecanjem temperature povecava se 1 brzina reakcije. Sama pojava

trihidrata u sastavu bubreznih kamenca vrlo je rijetka [25].
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2.5. PROCES TALOZENJA

Proces taloZenja je proces u kojemu dolazi do stvaranja ¢vrste, nove faze u homogenim
sustavima. Sam proces se inicira kontrolom pH vrijednosti, kemijskim reakcijama, na¢inom
mijesanja otopine (mehanic¢ko, ultrazvu¢no, magnetsko...), kontrolom temperature sustava, te
kombinacijom navedenih parametara. Do taloZenja niza kemijskih spojeva u ¢vrstom stanju iz
kompleksnih homogenih smjesa dolazi ako se odaberu pogodni talozni uvjeti kao 1 reagensi.
Na taloZenje utjecu faktori poput aditiva, veliine Cestica, necistoce, prezasi¢enost otopine, pH
1 masena koncentracija. Ako se talozi ¢vrsta faza s kristalnom strukturom taj proces se naziva
kristalizacija, a preduvjet za proces kristalizacije jest prezasi¢enost otopine. Ti procesi vrlo su
vazni za Siroki raspon znanstvenih grana pocevsi od kemije, biologije, farmacije pa sve do
proizvodnje polimernih materijala i boja. No, ni ti procesi nisu uvijek pozeljni, a primjer takvog
taloZenja je stvaranje bubreZznih kamenaca u Zivim organizmima kao jedan od primjera

patoloSke biomineralizacije [27, 28].

Mehanizam talozenja iz prezasi¢ene otopine opisuje se kroz niz procesa ili medufaza
kao Sto su nukleacija, rast kristala i niz drugih sekundarnih procesa, a shematski je opisan i
priznat po prijedlogu A. E. Nielsena prema kojemu je dobila i naziv Nielsen-ova shema (Slika

8.) [27].
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Slika 8. Nielsen-ova shema [27].

Iz Nielsen-ove sheme vidljivo je kako taloZenje zapocinje iz prezasic¢ene, nestabilne otopine
izdvajanjem cvrste faze (embriji ili heteronukleusi). Taj proces naziva se nukleacija. Ona se
moze odvijati spontano ili moze biti potaknuta trenjem, mijeSanjem ili primjenom visokih

tlakova. Postoje dvije vrste nukleacija, a to su:

1.) Homogena nukleacija — stvaranje ionskih ili molekulskih nukleusa

2.) Heterogena nukleacija — odvija se na ¢esticama necistoca

Drugi korak u procesu taloZenja jest rast stvorenih nukleusa i nastanak kristala kroz niz
temeljnih procesa. No, rastu samo kriticni nukleusi, odnosno to su nukleusi koji su dosegnuli
odredenu kriti€nu veli¢inu. Ti procesi odvijaju se u samoj otopini ili na povrsini kristala, a
najsporiji od svih kontrolira ukupnu brzinu rasta. Starenjem Cvrste faze zapravo zavrSava

proces, a odvija se u uvjetima sliénim ravnoteznima. Starenje cvrste faze takoder se odvija kroz
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nekoliko procesa poput Ostwaldovog zrenja, sinteriranja ili transformacija metastabilnih faza.

Rezultat ovog procesa, teoretski, je nastanak jednog kristala [27, 28].

No, ako se proces talozenja prati u nekom odredenom vremenu posljednja faza jest
sedimentacija gdje dolazi do otapanja manjih, a rasta vecih Cestica. Talozenje je 1 teoretski

zavrseno kada je sav suviSak otopljene tvari istalozen [27, 28].
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2.6. METODE ANALIZE 1 [IDENTIFIKACIJE KALCIEVIH
OKSALATA

2.6.1. OPTICKA MIKROSKOPIJA (OM)

Optic¢ka mikroskopija (OM) je tehnika koja vrlo male predmete ¢ini vidljivima. Njome
se provjeravaju podatci dobiveni drugim metodama kojima je uzorak okarakteriziran ili se
koristi za karakterizaciju kristalnog sjemena. Maksimalno povecanje ove mikroskopije je 1 do
1000 puta ovisno o valnoj duljini svjetlosti koja se koristi kod osvjetljivanja uzoraka, kvaliteti
1 broju le¢a. Svjetlosnim mikroskopom bez polariziranog svjetla odreduje se boja, veli€ina i

oblik kristala [29].

2.6.2. INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA (FTIR)

U rasponu valnih duljina od 0,7 um do 500 pm, izmedu vidljivog i mikrovalnog podrucja,
nalazi se infracrveno podrucje. Energija infracrvenog zracenja veca je od mikrovalnog, a manja
od vidljivog zraCenja. Zracenje se dijeli u tri podrucja, a to su blisko, srednje 1 daleko (Slika
9.). Promjene u vibracijskim energijskim razinama uzrokuje apsorpcija infracrvenog zracenja.
Kod bliskog podrucja infracrvenog zracenja odvijaju se prijelazi kod kojih je potrebna niza
energija kao i promjene u vibracijskim razinama molekula, a promjena vibracijskih razina

vecine molekula odvija se u bliskom podrucju. Promjene u rotacijskim

VALNA
DULJINA

BLISKO SREDNJE DALEKO
IR

R
PODRUCJE ~ PODRUCJE , PODRUCJE
PROMJER LIUDSKE KOSE: OKO _ 50um|

NIR MIR FIR

Slika 9. Infracrvena podrucja u elektromagnetskom spektru [30].
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razinama molekula zbog promjena u vibracijskim razinama se odvija u dalekom
infracrvenom podruéju. Ako frekvencija elektromagnetskog zracenja postigne frekvenciju
vibracije molekule dolazi do promjene u vibracijskim razinama molekula. No, kako bi doslo do
apsorbiranja infracrvenog zracenja u molekuli mora se dogoditi i promjena dipolnog momenta.
Zatim ako one reagiraju sa elektricnom komponentom infracrvenog zracenja za njih ¢e se reci

da su aktivne u infracrvenom podrucju [30].

U molekulama postoje dvije vrste vibracija, a to su vibracije deformacije i vibracije
istezanja. Vibracije istezanja mogu biti asimetricne 1 simetri€ne. U asimetricnom istezanju
jedna se jezgra udaljava dok se druga priblizava, dok se kod simetri€nog istezanja dvije jezgre
istovremeno udaljavaju ili priblizavaju centru mase. Promjenu kuta izmedu dvije veze uzrokuju

vibracije deformacije, a dijele se na uvijanje, deformaciju u ravnini, mahanje i njihanje [30].

Snimanjem poliatomnih molekula dobije se infracrveni spektar. Zbog toga $to je vrlo
sloZen ne moZe se u potpunosti objasniti. U uskom podrucju frekvencija apsorbiraju se odredene
grupe, a takva frekvencija naziva se frekvencija funkcionalnih grupa. Taj dio spektra je
podrucje otiska prsta (eng. fingerprint region). U tom podru¢ju svaka molekula ima

karakteristiCan spektar, ali enantiomeri imaju identican [30].

Spektrofotometar je uredaj kojim se mjeri infracrveni spektar koji molekula apsorbira.
Postoje dvije vrste IR spektrofotometara, a to su disperzivni IR spektrofotometri i FT-IR
spektrofotometri (eng. Fourier transform infrared). FT-IR spektrofotometri mjere apsorpciju
polikromatskog izvora u velikom rasponu valnih duljina kao i u vrlo kratkom vremenu, dok
disperzni imaju monokromatski izvor IR zraCenja te mjere apsorpciju dajué¢i samo jedan
spektar. Neke prednosti FT-IR spektrofotometra su mogucénost viSestrukog ponavljanja

snimanja, velika osjetljivost, brzo snimanje i Siri spektralni opseg [30].

Ovisno u kojem agregatnom stanju se nalazi uzorak postoje razli¢ite metode pripreme
uzorka za snimanje. NajceS¢e se koriste kruti uzorci te se korist DRIFT (eng. Difusse
Reflectance Infrared Fourier Transform) tehnika. Kod nje se uzorak usitni u homogenu smjesu
zajedno s KBr-om u omjeru 3:100 mg. Prije mjerenja potrebno je snimiti spektar samo
usitnjenog KBr-a, pri ¢emu se dobije pozadinska slika (eng. background) kako bi se eliminirali

spektri vlage i plinova iz zraka [30].
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U svojoj strukturi COM ima nekoliko vrsta vibracija koje su karakteristicne samo za

njega, a prikazane su u Tablici 2.

Tablica 2. Literaturni podatci vibracijskih istezanja za COM [31].

Valni broj/cm’! Vrsta vibracija
517 0O-C-O antisimetri¢no njihanje
782 0O-C-O antisimetri¢no savijanje
947 H-O-H uvijanje
1316 C-O simetri¢no istezanje
1622 C-O antisimetri¢no istezanje
3490 O-H istezanje

2.6.3. TERMOGRAVIMETRIJSKA ANALIZA (TGA)

Termogravimetrijska analiza (TGA) jedna je od termic¢kih metoda analize pomocu koje
se analiziraju uzorci prate¢i masenu promjenu kao funkciju temperature ili vremena. Podatci
koji su potrebni za opis termi¢kog ponaSanja odredenog uzorka ocitavaju se s termograma.
Sama analiza moze biti dinamicka ili izotermna. Dinamicka promjena se prati tijekom promjena
temperature pri ¢emu je brzina zagrijavanja konstantna, dok se izotermna promjena prati u
odredenom vremenu pri konstantnoj temperaturi. Ovisno o brzini zagrijavanja, masi uzorka i
atmosferi u kojoj se odvija proces dobiva se oblik krivulje na termogramu, a sama metoda

koristi se pri odredivanju mehanizma toplinske stabilnosti ili raspada uzorka [32].

Termovaga je uredaj koji se koristi kod termogravimetrijske analize. Ona sadrzi
osjetljivu, preciznu vagu koja vaze uzorke i pec¢i kontrolirane temperaturnim programerom.
Termovaga spojena je na racunalo koje biljeZi promjene ovisne o zadanim parametrima koje se

odvijaju tijekom zagrijavanja te izraduje termogram [33].

Na Slici 10. prikazan je termogram koji je specifi¢an za svaki kemijski spoj, a sadrzi
karakteristicne tocke pomocu kojih se o€itavaju potrebni podatci kako bi se okarakterizirao
kemijski spoj. Neke od najvaznijih tocki termograma su Am (gubitak mase uzorka/g), Tmax
(temperatura maksimalne brzine razgradnje), 7° (po€etna temperatura razgradnje), Ruax (brzina

gubitka mase/%) i mf (kona¢na masa uzorka/g)
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Slika 10. Prikaz termograma [34].

Termogravimetrijskom analizom omogucena je kvantitativna analiza kalcijeva oksalata
monohidrata. Teoretski gubitak mase za kristalnu vodu u ¢istom COM-u iznosi 12,33 %, a

gubitak mase odvija se tijekom samo jednog koraka [34].
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2.6.4. RENDGENSKA DIFRAKCIJA NA PRAHU (PXRD)

Rendgenska difrakcija na prahu (eng. powder X-ray diffraction - PXRD) kvantitativna
je metoda koja se koristi za strukturno odredivanje polikristalnih uzoraka gdje je snop
rendgenskih zraka usmjeren na praskasti uzorak. Kako bi doslo do difrakcije potrebno je da
kristali zatvaraju Braggov kut sa upadnim zracenjem. Do difrakcije dolazi ukoliko neki od svih
kristala zadovoljavaju ovaj uvjet. Uz pomo¢ difraktometra ili kada fotografski film okruzi

uzorak detektiraju se difraktirane zrake [35].

Debye-Scherrer metoda jedna je od najstarijih metoda praha. Na njoj su se razvile sve
ostale metode, a prvotno je koristila fotografski film. U ovom diplomskom radu za kvantitativnu
analizu kristala koristila se jedna od najrasprostranjenijih i najpoznatijih metoda, a to je Bragg-
Brentano metoda. Ovdje se koristi jedan od najpoznatijih difraktometara praha odnosno Bragg-
Brentano difraktometar. Na Slici 11. prikazan je Bragg-Brentano difraktometar koji se sastoji
od izvora rentgenskih zraka (F), divergentne pukotine (DS), primarnog kolimatora (SS1),
nosaca uzorka (S), sekundarnog kolimatora (SS2), prijamne pukotine (RS), monokromatora (C)
i detektora (AS). Rendgenske zrake prolaze kroz divergentnu pukotinu i primarni kolimator pod
kutem 6, a zatim se difraktirane zrake reflektiraju od povrSinu uzorka pod kutem 26 te prolaze
kroz sekundarni kolimator, prijemnu pukotinu te upadaju na monokromator. Na kraju na

detektor pada monokromatski snop te on ocitava rezultate [36].

e &

Slika 11. Bragg-Brentano difraktometar [36].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. PRIBOR I APARATURA

Sinteza kristalnog sjemena kalcijeva oksalata monohidrata izvodila se u staklenoj
reakcijskoj posudi laganim dodavanjem natrijeva oksalata (Na;C204) 1 limunske kiseline u
otopinu kalcijeva klorida (CaCl,) bez mijeSanja te pomocu ultrazvuéne kupelji. Za
termostatiranje otopina koriSten je suSionik. Sastav dobivenih kristala kalcijevog oksalata
monohidrata odreden je termogravimetrijskom analizom, infracrvenom spektroskopijom 1

rendgenskom difrakcijom na prahu, a morfologija je odredena optickom mikroskopijom.

3.2.  POPIS KEMIKALIJA

Za sintezu kalcijeva oksalata monohidrata koriStene su kemikalije navedene u Tablici 3.

Tablica 3. Popis potrebnih kemikalija koriStenih prilikom sinteza

NAZIV KEMIJSKA MOLARNA PROIZVOPAC
KEMIKALIJE FORMULA MASA/gmol™!

Natrijev oksalat NayCy04 134,00 BDH Prolabo
Limunska kiselina CeHsO~ 210,14 Gram mol
Kalcijev klorid CaCl, 110,98 BDH Prolabo

Takoder, koriStena je 1 deionizirana voda elektricne provodnosti < 0,055 uS/cm.
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3.3. PRIPREMA OTOPINA

Za sintezu COM-a koristile su se razli¢ite koncentracije otopina CaClo, Na;Cr04 i CsHzO».
Otopina kalcijeva klorida priblizne koncentracije 1 moldm™ prvo je standardizirana kako bi bila

poznata to¢na koncentracija otopine koja se koristi za sintezu COM-a.
Standardizacija otopine CaCl;

Veé pripremljena otopina kalcijeva klorida priblizne koncentracije 1 moldm™ otpipetira se
10 mL u odmjernu tikvicu od 100 mL te se do oznake nadopuni deioniziranom vodom

provodnosti < 0,055 pS/cm.

U Cetiri Erlenmayerove tikvice dodalo se 10 mL otopine CaClz, 10 mL amonijacnog pufera
pH = 10 1 na vrhu $patule indikator eriokrom crno T. Otopina kalcijeva klorida titrirana je
s 0,1 moldm™ otopinom EDTA. Zavrina tocka titracije vidljiva je promjenom iz ljubi¢aste

u plavu boju.

Vi (EDTA) = 10,133 mL

V> (EDTA) = 10,122 mL

V3 (EDTA) = 10,133 mL

V4 (EDTA) = 10,144 mL

V (EDTA) = 10,133 mL

Jednadzba reakcije:

Ca’>* + Y* — CaY?> 1molCa~1mol EDTA
c1 (EDTA) - Vi (EDTA) = ¢ (CaCl) - V> (CaCly)
¢2 (CaCly) = 0,1 moldm™ - 10,133 mL/ 10 ml = 0,10133 moldm™
Va(CaCl) =10 mL  V (ukupno) = 100 mL

¢ (CaCl) = 100 mL - 0,10133 moldm™ = 10,133 moldm™
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Priprema otopine CaCl;

Otopine kalcijeva klorida koncentracija 1:10? moldm™ i 1-10"" moldm™ pripremljene su iz

standardizirane otopine CaCl, koncentracije 1,0133 moldm™ u odmjernoj tikvici.

Za prvi set sinteza potrebno je pripremiti 1L otopine.

c1(CaCl) = 1,0133 moldm™

c2(CaCl) = 1-10? moldm™

V2(CaCly) = 1L

Vi(CaClp) =?

c1(CaCb) - Vi(CaCl) = c2(CaCly) - Vo(CaCly)

Vi(CaCly)= c2(CaCly) - Vo(CaCly) / c1(CaCln)
=1-102 moldm™- 1L/ 1,0133 moldm™
=9,8687-10° L
=9,8687 mL

Za ostale sinteze potrebno je pripremiti po 500 mL

otopine.

c1(CaCl) = 1,0133 moldm™

c2(CaCl) = 1-10? moldm™

V2(CaClz) = 500 mL

Vi(CaClp) =?

c1(CaCly) - Vi(CaCly) = c2(CaCly) - V2(CaCly)

Vi(CaCly) = c2(CaCl) - V2(CaCly) / c1(CaCln)

=1-102 moldm™ - 500 mL / 1,0133 moldm™

=4,934 mL
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c1(CaCl) = 1,0133 moldm™

c2(CaCl) = 1-10" moldm™

V2(CaCl) = 1L

Vi(CaCl) =?

c1(CaCl) - Vi(CaCl) = c2(CaCly) - Vo(CaCly)

Vi(CaCly)= c2(CaCl) - Vo(CaCly) / c1(CaClo)
=1-10" moldm™-1L / 1,0133 moldm™
=0,098687 L

= 08,687 mL




Priprema otopina Na>C:>04 s CsHsO~

Koncentracija natrijeva oksalata bila je stalna, ¢(NaxC204) = 1:10° moldm>, dok se
koncentracija limunske kiseline mijenjala; ¢(CsHsO7) = 1:107% moldm?, ¢(CeHsO7) = 1-102

moldm?, ¢(CsHsO7) = 1:10* moldm.
Za prvi set sinteza potrebno je pripremiti 1L otopine
c¢(Na;C204) = 1107 moldm™
V(NaxC204) =1L
M(NaxC204) = 134,00 gmol!
m(NaxC,04) =7
m(NaxC204) = m(Na2C204) - V(Na2C204) - M(NaxC204)
=1-10° moldm?- 1L - 134,00 gmol!

=0,134 ¢

c(CsHsO7) = 1:10 moldm™

V(CsH:On) = 1L

M(CeHs07) = 210,14 gmol!

m(CeHsO7) =2

m(CeHsO7) = ¢(CeHsO) - V(CaHsO-) - M(CsHsOr)
=1:107 moldm?- 1L - 210,14 gmol!

=0.210 g
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c(CéHsO7) = 1:10? moldm™

V(CeH:O5) = 1L

M(CsHsO7) = 210,14 gmol’!

m(CeHsOn) =2

m(CeHsOn) = c(CeHsOr) - V(CeHsO») - M(CoHsOr)
=1-10% moldm?- 1L - 210,14 gmol’
=2,101¢g

Izvagani natrijev oksalat i limunska kiselina stavljeni su u odmjernu tikvicu od 1L te je
tikvica nadopunjena do oznake deioniziranom vodom elektri¢éne provodnosti manje od 0,055

uS/cm.
Za ostale sinteze potrebno je pripremiti 500 mL otopine
c(Na2C204)=1-10" moldm™
V(Na2C204)= 500 mL
M(NaxC204) = 134,00 gmol™!
m(NaxC204) = ?
m(NaxC204) = m(NaxC204) -+ V(NaxC204) - M(NaxC204)
=110 moldm™- 0,5L - 134,00 gmol'l

= 0,067 g

c(CsHsO7) = 1:10 moldm™
V(C6H807) =500 mL
M(CsHsO7) = 210,14 gmol™

m(C6H807) =7
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m(C6H807) = C(C6H807) : V(C6H807) : M(C6H807)
=1-107 moldm™ - 0,5 L - 210,14 gmol!

=0,105 ¢

c(CsHsO7) = 1:10* moldm™

V(CoHsO-) = 500 mL

M(CsHsO7) = 210,14 gmol’!

m(CeHsOn) =2

m(CsHsO7) = c(CsHsO7) - V(CsHsO7) - M(CsHsO7)
=1-10* moldm>- 0,5 L - 210,14 gmol!

=0,0105 g

Izvagani natrijev oksalat i limunska kiselina stavljeni su u odmjernu tikvicu od 500 mL
te je tikvica nadopunjena do oznake deioniziranom vodom elektri¢éne provodnosti manje od

0,055 uS/cm.
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3.4. SINTEZA KRISTALNOG SJEMENA COM

Za pripremu taloznog sustava koriStene su otopine kalcijeva klorida razli¢itih
koncentracija i otopine natrijeva oksalata s limunskom kiselinom kao aditivom pri ¢emu je
koncentracija natrijeva oksalata bila stalna, a koncentracija limunske kiseline se mijenjala
(Tablica 4., 5., 6., 7., i 8.). U svim eksperimentima kao reakcijska posuda koristila se
laboratorijska ¢asa od 600 mL u kojoj se nalazila otopina kalcijeva klorida te se u nju polagano
dodavala otopina natrijeva oksalata s limunskom kiselinom kao aditivom. Ukupno je
napravljeno 22 sinteze pri ¢emu su se mijenjali uvjeti eksperimenta (koncentracija reaktanata i

aditiva, temperatura reakcije 1 na¢in mijeSanja (bez mijeSanja i ultrazvu¢no mijeSanje)).

Prvih osam sinteza napravljene su bez mijesanja otopina, tj. polaganim dodavanjem 250
mL NaxC>04 s CsHsO7 u 250 mL CaCl,. Koncentracije CaCl, u uzorcima 1., 2., 5.1 6. iznosila
je 1:10? moldm?, dok je u uzorcima 3., 4., 7. i 8. iznosila 1-10"" moldm™. Koncentracija
NaxC204 u svim uzorcima bila je jednaka te je iznosila 1:10 moldm™, a koncentracija CsHsO7
se mijenjala, u uzorcima 1., 3., 5.1 7. bila je 1:10 moldm™, a u uzorcima 2., 4., 6. i 8. bila je
1102 moldm™. Nakon dodavanja natrijeva oksalata s limunskom kiselinom u kalcijev klorid
prva 4 uzorka ostavljena su na sobnoj temperaturi od priblizno 25 °C. Druga 4 uzorka stavljena
su u susionik prvo na temperaturu od 30 °C te se nakon 20 sati temperatura povecala na 50 °C.
Svi uzorci ostavljeni su 10 dana na navedenim temperaturama. Uvjeti ovih eksperimenata

prikazani u Tablici 4.

Tablica 4. Eksperimentalni uvjeti za sinteze 1.-8.

Uzorak | ¢(CaCly)/ | ¢c(NaxC204)/ | ¢(CsHsO7)/ | Temperatura/°C
moldm™ moldm™ moldm™
1. 1-10% 1-10° 1-10°
2. 1-10% 1-10° 1107
25
3. 1-10"! 1-10° 1-10°
4, 1-10"! 1-10° 1-107
5. 1-10% 1-10° 1-10°
6. 1-10% 1-10° 1107
30 - 50
7. 1-10"! 1-10° 1-10°
8. 1-10"! 1-107 11072
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U Tablici 5. prikazani su eksperimentalni uvjeti za drugih Sest sinteza. Takoder, 1 u
ovom setu sinteza 250 mL otopine natrijeva oksalata s limunskom kiselinom dodavalo se u 250
mL kalcijeva klorida. Koncentracija Na,C>Os bila je ista za sve uzorke i iznosila je 1:107
moldm=, a koncentracija CsHsO7 u uzorcima 9., 10. i 13. iznosila je 1-10° moldm™ te u
uzorcima 11., 12. i 14. bila je 1:10* moldm™. U uzorcima 9. i 11. koncentracija CaCl, iznosila
je 1:102 moldm™ dok je za ostale uzorke iznosila 1-10" moldm?. U prve 4 sinteze (uzorci 9. —
12.) otopina NayC>04 s CsHsO7 polagano se dodala u otopinu CaCl,. Nakon dodavanja, otopine
su ostavljene u suSionik na temperaturi od 30 °C. Uzorci su ostavljeni 14 dana. U druge dvije
sinteze (uzorci 13. 1 14.) otopine su mijeSane na ultrazvucnoj kupelji te su zatim ostavljene u
suSioniku. Temperatura u suSioniku prva tri dana bila je 30 °C pa se povecala na 50 °C. Uzorci

su isto ostavljeni 14 dana u suSioniku.

Tablica 5. Eksperimentalni uvjeti za sinteze 9.-14.

Uzorak | ¢(CaCl)/ | c(NaxC204)/ | c(CsHsO7)/ | Temperatura/°C | Nacin mijeSanja
moldm™ moldm™ moldm™
9. 1-10% 1-10° 1-10°
10. 1-10"! 1-10° 1-10°
Bez mijeSanja
11. 1-10% 1-10° 1-10* 30
12. 1-10"! 1-10° 1-10*
13. 1-10"! 1-10° 1-10°
30 - 50 Ultrazvuk
14. 1-10" 1-10° 1-10*

Zatim cetiri sinteze napravljene su tako da su otopine kalcijeva klorida i natrijeva
oksalata s limunskom kiselinom prvo termostatirane na temperaturi od 50 °C oko 20 minuta.
Koncentracije CaCl, u svim uzorcima bila je 1-10"'moldm™ kao i koncentracija Na,C,04 koja
je iznosila 110 moldm™. Jedino se mijenjala koncentracija aditiva C¢HsO7 koja je za uzorke
15.i 17. iznosila 1:10° moldm?, a za uzorke 16. i 18. iznosila je 1-10* moldm™. Kod uzorka
15.116. 250 mL otopine NaxC204 s C¢HsO7 polagano se dodala u 250 mL otopine CaCls, a kod
uzoraka 17.118. ove otopine su promijeSane pomocu ultrazvucne kupelji. Pomoc¢u ultrazvuka
uzorci su se mijesali 10 minuta. Nakon mijeSanja otopina svi uzorci su ostavljeni na temperaturi

od 50 °C kako bi se istalozili kristali COM-a. Uvjeti eksperimenata prikazani su u Tablici 6.

e
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Tablica 6. Eksperimentalni uvjeti za sinteze 15.-18.

Uzorak  ¢(CaCl)/ | ¢(NaxC204)/ | c¢(CsHgO7)/ | Temperatura/°C | Na¢in mijeSanja
moldm™ moldm™ moldm™
15. 1-10"! 1-10° 1-10°
Bez mijeSanja
16. 1-10"! 1-10° 1-10*
17. 1-10"! 1-10° 1-10° 50
Ultrazvuk
18. 1-10" 1-10° 1-10*

Uzorci 19. 1 20. dobiveni su tako $to su otopine Na>C>04 s C¢HgO7 koncentracija 110
3 moldm™ i otopine CaCl, koncentracije 1-10"! moldm™ prvo termostatirane na temperaturi od
80 °C oko 20 minuta. Zatim se kod uzorka 19. 250 mL otopine NaxC>04 s CsHgO7 lagano dodalo
u 250 mL otopine CaClz, dok su se za uzorak 20. koristile iste koli¢ine reaktanata samo su
mijesane 10 minuta pomocu ultrazvucne kupelji. Nakon mijeSanja otopina uzorci su ostavljeni

3 dana u su$ionik na temperaturi od 80 °C (Tablica 7.).

Tablica 7. Eksperimentalni uvjeti za 19. i 20. sintezu.

Uzorak | ¢(CaCl)/ | c(NaxC204)/ | ¢(CsHsO7)/ | Temperatura/°C Nacin mijeSanja
moldm™ | moldm™ moldm™
19. 1-10! 1-107 1-107 Bez mijesanja
20. 1-10 1-107 1-107 80 Ultrazvuk

I za kraj, napravljene su dvije sinteze s eksperimentalnim uvjetima prikazanim u Tablici
8. ¢iji su se dobiveni produkti detaljnije analizirali. Koncentracije reaktanata za obje sinteze
bile su c(CaClo)= 110" moldm™, ¢(Na2C204)= 1:10° moldm™ i aditiva c¢(CeHsO7)= 1-103
moldm. Otopine su prvo termostatirane na temperaturi od 70 °C oko 20 minuta. Zatim se za
prvu sintezu 250 mL otopine Na;C204 s CsHsO7 lagano dodalo u 250 mL otopine CaCly, a za
drugu sintezu otopine su promijeSane pomocu ultrazvucne kupelji. Nakon mijeSanja otopine su
ostavljene u suSionik na temperaturi od 70 °C koja se nakon 4 dana smanjila na najmanju

temperaturu susionika koja je bila izmedu 30 — 50 °C.
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Tablica 8. Eksperimentalni uvjeti za 21. 1 22. sintezu.

Uzorak. | ¢(CaCly)/ | c(NaxC204)/ | ¢(CeHgO7)/ | Temperatura/°C | Nacin mijeSanja
moldm® | moldm™ moldm
21. 1-10 1-107 1-107 Bez mije$anja
22. 1-10 1-107 1-10° 70 Ultrazvuk

Nakon zavrSetka svih 22 sinteze, u daljnju obradu se i§lo s ukupno 10 uzoraka (9., 10.,
11.,12.,13.,14.,15.,17.,21.122.). Uzorci su profiltrirani pomoc¢u Millipor filter papira veliCine
pora 0,22 um. Talog je ispran s velikom koli¢inom deionizirane vode kako bi se uklonile
zaostale necistoce, a profiltrirani talog suSen je pri sobnoj temperaturi na zraku. Ovi uzorci
profiltrirani su zbog toga §to se na mikroskopskim snimkama vidjela pravilna morfologija
COM-a dok su za ostale uzorke kristali bili jako sitni i/ili u obliku agregata pa se nisu dalje
analizirali. Takoder, ovi navedeni profiltrirani uzorci su se dalje analizirali te su detaljnije

objasnjene u Poglavlju 4. REZULTATI I DISKUSIJA.
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3.5. KARAKTERIZACIJA KRISTALNOG SJEMENA

3.5.1. OPTICKA MIKROSKOPIJA (OM)

Svjetlosnim mikroskopom Motic Bl s digitalnom kamerom Moticam 2 (Slika 12.)
promatrani su dobiveni kristali kalcijeva oksalata monohidrata. Ovaj uredaj koriSten je za

vizualnu karakterizaciju i utvrdivanje morfoloskih svojstava.

WA

DL AT N

Slika 12. Aparatura za opti€¢ku mikroskopiju.

3.5.2. INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA (FTIR)

Spektrometrom Shimadzu FTIR 8400S (Slika 13.) snimljeni su FT-IR spektri u valnom
podrucju od 400 — 4000 cm™. Analizirane uzorke, koji su bili u ¢vrstom stanju, potrebno je
pripremiti prije snimanja. Uzorak je potrebno usitniti te homogeno pomijesati s kalijevim
bromidom, KBr (tvar koja ne apsorbira u IR zra¢enju). Zatim, homogena smjesa se prenosi u

nosac te postavlja u mjerni uredaj. Dobiveni podatci su obradeni pomoc¢u programa IR Solution

1.30.
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Slika 13. Aparatura za FT-IR.

3.5.3. TERMOGRAVIMETRIJSKA ANALIZA (TGA)

TG analiza provedena je instrumentom Mettler Toledo System 1 prikazanim na Slici 14.

Dobiveni termogrami analizirani su pomoc¢u racunalnog programa STARe Software 10.0.

Sami uzorci ispitivani su u atmosferi zraka. Brzina protoka plina iznosila je 200 cm*min’
!, a korak snimanja 5 °Cmin’!. Uzorci su se pripremali tako da se prvo izvazu aluminijske
posudice te se zatim doda 10 - 20 mg uzorka 1 ponovno izvaze. To¢na masa uzorka izracuna se
iz razlike mase posudice s uzorkom i prazne aluminijske posudice. Zatim se uzorak s posudicom
stavlja u instrument koji zagrijava uzorke, a temperatura raste zadanom brzinom. Promjena
mase uzorka biljeZi se na instrumentu. Iz dobivenih podataka odreduje se postotni udio

hidratnog oblika u uzorcima.
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Slika 14. Prikaz uredaja za TG analizu.

3.5.4. RENDGENSKA DIFRAKCIJA NA PRAHU (PXRD)

Fazni sastav analiziran je rentgenskom difrakcijom na prahu (PXRD) na PANanalytical
X'PertPRO difraktometru (Slika 15.) s Bragg-Brentano geometrijom u kutnom podrucju 26 =
8 — 60° sa stupnjem snimanja od 0,02°. Praskasti uzorci su jednostavno postavljeni na nosac
uzoraka, te su postavljeni u difraktometar. Dobiveni difraktogrami su kvalitativno analizirani

pomocu rac¢unalnog programa Highscore Plus, te su prikazani pomoc¢u programa OriginPro 8.5.
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Slika 15. Slika aparature za rendgensku difrakciju na prahu.
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4. REZULTATI I DISKUSIJUA

Procesom taloZenja sintetizirani su kristali kalcijeva oksalata monohidrata pri razlicitim
eksperimentalnim uvjetima kako je ve¢ opisano u poglavlju 3.4.. Rezultati su interpretirani po
setovima kako su odradeni pokusi. Ukupno je odradeno 5 setova sinteza, odnosno ukupno su
napravljene 22 sinteze. U eksperimentima su se mijenjali uvjeti kako bi se procijenilo koji su

uvjeti najpogodniji za sintezu $to pravilnijih i §to veéih kristala kalcijeva oksalata monohidrata.

4.1. SINTEZA 1. - 8. UZORKA

Eksperimentalni uvjeti za prvih 8 sinteza prikazani su u Tablici 4. Nakon zavrSetka
sinteze, nastali kristali prvo su okarakterizirani optickom mikroskopijom. U uzorcima 2., 3., 4.,
5. 1 6., kristali na mikroskopskim snimkama bili su vrlo sitni te se nije mogla odrediti

morfologija kristala.

Slika 16. Mikroskopske snimke kristala u uzorcima 1. (lijevo), 7. (sredina) i 8. (desno).

Pomoc¢u mikroskopskih snimki prikazanih na Slici 16. uocena je morfologija kristala
uzoraka 1., 7.1 8. koja odgovara COM-u. lako je doslo do agregacije kristala vidljivo je kako

su kristali ve¢i od 10 pm.

Eksperimentalni uvjeti prikazani u Tablici 4. nisu pogodni za sintezu kalcijeva oksalata
monohidrata pravilne morfologije, ve¢ nastaju jako sitni kristali kojima se pomo¢u OM ne moZe
odrediti morfologija. U uzorku 1 uocavaju se COM kristali oblika suza razli¢itih veli¢ina. U
uzorku 7 tesko je razaznati pravilan oblik COM kristala, dok se u uzorku 8 naziru vrlo pravilni
Sesterokutni kristali COM-a, medutim zbog agregacije i razli¢itih veli¢ina dobivenih kristala
ovi uzorci nisu prikladni za buduca istraZivanja. Zbog toga Sto nije uo€ena pravilna morfologija
COM-a, te zbog agregacije i razlicitih veli¢ina kristala uzorci nisu filtrirani jer nisu prikladni

za buduca istraZivanja.
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4.2. SINTEZA 9. - 14. UZORKA

Za drugi set sinteza uzoraka 9. — 14. eksperimentalni uvjeti prikazani su u Tablici 5.
Nakon zavrsetka sinteze kristali su prvo okarakterizirani pomocu opticke mikroskopije. Zatim
su kristali filtrirani te suSeni na zraku, a nakon suSenja okarakterizirani su i FT-IR

spektroskopijom.

Optickom mikroskopijom ispitana je veli¢ina i morfologija uzoraka.

Slika 17. Mikroskopske snimke kristala za uzorke 9. — 14.

Iz dobivenih mikroskopskih snimki tesko je uocljiva morfologija za sve uzorke zbog
vrlo male veli¢ine kristala koja je puno manja od 10 um te zbog agregacije kristala. Iako su
kristali sitni za uzorak 11 vidljiv je vrlo pravilan Sesterokutni oblik COM-a koji je pokazatelj

kako su nastali kristali kalcijeva oksalata monohidrata.

Daljnim analiziranjem uzoraka pomoc¢u FT-IR spektroskopije potvrdeno je kako su svi
dobiveni uzorci kalcijev oksalat monohidrat S§to je prikazano na Slici 18. FT-IR spektri su

snimani u valnom podrucju od 400 — 4000 cm™.
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Slika 18. IR spektar za uzorke 9. — 14.

Za kvalitativnu analizu kalcijeva oksalata monohidrata dobiveni IR spektri uzoraka
usporedenti su s literaturnim podatcima referentnog COM-a §to je prikazano u Tablici 2. Prema
dobivenim podatcima iz grafa uoceno je kako spektri pokazuju specificne vrpce za COM.
Prema tome moze se zakljuciti kako su svi dobiveni uzorci COM. KarakteristiCan ostar,
asimetri¢ni pik za COM nalazi se na oko 1620 cm’! $to ukazuje na C=O istezanje. Pikovi na
priblizno 3500 cm™ odgovaraju OH skupini, dok se O-C-O vibracije nalaze na oko 780 cm™ i
520 cm’l. Takoder, na prisutnost COM ukazuje i ostar pik na oko 780 cm™, a pik na 520 cm™

prikazuje Ca-O istezanje.
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4.3. SINTEZA 15. - 18. UZORKA

U Tablici 6. navedeni su eksperimentalni uvjeti za uzorke 15., 16., 17., i 18. Nakon
zavrSetka sinteze, kristali su analizirani pomocu opticke mikroskopije te zbog uocene
morfologije na OM kristali uzoraka 15. i 17. su profiltrirani. Nakon filtracije i susenja kristali

uzoraka su dalje kvalitativno analizirani pomoc¢u FT-IR spektroskopije.

Morfologija i veli¢ina sva Cetiri uzorka ispitana je optickom mikroskopijom.

Slika 19. Mikroskopski prikaz kristala uzoraka 15. — 18.

Iz mikroskopskih snimki vidljiva je morfologija koja odgovara kalcijevom oksalatu
monohidratu. Takoder, kristali uzoraka 15. 1 17. su veéi od 10 pm i pojedinacni te je vidljiv
oblik Sesterokuta, dok su kod uzoraka 16. i 18. kristali manji od 10 um i prisutan je veci broj

kristalnih agregata.

Kako bi se kvalitativno utvrdila prisutnost COM-a u uzorcima isti su analizirani pomoc¢u
FT-IR spektroskopije gdje su u valnom podru¢ju od 400 do 4000 cm™ snimljeni spektri. Na

Slici 20. vidljivi su pikovi koji potvrduju prisutnost COM u uzorcima.
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Slika 20. IR spektar za uzorke 15.117.

U Tablici 2. prikazane su karakteristicne vrpce u IR spektru koji odgovaraju uzorcima 15
i 17 Iz dobivenih rezultata uoceno je kako su oba dobivena uzorka kalcijev oksalat monohidrat.
Pikovi koji ukazuju na prisutnost OH skupine nalaze se na oko 3500 cm™, a na oko 1620 cm’
nalazi se karakteristican pik za COM. Pik koji se nalazi na 1317 cm™ ukazuje na simetri¢no
istezanje C=0, dok su pikovi na 948 cm™ i 885 cm'pripisane C-C rastezanju. Pik na 665 cm

pripisan je H>O i pik na 520 cm™! ukazuje na Ca-O istezanje.
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4.4. SINTEZA 19.120. UZORKA

U Tablici 7. prikazani su eksperimentalni uvjeti za sintezu 19. i 20. uzorka. Morfologija
kristala, nakon zavrSetka sinteze, odredena je pomocu opticke mikroskopije. OM uoceno je
kako dobiveni kristali nisu kalcijev oksalat monohidrat nego najvjerovatnije kalcijev oksalat
trihidrat te zbog toga nisu uradene daljnje analize uzoraka 19. i 20. Za uzorak 19. snimljena je

mikroskopska snimka koja ja prikazana na Slici 21.

Slika 21. Mikroskopski prikaz morfologije uzorka 19.

Iz mikroskopske snimke vidljivo je kako su dobiveni kristali puno ve¢i od 10 pm, no
StapiCasti oblik kristala nije karakteristican za kalcijev oksalat monohidrat ve¢ za kalcijev
oksalat trihidrat. Do nastanka COT-a doslo je zbog temperature koja je iznosila 80 °C te se iz
toga zakljuCuje kako za sinteze kalcijeva oksalata monohidrata temperatura termostatiranja 1

suSionika gdje su uzorci ostavljeni mora biti manja.
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4.5. SINTEZA 21.122. UZORKA

Uvjeti eksperimenata za zadnje sinteze uzoraka 21. i 22. prikazani su u Tablici 8.
Takoder, nakon zavrSetka sinteza uzorci su okarakterizirani optickom mikroskopijom gdje su
kristali COM-a bili pojedina¢ni, najveci i najpravilnije morfologije, te su zbog toga kristali
profiltrirani, osuSeni i dalje analizirani pomoc¢u FT-IR spektroskopije, TG analize i PXRD

analize.

Mikroskopska snimka uzorka 21. prikazana je na Slici 22., a za uzorak 22. na Slici 23.

Slika 22. Mikroskopski snimak kristala uzorka 21.
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Slika 23. Mikroskopski snimak kristala uzorka 22.

Iz mikroskopskih snimaka vidljiva je morfologija kristala koja odgovara kalcijevom
oksalatu monohidratu. Na Slikama 22. i 23. vidljivo je kako su kristali ve¢i od 10 um. Kod
uzorka 21. vidljivo je kako su nastali kristali pravilne morfologije, odnosno nastali su veliki (10
- 20 um) 1 pravilni Sesterokutni oblici kristala COM-a. Za uzorak 22. uoc¢eno je kako dolazi do
agregacije kristala iako je vidljiv pravilni Sesterokutni oblik COM-a veli¢ine do 10 um. Prema
tome moze se zakljuciti kako su za nastanak velikih 1 pravilnih kristala kalcijeva oksalata
monohidrata potrebni eksperimentalni uvjeti koji su koriSteni za sintezu uzorka 21. prikazanih
u Tablici 8. Eksperimentalni uvjeti su bili slijedeéi: ¢(CaCly) = 1-10"! moldm™, ¢(Na>C204) =
1:107 moldm™, ¢(C¢HsO7) = 1-10” moldm™, otopine su termostatirane pri temperaturi od 70
°C, a nakon ultrazvu¢nog mijeSanja otopina je stavljena u suSionik na temperaturu od 70 °C
koja je nakon 4 dana smanjena na 30 — 50 °C, te bi se uz vrlo malu modifikaciju tih uvjeta

zasigurno dobili jo§ vedi i pravilniji kristali COM-a.

Nakon sinteze uzoraka 21. 1 22. snimljeni su FT-IR spektri kako bi se kvalitativno
dokazala prisutnost COM-a. Pomoc¢u dobivenih podataka uoceno je kako su dobiveni Zeljeni
uzorci kalcijeva oksalata monohidrata. Na Slici 24. prikazani su dobiveni FT-IR spektri uzoraka

21.122.
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Slika 24. IR spektar za uzorke 21. i 22.

Iz Tablice 2. koja prikazuje karakteristicne vrpce u IR spektru za uzorak COM-a
vidljivo je kako pikovi uzoraka 21. i 22. odgovaraju pikovima za COM. Iz o¢itanih podataka s
grafa uoceno je kako su oba uzorka COM. Za uzorke COM-a karakteristican je pik na oko 1620
cm’!, a prisutnost OH skupine pokazuju pik na oko 3500 cm™. Pik koji se nalazi na 1317 cm’
ukazuje na simetri¢no istezanje C=0, dok su pikovi na 948 cm™ i 885 cmpripisane C-C

rastezanju. Pik na 665 cm™ pripisan je H>O i pik na 520 cm™! ukazuje na Ca-O istezanje

Termogravimetrijska analiza pokazuje da talozi isklju¢ivo kalcijev oksalat monohidrat

(COM) (Tablica 9.).
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Tablica 9. Termogravimetrijska analiza (o — pocetna temperatura raspada, fmax —
maksimalna temperatura raspada, f. — zavrSna temperatura raspada, Am / % — promjena mase

izrazena u postotcima, udio hidratne faze izrazen u postotcima).

1. korak | Hidratna faza / %
‘ to/ °C ‘ tmax/ °C | te/ °C | Am/ % | COM | COD ‘ COT

21 68,23 14523 196,30 11,43 100 - -
22 69,05 143,90 199,45 11,60 100 - -
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mwW

mg
Seayy S —— t 0
142 T~ TR Step 11,4344 %
e 41,6580 mg s0]
T~ = \ Residue 86,9931 %
- 12,6140 mg
14,0 T N Left Limit 68,23 °C A9
e \\ Right Limit 196,30 °C
T Heating Rate 2,00 °Cmin*-1 450
138 W Type horizontal
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Slika 25. Termogram uzorka 21.

Iz Tablice 9. i Slike 25. uocava se da je gubitak mase bio u samo jednom koraku.
Teoretski gubitak mase za kristalnu vodu u ¢istom COM iznosi 12,33% [32]. Gubitak mase
uzorka 21 iznosi 11,43%, a uzorka 22 11,60% $to je potvrda taloZenja isklju¢ivo COM.

Rendgenskom difrakcijom na prahu provedena je kvantitativna analiza 1 identifikacija
hidratne faze. Kao $to je vidljivo iz Slike 26. rezultati PXRD analize potvrdili su taloZenje
kalcijeva oksalata monohidrata. Takoder, vidljivo je kako Sirina pika nije velika $to nam daje

podatak kako su dobiveni ve¢i kristali.
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Slika 26. Rendgenogram uzoraka 21. i 22.
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5. ZAKLJUCAK

Cilj ovog diplomskog rada bio je sintetizirati, procesom talozenja i u razliitim
eksperimentalnim uvjetima, §to vece, uniformnije i pravilnije kristale kalcijeva oksalata
monohidrata. U eksperimentima su se koristile razli¢ite koncentracije kalcijeva klorida,
natrijeva oksalata i limunske kiseline koja se koristila kao aditiv. Koristila su se dva na¢ina
mijesanja otopine, odnosno prvi nacin je bio bez mijesanja, a drugi ultrazvu¢no mijesenje.
Takoder, neke otopine su termostatirane prije mijeSanja, a i sama temperatura otopina se
mijenjala kroz sinteze. ZabiljeZeno je kako se u gotovo svim eksperimentalnim uvjetima dobiva
¢isti COM, osim u uvjetima kada je temperatura termostatiranja i sinteze bila oko 80 °C, kada

je istalozio COT.

Karakterizacijom kristalnog sjemena dobivenog COM-a vidljivo je kako su najveci i
najpravilniji kristali dobiveni procesom taloZenja kada su eksperimentalni uvjeti bili slijedeci:
c(CaCl) = 1:10" moldm™, c(Na2C204) = 1-107* moldm™, ¢(CsHsO7) = 1-10”° moldm™, otopine
su termostatirane pri temperaturi od 70 °C, a nakon mijeSanja otopina ostavljene su u susioniku
na temperaturi od 70 °C koja se nakon 4 dana smanjila na 30 — 50 °C. Iz mikroskopskih snimki
vidljivo je kako su najve¢i (10 — 20 um), najuniformniji i najpravilniji kristali nastali u uzorku

21., dok su nesto manji kristali (do 10 um) nastali u uzorku 22.

1z rezultata prikazanih u ovom diplomskom radu moze se vidjeti sama sloZenost procesa
talozenja na primjeru nastanka kalcijeva oksalata monohidrata. Ova vrsta istrazivanja korisna
je za razumijevanje pri kojim uvjetima nastaje kalcijev oksalat monohidrat. Kako je COM
sastavni dio bubreznih kamenaca koji nastaje kao posljedica patoloske biomineralizacije, te se
sve vec¢i broj ljudske populacije susrece s istim, svako novo istrazivanje vrlo je vazno za

otkrivanje 1 sprjecavanje nastanka bubreznih kamenaca.
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