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1. UvOoD

Bubrezni kamenci su gotovo najce$ée oboljenje mokraénog sustava koje ve¢inom zahvaca
dobnu skupinu od 20 do 40 godina u kojoj muskarci prednjace s cCetiri puta veéom
ucestalos$¢u. Uzroci stvaranja bubreZnih kamenaca viSestruki su i do danas nisu sasvim
ispitani i definirani, a ovise o razli¢itim fizikalno-kemijskim i patofizioloskim procesima u
organizmu. Najces¢i tip bubreZnih kamenaca na koje otpada 80 do 90% su kalcijevi

kamenci koji uglavhom ¢ine mjeSavinu kamenaca od kalcijevih fosfata i oksalata.

Vecina kamenaca sastoji se od vise kristalnih komponenti, odnosno vise faza. Prisutnost
viSe faza upucuje na razlicite fizioloske uvjete koje nastojimo Sto bolje objasniti kako bi

uspjesnije odredili medicinsku terapiju i izbjegli ponovno stvaranje kamenaca.

Analizirano je sedam bubreznih kamenaca bolesnika s podrucja sjeverozapadne Hrvatske
(uzorci oznaceni slovom K) i Osijeka (uzorci oznaceni slovima OS), a za analizu njihovog
sastava i odredivanja strukture koristene su sljede¢e metode: infracrvena spektroskopija
(eng. Fourier Transform Infrared Spectroscopy-FTIR), rentgenska difrakcija na prahu (eng.
X-ray Diffraction-XRD) i pretrazni elektronski mikroskop (eng. Scanning Electron

Microscope-SEM).

Cili ovog rada je analiza sastava i odredivanje strukture bubreinih kamenaca s
definiranjem kristalnih komponenti koje se nalaze u njihovom sastavu kako bismo Sto
bolje shvatili mehanizme njihovog formiranja te na taj nacin dobili odgovor kako
djelotvorno pratiti osobe koji obolijevaju od bubreznih kamenaca, i znacajno olaksali
procjenu i tretman u takvim slucajevima. Pacijentima se na temelju analize pripisuju
odredeni lijekovi koji kontroliraju koli¢inu kiseline ili luzine u mokradi, sto je kljucni

litogeni faktor, dok se u slu¢ajevima infektivnih kamenaca, lije€enje odvija antibioticima.



2. PREGLED DOSADASNIJIH ISTRAZIVANJA | LITERATURE

Znanje o bubreznim kamencima vazno je za razumijevanje patofiziologije, nacina lije¢enja
i prevencije ponovne pojave nefrolitijaze. Dostupne su mnoge analiticke tehnike za
analizu sastava i odredivanje strukture bubreZnih kamenaca, ali ni jedna od njih ne daje
sve potrebne informacije. Trebalo bi koristiti viSe vrsta analiza rutinski, kako bi se sto bolje

shvatili mehanizmi ukljuceni u litogenezu bubreznih kamenaca.

Prien i Frondel 1947. godine uveli su polarizacijsku mikroskopiju kao analiticku metodu za
identifikaciju kristalnih komponenti bubreznih kamenaca, mjerenjem indeksa refrakcije.
Fazil Marickar i suradnici govore u prilog kombiniranom koriStenju opti¢cke mikroskopije i
IR spektroskopije za analizu jezgre, poprecnog presjeka i povrsine bubreznih kamenaca.
Te dvije metode su pouzdane i to€ne za odredivanje koli¢ine pojedinih komponenata u
kamencima, identifikaciju strukture i analizu kristalnog sastava kamenca, a u usporedbi s

drugim metodama dosta su ekonomicne (Basiri et al., 2012).

Sposobnost identifikacije specificnih minerala, sposobnost analize malih koli¢ina
kamenaca, i brzina polarizacijske mikroskopije prednost su kombiniranog koriStenja
opticke mikroskopije i IR-a. Jhaumeer-Laullo i Subratty, koristili su mokre kemijske analize
(eng. wet chemistry) i metode IR spektroskopije za analizu bubreznih kamenaca. Njihovi
rezultati pokazali su da te metode nisu precizne i mogu rezultirati znacajnim pogreskama
u dijagnozi i lije¢enju. Takoder se pokazalo da su spektroskopske metode primjenjive za
manje koli¢ine uzorka i pomodéu njih mozemo odrediti razliCite sastojke bubreznih
kamenaca te u kombinaciji s metodom rentgenske difrakcija na prahu daju to¢ne podatke

o njihovu sastavu (Basiri et al., 2012).

lako mokre kemijske analize imaju najsSiru upotrebu u rutinskoj analizi bubreznih
kamenaca u laboratorijima, pomocu njih se moZze utvrditi samo prisutnost pojedinih iona i
radikala bez razlikovanja specifi¢nih spojeva u mnogim tipovima bubreznih kamenaca i

njihovim mjesavinama (Basiri et al., 2012).

Jo§ od 1970-tih, termogravimetrijska analiza Cesto se koristi za analizu bubreznih

kamenaca. Termogravimetrija je brza i jednostavna analiticka tehnika koja se temelji na



kontinuiranom snimanju temperature i gubitka teZine uzorka tijekom progresivnog
povecavanja temperature sve do 1000 2C. Kako svaka supstanca ima specificni tip
transformacije, pocetnu i zavrSnu temperaturu transformacije, iznos izgubljene tezine i
entalpiju te se tako pomodu promjene teZine dobivaju podaci o kakvim supstancama se
radi. Nedostaci ove metode su sli¢nosti u pocetnim temperaturnim transformacijama i
stupnju dezintegracije nekih sli¢nih spojeva Sto uvelike oteZava njihovu identifikaciju.
Primjerice, kalcijev fosfat i kalcijev pirofosfat pokazuju vrlo malu promjenu tezine prilikom
zagrijavanja, te se ovom metodom oni ne mogu medusobno razlikovati (Basiri et al.,

2012).

Singh je radio analize bubrezinih kamenaca pomoc¢u FTIR metode koja je ucinkovita i
precizna za analizu i odredivanje sastava bubreznih kamenaca. While Estepa i suradnici
ukazuju na mogucnost krive identifikacije kod koriStenja IR spektroskopije zbog
nepotpunih referentnih podataka i znatne razlike izmedu spektara prirodnih i sintetskih
spojeva. Od 1970. godine fizikalno-kemijske metode imaju sve veée znacenje i upotrebu u

analizi bubreznih kamenaca (Basiri et al., 2012).

Mnogi laboratoriji koriste rentgensku difrakciju na prahu i IR spektroskopiju kao glavne
metode za analizu bubreZznih kamenaca. Napravljene su mnoge studije koje usporeduju
kvalitetu te dvije metode. Rebentisch je predstavio rezultate vanjske procjene 40
laboratorija iz 23 zemlje koji su koristili Sest razliitih kvantitativnih i kvalitativnih
analiti¢kih tehnika u razdoblju od 1983. do 1988. godine. Najboljim metodama pokazale
su se redom: XRD metoda, IR spektroskopija i polarizacijski mikroskop. Prema rezultatima,
XRD difrakcija i IR spektroskopija daju usporedive i vrlo prihvatljive analiticke rezultate i
mogu se Kklasificirati kao referentne metode za analizu bubreinih kamenaca.
Internacionalni testovi koji pokazuju kvalitetu metoda za analizu bubreZnih kamenaca
pokazuju da je rentgenska difrakcija na prahu preciznija od IR spektroskopije. U vanjskoj
procjeni kvalitete analize bubreznih kamenaca, koja je zapocela 1991., predlozeno je da
koristenje kemijskih metoda treba prekinuti, jer su neprihvatljive kvalitete u otprilike 40%

laboratorija (Basiri et al., 2012).

Smith i suradnici (Basiri et al., 2012) 1995. godine prvi puta spominju koristenje

kompjuterizirane tomografije ili CT-a za identifikaciju nefrolitijaze, a danas je ta metoda
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postala standardni dijagnosticki alat. Studije koje ukljucuju koristenje CT tehnologije
pokazale su da se mogu prikupiti odredene informacije o sastavu kamenaca, omogudivsi
na taj nacin razlikovanje kamenaca od mokraéne kiseline i kalcijskih kamenaca, na osnovi
njihovih razlic¢itih prigusenja, s time da kamenci od mokra¢ne kiseline imaju nize
priguSenje od kalcijskih kamenaca. Poteskoée koje se javljaju prilikom ove analize su
znacajno preklapanje vrijednosti prigusenja, Sto sprjecava visoke razine specifi¢nosti.
Dvojnom energijom CT-a, tj. niskim i visokim energetskim skeniranjem, mogu se
razlikovati razli¢iti materijali sa slicnim gusto¢ama elektrona, ali razli¢itom apsorpcijom
fotona. Na taj nacin, ova metoda ne pridonosi samo identifikaciji, ve¢ i kemijskoj
karakterizaciji kamenaca u urinarnom traktu koja moze biti od velike pomoéi prilikom
donosenja odluke o operativhom zahvatu ili lijeCenju. Hidas i suradnici su usporedivali CT i
XRD analizu na bubreznim kamencima i dosli do zaklju¢ka da je CT metodom analize,
sastav bubreZznih kamenaca odreden s to¢noS¢u od 82%. Medutim, ova metoda nije
adekvatna za analizu bubreZnih kamenaca od struvita, jer dolazi do preklapanja s nekim
omjerima kalcificiranih kamenaca, pa se sastav ne moZe pouzdano procjeniti.
Kombinacijom XRD analize i morfoloskog prikaza, mikro CT analiza moze identificirati finu
strukturu kamenca i njegov mineralni sastav, a posebno je ucinkovita kod kamenaca od
apatita. Kontoyannis i suradnici analizirali su slojeve koji tvore bubrezne kamence pomodu
tri spektroskopske metode: Ramanovom spektroskopijom, FTIR spektroskopijom i XRD
metodom. Ramanovom spektroskopijom mogu se analizirati razni slojevi minerala u
bubreZnim kamencima, za razliku od FTIR spektroskopije gdje dolazi do preklapanja vrpca,
dok XRD metoda ne moZe precizno analizirati mineralni sastav kamenaca ukoliko su
odredene mineralne komponente u uzorcima zastupljene s manje od 5% (Basiri et al.,
2012). Prema gore navedenim studijama, postoji mnogo razli¢itih metoda koje se koriste
za analizu bubreznih kamenaca, ali ne postoji jedinstvena metoda koja bi bila dovoljna za
pruzanje svih potrebnih informacija o strukturi i mineralnom sastavu kamenaca. Upravo

zbog toga, preporucuje se kombinacija tih analitickih metoda.



3. MEHANIZMI FORMIRANJA BUBREZNIH KAMENACA

Mnogim teorijama pokusalo se objasniti mehanizme formiranja bubreznih kamenaca, od
kojih je najprihvacenija ona koja objasnjava mehanizme nastanka u cetiri koraka koji
ukljuCuju: nukleaciju, kristalizaciju, rast i agregaciju kristala. Mehanizam formiranja
kamenaca je kompleksni fizicko-kemijski proces koji je posljedica disbalansa izmedu
faktora koji pospjesuju odnosno inhibiraju kristalizaciju. Proces zapocinje kada kalcijeve
soli pocinju precipitirati iz otopine formirajudi kristale (nukleacija) u prezasicenom urinu
(kristalizacija), nakon cega slijedi rast i agregacija kristala. Prezasi¢enost urina je kljucni
faktor koji dovodi do precipitacije, kristalizacije i konacnog formiranja kamenaca

(Basavaraj et al., 2007).

3.1. Nukleacija

Nukleacija je formiranje nukleusa (jezgre) ¢vrste kristalne faze u otopini i predstavlja prvi
korak u formiranju bubreznih kamenaca. Tijekom ove faze dolazi do formiranja kristala iz
urina koji je prezasi¢en kalcijevim oksalatima ili kalcijevim fosfatima. Nukleacija moZze biti
homogena i heterogena. Proces nukleacije u Cistim otopinama iz prezasicenog urina
naziva se homogenom nukleacijom. Za pokretanje homogene nukleacije potrebna je veéa
prezasi¢enost otopine nego Sto je to slucaj za heterogenu nukleaciju. Kod homogene
nukleacije kristali se pocinju formirati spontano. Do heterogene nukleacije dolazi pri
metastabilnoj fazi urina gdje se odredene makromolekule ili drugi kristali mogu ponasati

kao jezgre potrebna za daljnju kristalizaciju (Shafiee, 2010).

U sekundarnoj nukleaciji dogada se tzv. masovna produkcija kristala. Ta dva procesa usko
su vezana uz heterogenu nukleaciju, posto urin nije Cista otopina i nukleacija u urinu ¢esto
se pojavljuje na veé¢ postoje¢im povrSinama ili na nekoj alternativnoj strukturi.
Heterogena nukleacija urina moze ukljucivati epitelne stanice, crvena krvna zrnca, druge

kristale ili bakterije (Basavaraj et al., 2007).



loni se gibaju u urinu sluéajnim putanjama i ako se nadu blizu jedan drugome mogu stupiti
u medusobne odnose koji ovise o njihovom obliku, veli¢ini i naboju. Ako ima dovoljno
iona u otopini, koji stvaraju neki kristal, da drugi ion odmah moZze nadomijestiti onaj
izgubljen i tako izjednaciti ionske gubitke kristala, ukupna masa kristala ¢e ostati jednaka.
Pri zasicenju ispod produkta topljivosti nemoguc¢ je nastanak kristala u bilo kojim
uvjetima. Podrucje zasi¢enja u kojemu se kristali ne stvaraju, ali je ono dovoljno za rast
postojeéih kristala naziva se metastabilnim podruéjem prezasi¢enja. Gornja granica
metastabilnog podrucja kod koje ioni nukleiraju, spontano prelaze u nukleaciju, tj. krutu
fazu, naziva se to¢kom nestabilnog prezasicenja ili produktom nastajanja. U toj tocki

pocinje se zbivati nukleacija, tj. pofetna faza kristalizacije (MilosSevi¢ & Batini¢, 2002).

3.2. Kristalizacija

Kristalizacija predstavlja prvu fazu stvaranja kamenaca. Kamenci su zapravo rezultat
izmjene faze u kojoj se otopljene soli kondenziraju, nastaju krutine i te transformacije

utjec¢u na prezasi¢enost otopine (Basavaraj et al., 2007).

Bubreini kamenci nastaju kristalizacijom potencijalno netopljivih sastojaka iz urina.
Osnovni preduvjet za pocetak kristalizacije je prezasi¢enje mokraée nekim drugim
sastojkom. Potencijalno kalkulogeno djelovanje imati ¢e nepovoljna pH vrijednost urina,
mali volumen mokraée Sto vodi prezasi¢enju, uroinfekcija i pomanjkanje prirodnih

inhibitora kristalizacije (MiloSevi¢ & Batini¢, 2002).



3.3. Rast kristala

Nakon nukleacije, rast kristala je drugi korak u procesu formiranja kamenaca. Pokretacka
snaga za kristalizaciju je smanjenje potencijalne energije atoma ili molekula prilikom
njihovog vezivanja. Proces rasta kristala pocinje stvaranjem nukleacijske faze odnosno
stvaranjem jezgre. Tijekom ove faze postoji period kada pocéetno formirani kristali rastu i

stvaraju agregate koji tvore vece Cestice (Basavaraj et al., 2007).

Nekoliko atoma ili molekula u prezasi¢enoj tekudini pocinju formirati klastere. Rast
kristala odreduje se prema velicini i obliku molekula, fizikalnim svojstvima materijala,
razini prezasi¢enosti, pH vrijednosti i prema defektima koji se mogu formirati u kristalnoj
strukturi, a to je ujedno i jedan od preduvjeta za formiranje cestica (Basavaraj et al.,

2007).

Jedan od faktora rasta kristala je epitaksija. To je proces kojim se materijal jednog
kristalnog tipa precipitira (taloZi) na povrsinu drugog Cije su dimenzije kristalne resetke
gotovo identi¢ne. Kamenci se Cesto sastoje od vise faza. Razliiti slojevi sadrze razli¢ite
komponente, odnosno imaju drugaciji sastav i strukturu, medutim svaki od tih slojeva
ujedno ima i homogeni kristalni sastav. lako mehanizmi rasta u viSekomponentnim
kamencima nisu do kraja razjasnjeni, smatra se da upravo epitaksija tu igra veliku ulogu.
Tijekom procesa formiranja viSekomponentnih kamenaca, molekule na povrsini jednog
sloja vezu se na molekule drugog sloja. Te dvije razli¢ite komponente moraju biti kemijski

kompatibilne (Lonsdale, 1968).



3.4. Agregacija kristala

U procesu agregacije kristali u otopini se drZe zajedno i oblikuju vece cestice, tzv.
agregate. U ovoj fazi Cestice postaju dovoljno velike i postoji moguénost da zaglave u
suzenom dijelu bubrega (bubreZnim tubulima), gdje bi sluZile kao jezgra oko koje bi dalje
rasli kristali i na taj nacin formirali kamence. Osim toga moze se neki kristali¢ ,prikaciti“ na
stijenku bubrega ili na mokraéne puteve pa i na taj nacin kamenac moZe dalje rasti.
Agregacija Cestica u otopini odredena je balansom sila od kojih jedne imaju agregacijske
efekte, a druge disagregacijske. U raznim stadijima formiranja kamenaca agregacija
kristala je vazniji faktor od nukleacije i rasta kristala, jer agregacija nastupa unutar samo

nekoliko sekundi (Basavaraj et al., 2007).



4. INHIBITORI | PROMOTORI

Inhibitori su molekule koje smanjuju stupanj zasiéenja urina koji je potreban za pokretanje
nukleacije, smanjuju kristalni rast i agregaciju i inhibiraju sekundarnu nukleaciju. Za razliku
od inhibitora, promotori dovode do povecanja koncentracije produkata koji dovode do
prezasicenosti otopine. Abnormalna funkcija ili koncentracija tih spojeva u urinu moze
promjeniti fiziklano-kemijske uvjete koji su bitni za stvaranje kamenaca (Basavaraj et al.,

2007).

Gubitak ravnoteze izmedu urinarnih promotora i inhibitora dovodi do povecanog rizika od
formiranja kamenaca. Medu inhibitore spadaju mnoge organske i anorganske tvari kao
Sto su citrat, magnezij, pirofosfat, velike molekule, odnosno makromolekule kao Sto su
npr. glikozaminoglikani i veliki volumen urina. Od organskih inhibitora najvazniji je citrat

(Gupta etal., 2011).

Citrati su se na veliko istraZivali upravo zbog njihove inhibitorske funkcije u urinu i
utvrdeno je da su posebno ucinkoviti protiv kamenaca od kalcijevih oksalata i kalcijevih
fosfata. Citrati ili limunska kiselina ¢esto su prisutni u ljudskoj prehrani u obliku citricnog
voca. Citrati se u urinu vezu s kalcijem, smanjujuéi na taj nacin koli¢inu dostupnog kalcija
koji sudjeluje u stvaranju kamenaca. Isto tako, citrati sprjecavaju rast sitnih kristala i
njihovu agregaciju. Za prevenciju kalcijskih kameneca i kamenaca mokraéne kiseline kao
nadomjestak prehrani uzima se kalijev citrat (odobreno 1985. od strane FDA, eng. US

Food and Drug Administration) (Basavaraj et al., 2007).

Magnezij je Cetvrti najobilniji element u ljudskom tijelu i u velikoj koli¢ini nalazimo ga u
kostima. U prezasi¢enoj otopini kalcij oksalata, magnezij smanjuje kristalni rast za 50%.
Magnezij, biokemijski parameter prisutan i u mokraéi kao magnezijev ion, Mg**, koja je po
sastavu kompleksna otopina, moZze tvoriti komplekse s oksalatima, na taj nacin smanjujudi
koli¢inu dostupnog oksalata koji dovodi do prezasiéenosti u kojoj moZze nastati kalcij

oksalat (Gupta et al., 2011).

Urin sadrzi tvari koje utjeCu na proces kristalizacije i na taj nacin reguliraju formiranje
kamenaca, a nazivamo ih promotori. To su: mali volumen urina, niska pH vrijednost urina,

natrij, vrlo ¢esto povisene koncentracije nekih iona u mokraci kao Sto su npr. ioni kalcija,



oksalata, fosfata i urata koji mogu promovirati rast kalcijskih, oksalatnih, fosfatnih i

uratnih kamenaca (Gupta et al., 2011).

Visoka koncentracija kalcija u urinu moze biti uzrokovana konzumacijom previse soli u
prehrani. Sol uzrokuje izluCivanje vece koli¢ine kalcija i na taj nadin povecava njegovu
razinu u urinu. Povecani unos vode moZze smanijiti relativnu koncentraciju kalcija u urinu i

time smanijiti rizik od nastajanja bubreznih kamenaca (Basavaraj et al., 2007).
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5. EPIDEMIOLOSKI FAKTORI RIZIKA

Geografski poloZaj

Sudedi prema nekim istraZivanjima, postoji veza izmedu pojave bubreZnih kamenaca i
geografskog polozaja. Napravljena je studija koja je obuhvatila preko milijun ispitanika na
podrucju Sjedinjenih Americkih DrZava te se pokazalo da je najveéa koncentracija
oboljelih na podrucju jugoisto¢nog dijela. Primjerice, na Bliskom istoku, rizik od pojave
bubreznih kamenca vedi je nego na ostalim dijelovima svijeta. U postocima, 10 do 15%
populacije SAD-a ima dijagnosticiranu urolitijazu, dok je taj postotak na Bliskom istoku
dosta vedi, za ¢ak 20 do 25%. Rizik od kalcijske urolitijaze vedi je kod ljudi koji Zive na
podrucju Arabije, zapadne Indije i Latinske Amerike, nego $to je to slucaj kod Europljana

(Shafiee, 2010).

Geografski polozaj moze direktno utjecati na pojavu bubreznih kamenaca zbog visokih
temperatura koje pospjeSuju znojenje i dehidraciju, sto moZe rezultirati prezasi¢enim

urinom i na kraju kirstalizacijom odnosno stvaranjem bubreZznih kamenaca.

Dob, rasa i spol

Muskarci u Ceterdesetim godinama Zivota bijele rase imaju vedi rizik oboljevanja od
bubreznih kamenaca od ostalih dobnih i rasnih skupina. Ukoliko postoji genetska
predispozicija za pojavu bubreinih kamenaca unutar obitelji, vjerojatnost od njihove
pojave raste. Odredene medicinske tegobe kao Sto su visoki krvni tlak, giht, infekcije
urinarnog trakta mogu povedati rizik pojave bubreznih kamenaca. Unos malih koli¢ina
tekucdine najéesci je uzrok njihovog stvaranja. Prehrana takoder igra vaznu ulogu. Veliki
unos proteina (pojacano izlucivanje fosfata i magnezija u urin), soli i hrana bogata
oksalatima, kao Sto je Cokolada ili tamno zeleno povrée, mogu povecati rizik stvaranja

bubreznih kamenaca kod nekih ljudi (Romero et al., 2010).
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Zene afro-ameri¢ke rase imaju manju vjerojatnost za stvaranje bubreinih kamenaca od
Zena bijele rase. Malo toga se zna o rasnim razlikama u sastavu urina, pa se usporedivala
razlika na temelju pH vrijednosti urina, volumena urina, izlucivanja kalcija, oksalata,
mokracne kiseline, natrija, kalija, magnezija, fosfata, sulfata i kreatinina u urin kroz 24
sata. Dobiveni rezultati pokazali su da Zene afro-americke rase imaju veéu masu i gustoéu
kostiju, izlu€uju manje kalcija u urin te imaju nesto visu pH vrijednost urina od Zena bijele

rase koje su sklonije stvaranju bubreznih kamenaca i osteoporozi (Taylor & Curhan, 2006).
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6. TIPOVI BUBREZNIH KAMENACA

Postoji nekoliko tipova bubreznih kamenaca koji se dijele ovisno o njihovom sastavu i tipu
kristala. Naj¢esdi tip bubreznih kamenaca na koje otpada 80 do 90% su kalcijevi kamenci.
Oni uglavnom ¢ine mjesavinu kamenaca od kalcijevih fosfata i kalcijevih oksalata. U vecini
kalcijevih kamenaca, kalcijev oksalat je glavni sastojak, dok udio kalcijskih fosfata iznosi od

1 do 10%.

Najveci postotak bubreznih kamenaca, od 36%, Cine kalcijevi fosfati i oksalati. Na kalcijeve
oksalate otpada 26% kamenaca dok su kamenci od kalcijevog fosfata rjedi i ¢ine svega
15%, 17% otpada na kamence od struvita, 5% su kamenci mokraéne kiseline, a svega 1%

Cine cistinski kamenci (dijagram 1) (Shafiee, 2010).

1%

H Kalcijevi fosfati i oksalati

B Kalcijevi oksalati

B Struvit

M Kalcijevi fosfati

B Kamenci mokracne kiseline

m Cistinski kamenci

Dijagram 1. Zastupljenost pojedinih tipova bubreinih kamenaca (%)

lako je prezasi¢enost soli koje tvore kamence u urinu klju¢na za njihovo nakupljanje, to
necée uvijek rezultirati formiranjem kamenaca. Bubrezni kamenci uglavhom se sastoje od

soli kalcija, mokraéne kiseline, magnezij-amonij fosfata ili cistina (Shafiee, 2010).
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7. KALCUSKI KAMENCI

Kalcijski kamenci mogu biti oksalatni ili fosfatni. Vecina kalcijskih kamenaca sastoji se od
90% oksalata, ali moZe biti da u njihovom sastavu ima i fosfata u tragovima. U dosta
slu¢ajeva upravo kamenci od kalcij oksalata mogu sluziti kao jezgra, odnosno centar
taloZenja naknadnih spojeva. Kalcij oksalatni kamenci najé¢esée se javljaju kao kalcij
oksalat monohidrat (CaC,04 x H,0, WE, whewellit) koji je stabilni termodinamicki oblik
kalcij oksalata, te kalcij oksalat dihidrat (CaC,04 x 2H,0, WD, weddellit) koji je nestabilan
te transformira Cesto u kalcij oksalat monohidrat. Kristali¢i vidljivi pod mikroskopom u
urinu su bipiramide kalcij oksalata dihidrata (WD-a). Postoji i kalcij oksalat trihidrat,
CaC,04 x 3H,0, nastaje u odredenim uvjetima ali se uglavnhom ne pojavljuje u kamencima

(Grases, 1998).

Mlijeko i mlije€ni proizvodi glavni su izvor kalcija u prehrani. Pored toga, apsorpcija kalcija
iz mlijeka i mlije¢nih proizvoda bolja je nego iz drugih vrsta hrane. Uz kalcij i vitamin D,
takoder sadrze i elemente u tragovima, medu kojima je i cink koji je vazan za zdravlje
kostiju. Dugo vremena mislilo se da visok unos kalcija hranom uzrokuje nastanak
bubreznih kamenaca. Novija istrazivanja pokazuju upravo suprotno—nizak unos kalcija
povecéava opasnost pojavljivanja kamenaca od kalcij oksalata. Pretpostavlja se da manjak
kalcija pospjeSuje apsorpciju oksalata iz crijeva i s tim njegovo izlu€ivanje u urin. Oksalat
prisutan u urinu bitniji je (vazniji) za tvorbu bubreznih kamenaca nago sam kalcij (Rogelj,

1998). Kalcij fosfatni kamenci su minerali iz grupe apatita, brushit, monetit i whitlockit.
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7.1. Minerali grupe apatita

Apatit je opéi naziv koji se koristi za opisivanje kalcijevih fosfata sa pojednostavljenom
formulom Cas(PO4)sX, (X=F,Cl,OH) (Back, Mandarino, 2008), a prvi ga je u mineralosku
literaturu uveo Werner 1786. godine. Grupa apatita je grupa slicnih izomorfnih
heksagonalnih fosfatnih minerala, Cije je individualne ¢lanove cesto medusobno vrlo
tesko razlikovati, budu¢i da se mogu djelomi¢no zamjenjivati. Fluorapatit je najceséa

forma apatita, postoje jos i klorapatit i hidroksilapatit (Pasero et al., 2010).

Najvazniji mineral u ljudskom tijelu je apatit, glavni sastavni mineral kostiju i zubi. U
urinarnim kamencima javlja se kao hidroksilapatit Cas(PO4)3(OH) i karbonatni apatit
Cas(PO4, COs, OH)30H, u kojem CO30H skupina zamjenjuje PO, (do 5% tez.). Apatit je
najrasireniji mineral u kamencima, a najceS¢e dolazi kao karbonatni apatit i kao
hidroksilapatit. Povezan je s ve¢inom drugih materijala koji sudjeluju u formiranju
kamenaca, i Cesto sluzi kao centar taloZenja naknadnih spojeva. Postoje dva varijeteta.
Apatit se javlja u obliku mekanog, sitnozrnatog, bijelog, Zutog ili svijetlosmedeg praha, a
dolazi kao i masivan, staklast, Zuto-smedi ili crni materijal. Sve boje osim bijele rezultat su
djelovanja organske tvari. Cesce vrste apatitnih kamenaca pokazuju naizmjeni¢no

staklaste i prasinaste slojeve (Gibson, 1974).

7.2. Brushit

Brushit (CaHPO,4 x 2H,0) (Back, Mandarino, 2008), kristalizira u monoklinskom sustavu,
ima istu strukturu kao i gips (CaSO,4 x 2H,0), javlja se redovito, ali u puno manjem broju
od apatita u obliku bubreznih kamenaca (u svega 10% slucajeva). Kristalizira samo pri
niskim pH uvjetima (sintetiziran pri pH 6,3-6,0). Pojavljuje se u obliku tankih, ostrih,
prozirnih, bijelih do Zuckastih monoklinskih kristala, u obliku radijalnih agregata.
Zabiljezena je i djelomi¢na pseudomorfna zamjena brushita s apatitom (Gibson, 1974)
prikazana formulom: 5CaHPO,4 x 2H,0 = Cas(P04)30H + 2H3PO,4 + 9H,0

Brushit u prirodi nalazimo kao Spiljski mineral u naslagama guana te u fosforitima koji su

formirani pri niskim pH uvjetima reakcijama fosforom bogatih otopina s kalcitom i
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glinama. Dolazi u asocijaciji s hidroksilapatitom. Pod odredenim uvjetima kao Sto su
smanjena vlaznost i povec¢ana temparatura, procesom dehidratacije prelazi u monetit
(CaHPO4) (Giurgiu & Tamas, 2013). Istrazivanja su pokazala da je brushit u bubreznim
kamencima biokompatibilan. To je jedinstvena prednost nad drugim mineralima kalcij
fosfata, primjerice hidroksilapatita. Ta prednost lezi u njegovoj sposobnosti da se
resorbira pod fizioloskim uvjetima. Struktura brushita ima dvostruki sloj molekule vode u
unutarnjem djelu reSetke. Hidrati su vazni pri formiranju bioloskih minerala jer smanjuju
energetsku barijeru potrebnu za nukleaciju i rast iz vodenih otopina. 60% biogenih
minerala su upravo hidrati. IstraZivanja su pokazala da brushit, zajedno s drugim
kalcijskim fosfatima, ima klju¢nu ulogu u prijelaznoj fazi kristalizacije u stabilniji

hidroksilapatit.

7.3. Monetit

Monetit (CaHPO,) (Back, Mandarino, 2008) kristalizira u triklinskom sustavu, bezvodan je i
analogan brushitu. Prvi puta je u obliku bubreinog kamenca zabiljezen 1974. godine.
Kristalizira pri vrlo niskim pH vrijednostima urina (4,13-5,08), koji je prirodno puferiran i
ima visoku koncentraciju otopljenih tvari. Analizirani monetit u kamencima obi¢no je
laminirani, sivo smedi, sitnozrnati materijal u asocijaciji sa oksalatima i apatitom. Moze

dolaziti i u asocijaciji s brushitom (Gibson, 1974).

7.4. Whitlockit

Whitlockit (CagMg(POsOH)(PO4)s) (Back, Mandarino, 2008) se najrjede nalazi u urinarnom
traktu, a naj¢es¢e kao kamenac u prostati. Whitlockit je kalcijski fosfat s malim udjelom
magnezija koji se najrjede od svih nalazi u bubreznim kamencima. Kristalizira u kiseloj
sredini, a javlja se u obliku malih kristala na povrSinama kamenaca od struvita i apatita.
Whitlockit je nestabilan u urinarnom traktu i umjesto njega bi trebao precipitirati apatit.

Medutim, whitlockit je u prirodi stabiliziran malim udjelom magnezija i cinka, Sto se
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najvjerojatnije isto dogada u ljudskom tijelu. Male koli¢ine whitlockita katkada se mogu
nadi u obliku korica na kamencima od struvita. Cisti whitlockit gotovo je jedini sastojak
kamenaca koji se nalaze u prostati, gdje se ujedno i nalaze najvise koncentracije cinka u
ljudskom tijelu. Whitlockit u kamencima ¢esto moZe imati PO, skupinu zamjenjenu sa

COs0H, kao i kod apatita (Gibson, 1974).
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8. MAGNEZIJSKI FOSFATI

Magnezijski fosfati su vazni indikatori infekcija u urinarnom traktu. U mnogo slucajeva
precipitacija minerala moZe biti ubrzana prisutstvom infektivnih organizama (Gibson,

1974).

8.1. Struvit

Struvitni kamenci sastoje se od mjeSavine magnezija, amonija i fosfata. Struvit
(NHsMgPO,4 x 6H,0) (Back, Mandarino, 2008) kristalizira u rompskom sustavu i ima
prozirne piramidalne kristale obi¢no veli¢ine oko 1 mm. Takvi kristali mogu ispunjavati
Supljine, pukotine i pore u kamencima koji se sastoje od prasinastog apatita koji
precipitira zajedno s malim, bijelim, zaobljenim kristalima struvita. Ti kamenci ¢esto se
razvijaju u obliku grancica koje dospjevaju unutar bubrega. Kristali dolaze u obliku zrnaca
kave, i ¢esto manje mase sitnih kristala srastaju zajedno s apatitom, pa na taj na¢in mogu

ispuniti cijeli otvoreni prostor bubrega (Gibson, 1974).

Struvitni kamenci se povezuju sa kroni¢nim infekcijama urinarnog trakta. Nekoliko
mikroorganizama je odgovorno za formaciju kamenaca od struvita ukljucujuéi Proteus,
Staphylococcus, Klebsiella i Pseudomonas (MclLean et al., 1989). Takvi kamenci nastaju
kao posljedica bakterijske infekcije mokraénog sustava. Kljucni faktori ukljuceni u
stvaranje kamenaca su produkcija enzima ureaze i bakterijski egzopolisaharidi. Enzim
ureaza hidrolizira ureu, pri ¢emu nastaje amonijak i uglji¢ni dioksid. Tako stvoreni
amonijak podize pH vrijednost urina uslijed ¢ega topivi ioni magnezija i kalcija precipitiraju
te nastaju kamenci koji sadrze magnezij amonij fosfat (struvit) i kalcij fosfat (apatit).
Bakterijski egzopolisaharidi doprinose stvaranju kamenaca ubrzavanjem supersaturacije i
kristalizacije iona kalcija i magnezija elektrostatskim interakcijama te vezivanjem tih iona
za anionske grupe na njihovoj povrsini. Uzroénik koji se najc¢eSée povezuje s nastankom
stuvitnih kamenaca je bakterija Proteus mirabilis. Pretpostavljalo se da u procesu
nukleacije kristala i nastanka kamenaca klju¢nu ulogu ima sposobnost bakterija da

stvaraju biofilm, pri ¢emu bi izvanstani¢ni polisaharidni matriks biofilma promovirao
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vezivanje kristala (Vrane$ & Leskovar, 2009). Kao tre¢a mineralna komponenta infektivnih

kamenaca javlja se newberyit (McLean et al., 1989).

Prema istraZivanju morfologije i precipitacije struvita u vodenim otopinama pri 25 °Ci 37
°C i poCetnim pH vrijednostima izmedu 5,0 i 9,0 potvrdeno je da struvit prevladava pri pH
vrijednosti od 7,4, za razliku od newberyita koji je dobiven samo pri pH vrijednosti manjoj

od 6,5 (Kontrec et al., 2005).

Struvit precipitira u alkalnoj sredini zbog prisustva amonijaka te zbog slabog vezivanja s
oksalatima i kiselim kalcijskim fosfatima koji su stabilniji pri kiselijim uvjetima i sterilnom

urinu (Gibson, 1974).

Staghorn kamenci

Staghorn kamenci su razgranati kamenci koji zauzimaju veliki dio mokraénog sustava. Oni
mogu ispunjavati cijeli unutarnji otvoreni prostor bubrega. Takvi kamenci najé¢esée se
sastoje od smjese magnezij amonij fosfata ili struvita i/ili karbonatnog apatita, a nazivaju
se i infektivni kamenci zbog njihove povezanosti s infekcijama mokra¢nog sustava koje su
uzrokovane specificnim organizmima. Djelovanje tih organizama rezultira alkalnim urinom
i visokom koncentracijom amonijaka, zajedno s velikom koli¢inom fosfata i magnezija u
urinu, koji poticu kristalizaciju struvita, Sto pak dovodi do stvaranja velikih, razgranatih
kamenaca. Kulture infektivnih kamenaca dobivene iz povrSine i unutrasnjosti kamenaca
su pokazale da bakterije borave u samom kamencu, sto uzrokuje njegovu infekciju, za
razliku od kamenaca koji su kristalizirali iz drugacijih otopina ¢ija je unutrasnjost sterilna.
Jednom kada je infektivni kamenac prisutan, infekcije imaju tendenciju ponavljanja

(Preminger et al., 2005).
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8.2. Newberyit

Newberyit je kiseli fosfat (MgHPO,; x 3H,0) (Back, Mandarino, 2008), kristalizira u
rompskom sustavu, a €esto dolazi u asocijaciji sa struvitom. Povezuje se s infekcijama
pomocu bakterije Proteus mirabilis, koja je poznata po oslobadanju NH; povecavajuéi na
taj nacin pH urina. Newberyit se najceS¢e pojavljuje u obliku blijedo zelenih do bijelih
sferula na povrsini i u prostoru pora apatitno struvitnih kamenaca. Mnogi kamenci koji
sadrze ovaj tip newberyita lako se mrve, a na slomljenim unutarnjim povrSinama
pojavljuju se sferule koje mogu biti velike do 2,5 mm u promjeru, a moze se pojavljivatiiu
obliku rozeta. Newberyit se moze javiti i u obliku staklastih, zelenkastih, rompskih kristala
u obliku dijamanta. Takvi kristali su manji od 0,5 mm i nalaze se na povrSinama kamenaca
od apatita i struvita. Newberyit precipitira kao stabilni magnezijski fosfat u kiselim

uvjetima urinarnog trakta (Gibson, 1974).

8.3. Hannayit

Hannayit, (NH4),MgsH4(PO4)s x 8H,0 (Back, Mandarino, 2008), kristalizira u triklinskom
sustavu i pojavljuje se u obliku mekanih bijelih korica na kamencima u rastresitim
agregatima. Dolazi u asocijaciji s apatitom i struvitom. Formula i razne asocijacije
hannayita predstavljaju odgovor na uvjete u urinarnom traktu koji su blizu neutralne
vrijednosti. Molekularni omijeri, ali i magnezij upudéuju na to da bi malo kiseliji uvjeti bolje
odgovarali kristalizaciji. On se jako rijetko pojavljuje upravo zbog toga Sto je vrlo tesko

odrzati pH ravnotezu u ¢ovjekovom tijelu kroz duzi vremenski period (Gibson, 1974).
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9. METODE ISTRAZIVANJA

Dostupne su mnoge analiticke tehnike za analizu sastava i strukture bubreznih kamenaca,
ali ni jedna od njih ne daje sve potrebne informacije. Svi uzorci najprije su promatrani pod
lupom, zatim su snimljeni uzorci kamenaca i na pretraznom elektronskom mikroskopu. Za
analizu kamenaca u ovom diplomskom radu koristile su se i difrakcija X-zraka na prahu
(XRD) te IR-spektroskopija. XRD difrakcija i IR spektroskopija daju prihvatljive rezultate
koji se vrlo lako mogu usporedivati, a danas se upravo one smatraju referentnim
analitickim metodama za analizu bubreznih kamenaca. Svi uzorci najprije su promatrani

pod lupom kako bi se utvrdile vanjske karakteristike promatranih bubreznih kamenaca.
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9.1. Promatranje kamenaca pod lupom

Svi uzorci najprije su promatrani na lupi, pod reflektiranim svjetlom, kako bi se dobilo sto

vise informacija o morfologiji, strukturnim obiljezjima, laminaciji, radijalnoj strukturi i

odnosima pojedinih mineralnih faza kamenaca (tablica 9.1.1.).

Tablica 9.1.1. Popis uzoraka i njihove karakteristike

Oznaka
uzorka

Mineralni sastav

Boja

Velic¢ina (cm)

Morfoloske karakteristike

K1

Struvit, karbonatni
apatit, kalcij oksalat

Bijela do
Zuckasto
smeda

=5cm

Cjeloviti kamenac, Staghorn
oblik, na povrsini vidljivi
razvijeni kristali, porozan,
Supljine u unutrasnjem djelu
kamenca

0s1

Struvit, karbonatni
apatit, kalcij oksalat

Bijela do
Zuckasto
smeda

Tri fragmenta
od =0,5 cm

Na povrsini i u unutrasnjosti
vidljivi razvijeni kristali,
porozan, trusi se

0S 6

Struvit, brushit,
karbonatni apatit,
kalcij oksalat

Zuckasto
bijela

Dva fragmenta
od =0,5 cm,
jedan od =1 cm

U unutasnjem dijelu kamenca
vidljivi kristali struvita,
porozan

0s 12

Struvit, karbonatni
apatit, kalcij oksalat

Zuto-smeda

=4 cm

Cjeloviti kamenac, Staghorn
oblik, na povrsini vidljivi
razvijeni kristali struvita,

porozan

K6

Hidroksilapatit,
karbonatni apatit

Zuto-smeda,
ponegdje
bijela

Tri fragmenta
od =0,5 cm

Suplja unutragnjost s
organskom tvari, laminacija
unutar kamenca ali i na
njegovoj povrsini

0s 8

Brushit, kalcij
hidrogen fosfat
hidrat, kalcijev

oksalat

Bijela

Jedan fragment
od =0,6 cm, dva
od =0,4 cm,
Sest od =0,2 cm

Suplja unutradnjost s radijalno
rasporedenim prozirnim
kristalima brushita

0s 10

Hidroksilapatit,
struvit, karbonatni
apatit

Bijela

Tri fragmenta
od =0,3 cm,
jedan od =0,4
cm, dva od =0,2
cm

Supljine u unutra$njem djelu
kamenca u kojima su vidljivi
lijepo razvijeni kristali struvita
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9.2. Pretrazni elektronski mikroskop (SEM)

Osnove rada pretrazinog elektronskog mikroskopa sastoje se od skeniranja povrsine
ispitivanog uzorka vrlo precizno fokusiranim snopom elektrona. Uzorak se nalazi na
nosacu u komori mikroskopa, a izvor elektrona je katoda smjestena u emisijskoj komori.
SEM (pretrazni elektronski mikroskop, eng. Scanning Electron Microscope) skenira
povrsinu preparata i prilikom udarca elektrona o povrsinu uzorka, dogadaju se razni efekti
koji se koriste za dobivanje slike i provodenje analiza u SEM-u, dok se promatranjem tih
struktura stje¢e dojam dubine. Pomoéu njega moguce je odrediti morfologiju, prostorni
raspored pojedinih faza i komponenta u bubrZznim kamencima te odrediti sastav uzorka.

Takvi uredaji rade na uveéanjima od 10 do preko 500 000 puta.

Izvor elektrona je katoda smjeStena u emisijskoj komori na vrhu kolone. Elektroni se
ubrzavaju na putu izmedu katode i anode koje se nalaze pod visokim naponom, fokusiraju
se i usmjeravaju pomocéu magnetskih leéa na povrSinu uzorka. Prilikom neelasticnog
sudara elektrona iz snopa i uzorka dolazi do izbijanja elektrona iz elektronskog omotaca
atoma uzorka. Ti izbijeni elektroni nazivaju se sekundarni elektroni (SE) i najées¢e imaju
energiju manju od 50 keV. SEI detektor sluzi za prikaz povrSine uzorka u velikoj rezoluciji
pa se najvise koristi upravo za proucavanje morfologije. Prilikom sudara s atomskom
jezgrom atoma koji grade uzorak, elektron se moZe odbiti natrag. Takve elektrone
nazivamo elektroni povratnog rasprsenja ili BSE elektroni (eng. Back Scatter Electrons).
Njih detektiramo pomodéu BSE detektora povratnog rasprsenja, koji uzorak prikazuje u
nijansama sive boje koje odgovaraju gustodéi elektrona u atomima koji izgraduju uzorak.
Kemijski elementi razli¢éitog atomskog broja uzrokuju razli¢iti kontrast na detektoru
omogucujuci elementarnu kemijsku analizu materijala. BSE detektor takoder smanjuje
efekte izazvane nakupljanjem elektrona na povrsini uzorka, tzv. nabijanje pa se mogu

snimati i uzorci koji nisu elektricki vodljivi (Plodinec, 2014).

Priprema uzoraka:

Prije snimanja uzorka, potrebno ga je pripremiti. Uzorci se stave na ljepljivu elektricno
vodljivu grafitnu traku, te se prema potrebi naparuju slojem ugljika ili nekog drugog

metala da bi postali vodljivi i da bi se na taj nacin izbjeglo nakupljanje naboja na njegovoj
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povrsini (nabijanje), a time i degradacija kvalitete slike. Pripremljeni uzorak se na
posebnom nosacu stavlja u komoru mikroskopa. Kako se uzorci u mikroskopu nalaze pod
vakuumom, postoji opasnost od eksplozije plinskih mjehuriéa, prema tome uzorci moraju
biti stabilni u vakuumu te se materijali koji sadrZze vodu ne mogu ispitivati, jer se na taj

nacin mogu ostetiti i mikroskop i uzorci.

Prednosti ove metode pri karakterizaciji bubreznih kamenaca su: minimalna priprema
uzoraka za snimanje, brzi prihvat podataka i sposobnost snimanja vrlo malih detalja.
Nedostaci ove metode su sljedeéi: uzorci moraju biti ¢vrsti, stabilni i moraju stati u
mikroskopsku komoru, zatim tekudi uzorci i materijali koji sadrie vodu ne mogu se
ispitivati konvencionalnim SEM-om, a materijali koji nisu vodljivi moraju se montirati na

vodljivi nosac i napariti nanometarskim filmom metala ili ugljika.

Svi uzorci na elektronskom mikroskopu snimljeni su na GeoloSkom odsjeku Prirodoslovno-

matematickog fakulteta u Zagrebu.

9.3. Rentgenska difrakcija na prahu (XRD)

Rentgenska difrakcija na prahu (XRD) je jedna od najc¢es¢ih metoda koje se koriste u
analizi bubreznih kamenaca. Ta metoda koristi se za odredivanje strukture materijala.
Svaki materijal koji u svojoj osnovi ima kristalnu strukturu, ima to¢no odredene elemente
simetrije te strukture. To je kristalografska metoda primjenjena za kvalitativhu faznu
analizu uzoraka. Za analizu je koristen Phillips X'Pert PRO rentgenski uredaj. Snimano je

pri naponu od 40 kV i jakosti struje 40 mA. KoriStena je bakrena anoda.

Uzorke se usitni u prah u ahatnom tarioniku i stavi na nosac. Prolaskom rentgenskih zraka
kroz uzorak na nosacu, dolazi do interakcije izmedu elektrona u atomima i rentgenskih
zraka te do njihove difrakcije s mreznih ravnina. Do difrakcije rentgenskog zracenja valne
duljine A koje pada pod kutem 8 na mrezne ravnine indeksa hkl, razmaknute za iznos
medumreznog razmaka dhkl, doéi ¢ée ako je zadovoljen Braggov zakon koji glasi:

2dsinB=nA. Tijekom analize mijenjan je kut pod kojim zrake padaju na plo¢asti uzorak, a
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detektor je registrirao promjene intenziteta difraktiranog zra¢enja (Dutrow, B.L. & Clark,

C.M.).

Kao rezultat analize dobiveni su difraktogrami s odredenim difrakcijskim maksimumima,
karakteristicnima za pojedine minerale. Difrakcijski maksimumi racunalno su obradeni
X’Pert High Score Plus programom i usporedeni s podacima u bazi podataka racunala za

standardne uzorke.

9.4. IR spektroskopija

Infracrveni spektri u analizi bubreznih kamenaca imaju veliki znacaj jer omogucavaju
detekciju funkcionalnih grupa i identifikaciju pojedinih spojeva. Identifikacija nepoznatog
spoja bazira se na postojanju u spektru podrucja “otiska prsta”(eng. “finger print region”),
koje se uporeduje sa spektrom poznate molekule. Svaki organski spoj ima karakteristi¢an
spektar u oblasti otiska prsta koji ne pokazuje ni jedna druga supstanca. Apsorpcija
elektromagnetnih zracenja razlicitih valnih duZina izaziva jace vibriranje molekula, tj.
njihovo pobudivanje. Postavi li se uzorak u infracrveni spektrofotometar i izlozi
kontinuiranoj promjeni valnih duljina infracrvenog zracenja, on ¢e apsorbirati svjetlo kad
upadno zracenje bude odgovaralo energiji neke molekulske vibracije. Tipi¢ni infracrveni
spektrofotometri biljeze podrucja koja odgovaraju vibracijama istezanja i savijanja u
molekuli. BiljeZi se apsorpcija zracenja i tako dobivamo infracrveni spektar uzorka. Svaka
veza u molekuli ima svoju frekvenciju vibracije. Apsorpcijom zracenja iste frekvencije
povedava se amplituda te vibracije. Infracrveni spektar ovisi o frekvenciji vibracije i
intenzitetu propustene svjetlosti, dok apsorbirana energija infracrvenog zracenja
odredene frekvencije ovisi o strukturi i koncentraciji spoja. Infracrveno zracenje je
elektromagnetsko zradenje valnih duljina od 0,7 do 500 um. Podrucje infracrvenog

zracenja podijeljeno je na tri dijela: blisko, srednje i daleko (tablica 9.4.1.) (Popovi¢, 1999).
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Tablica 9.4.1. Podrucje infracrvenog zracenja

(1) blisko 0,7 um —2,8 um 14000 cm™ — 3600 cm™?
(I1) srednje 2,8 um — 50 pm 3600 cm™ — 200 cm™
(1) daleko 50 pm =500 pm 200 cm™ =20 cm™

U podrudju bliskog infracrvenog zracenja (1) dogadaju se elektronski prijelazi nizih energija
kao i neke promjene u vibracijskim, odnosno rotacijskim razinama molekula. Srednje
podrucje infracrvenog zracenja (ll) je ono u kojem se uglavhom nalaze vibracijsko-
rotacijske promjene veéine molekula, pa je to podrucje od posebne vaznosti. U podrucju
dalekog infracrvenog zracenja (lll) opazaju se mnoge Ciste promjene u rotacijskim
razinama u molekuli, za razliku od bliskog i srednjeg, gdje se promjene vibracijskih razina
superponiraju s promjenama u rotacijskim razinama. Uobicajeni dio spektra za IR analizu

je od 4000 do 400 cm™ (Popovi¢, 1999).

Kod FTIR-a pomoc¢u kompjutorskog programa daje se naredba za snimanje spektra.
Upadno se zradenje usmjerava se dijelom prema fiksnom, a dijelom prema pomi¢nom
zrcalu. Potom se oba snopa reflektiraju, sjedinjuju te usmjeravaju prema uzorku, a zatim
na detektor. Pomicanje pokretnog zrcala uzrokuje razliku optickog puta izmedu dvije
zrake koje interferiraju te se ponovno spajaju u jednu IR zraku. Ovako rekombinirana IR
zraka prolazi kroz ispitivni uzorak i konaéno dolazi u detektor. PoloZaj i pomicanje
pokretnog ogledala kontrolira se s He-Ne laserom ¢ime se postize velika tocnost

frekvencija (Dragcevié¢, 2010).

Upadno zracenje, koje po energiji odgovara molekulskim vibracijama, apsorbira se u
uzorku. Tako dobiveni spektar u vremenskoj domeni (interferogram) primjenom
matemati¢kog postupka Fourierove transformacije pretvara se u spektar u frekvencijskoj
domeni. Spektar se obraduje navodenjem valnog broja polozaja apsorpcije
karakteristi¢nih funkcionalnih skupina i navodenjem inteziteta apsorpcijskih maksimuma.

Polozaj apsorpcijske vrpce u infracrvenom spektru neke molekule ovisi o vise ¢imbenika.
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To su: relativne mase atoma, polarnost same molekule, jakost veze medu atomimaidr., a

moguce su i dodatne interakcije izmedu vibracija unutar iste molekule (Popovi¢, 1999).

U radu, kod analize nekih uzoraka kombinirane su obje spektroskopske metode, KBr
pastile i ATR ili priguSene totalne refleksije, no za prikaz rezultata koriSteni su podaci
dobiveni ATR metodom. FTIR spektri su dobiveni na Bruker Tensor 27, platinum ATR

spektrometru, u rasponu od 4000 — 370 cm™ (24 skenova, rezolucija 4 cmY).

Priprema KBr pastile je najjednostavnija tehnika pripreme krutog uzorka za snimanje
spektra. Uzorak (najéesée kristalan) se dobro usitni u ahatnom tarioniku, pomijesa sa
suhim kalijevim bromidom u homogenu smjesu (cca. 1%-tna) i presa u hidrauli¢koj presi u
oblik pastile. Preporucljivo je uzeti oko 1 mg uzorka na 100 mg KBr-a za supstance
molekulske tezine do 200. S porastom molekulske teZine koli¢ina se proporcionalno
povecava. Vazno je supstancu fino usitniti kako ne bi doslo do prevelikog rasipanja
zracenja. Pastila se stavi u odgovarajuci nosa¢ spektrofotometra te potom snimi spektar.
Dobiveni spektar u pravilu mora odgovarati analiziranoj supstanci. Ako ne odgovara u
potpunosti, to mozZe biti posljedica polimorfije ili promjene supstance uslijed velikog

pritiska, odnosno reakcije s kalijevim bromidom prilikom presanja.

ATR (eng. Attenuated Total Reflectance) ili prigusena totalna refleksija je spektroskopska
metoda koja se koristi za analizu povrSine materijala. Prednost ove metode je u tome $to
nije potrebna posebna priprema uzorka. ATR metoda je pogodna za ispitivanje i ¢vrstih i
tekucih uzoraka. Ovom metodom se mjere promjene koje nastaju kod totalne unutarnje
refleksije IR zrake kad zraka ulazi u kontakt s uzorkom. IR zraka je usmjerena na opticki
gust kristal visokog indeksa refrakcije pod odredenim kutem. Identifikacija je vrlo
jednostavna, za obje metode, ako referentni spektar odgovara nepoznatom materijalu
koji je pronaden. Kada tocna referenca spektra nije pronadena, da bi se odredio sastav

kamenca potrebno je odredivati jednu po jednu apsorpcijsku vrpcu (Stuart, 2004).
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10. REZULTATI

10. 1. Promatranje morfologije kamenaca pod lupom

Bubrezni kamenac K 1 (struvit)

Slika 10.1.1.a) Struvitni kamenac (Str) promatran pod lupom; b) uveéan detalj s povrsine

kamenca

Na slici 10.1.1.a vidljiv je karakteristi¢an oblik, veli¢ina i porozna unutrasnjost bubreznog
kamenca od struvita. Takoder su vidljivi prozirni kristali struvita pri ve¢em povecanju na

povrsini kamenca (slika 10.1.1.b).

Bubrezni kamenac OS 1 (struvit)

Slika 10.1.2.a) i b) Prikaz povrsSine i unutrasnjosti kamenca od struvita (Str) promatranog

pod lupom

Bubrezni kamenci prikazani na slici 10.1.2.a i b su karakteristi¢no bijelo do Zuto-smede

boje, a u unutrasnjosti su dosta porozni i truse se.
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Bubrezni kamenac Os 6 (struvit)

Slika 10.1.3.a) i b) Unutrasnjost bubreznog kamenca od struvita promatranog pod lupom

Karakteristicne bijele do Zuékaste boje, unutrasnjost kamenca nije kompaktna, ve¢ je

porozna i trusi se (slika 10.1.3.ai b).

Bubrezni kamenac Os 12 (struvit)

Slika 10.1.4.a) Kamenac od struvita (Str) promatran pod lupom; b) kristali struvita na

povrsini kamenca

Razgranat oblik (slika 10.1.4.a) karakteristiCan je za infektivne struvitne kamence, ima
poroznu unutrasnjost i trusi se. Na povrsini kamenca pri ve¢éem povecdanju mogu se vidjeti
vedi kristali struvita s bijelom fazom na njihovoj povrsini koja vjerojatno odgovara apatitu

(slika 10.1.4.b).
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Bubrezni kamenac K 6 (hidroksilapatit)

Slika 10.1.5.a) Kamenac od hidroksilapatita (Hap) promatran pod lupom; b) uvecan prikaz

povrsine kamenca s vidljivom laminacijom

Na slici 10.1.5.a vidljiva je laminarna grada karakteristi¢na za aptitne bubrezne kamence i
organska tvar prisutna u unutrasnjosti kamenca. Apatit se u bubreznim kamencima moze

javiti i kao staklasti Zuto-smedi materijal sa koncentri¢cnim laminacijama (slika 10.1.5.b).

Bubrezni kamenac OS 8 (brushit, kalcij hidrogenfosfat hidrat (OCP, oktakalcij fosfat))

Slika 10.1.6.a) Prikaz prozirnih kristala brushita (Bru) u unutrasnjem dijelu kamenca i uz

vanjski rub; b) bijeli agregati kalcij hidrogenfosfat hidrata (OCP)

Na ovom uzorku vidljivi su i radijalno rasporedeni kristali brushita u unutrasnjosti (slika
10.1.6.a) i uz vanjski rub samog kamenca (slika 10.1.6.b) te bijeli praskasti agregati

oktakalcij fosfata.
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Bubrezni kamenac Os 10 (hidroksilapatit, struvit)

Slika 10.1.7.a) i b) Kamenac od hidroksilapatita (Hap) i struvita (Str) promatran pod lupom

KoriStenjem veceg povecanja na lupi vidljivi su prozirni kristali struvita u obliku sitnih
tankih Stapica u pukotini (slika 10.1.7.b) kamenca i bijeli praskasti agregati hidroksilapatita

(slika 10.1.7.ai b).
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10. 2. Rezultati pretrazne elektronske mikroskopije

Svi uzorci na elektronskom mikroskopu snimljeni su na GeoloSkom odsjeku Prirodoslovno-

matematickog fakulteta u Zagrebu.

SEM MAG: 488 x DET: BSE Detector Ll SEM MAG: 1.46 kx DET: BSE Detector

4V: 10.0 kV DATE: 05/28/14 200 um Vega ©Tescan HV: 10.0 kV DATE: 05/28/14 50 um Vega ©Tescan
VAC: HiVac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging VAC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging

Slika 10.2.1.a) i b) Kristali struvita (Str) i apatita (Ap); uzorak K 1

Na slici 10.2.1.a) vide se kristali struvita prepoznatljivog habitusa koji su okruzeni sitnim
sferulama apatita. Vidljiva poroznost na kristalima struvita moze biti posljedica djelovanja
mikroorganizama (slika 10.2.1.b). Kristali struvita su relativno veliki, oko 80 um, u odnosu

na apatitne sferule veli¢ine 1,5-2 um.
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SEM MAG: 67 x DET: SE Detector [ SE MAG: 34 X DET: SE Detector
HY: 10.0 kY DATE: 12117114 1mm Vega®Tescan Hy: 10.0 kv DATE:12117i14 200 um Vega @Tescan
VAC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging VAC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging

SEM MAG: 1.25 kxt DET: SE Detector
HY: 10.0 kY DATE: 12117114 S0 um Vega @Tescan
YAC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging

Slika 10.2.2.a) i b) Nakupine velikih kristala struvita (Str) u bakterijskom biofilmu; c)

uvecan prikaz biofilma s ekstracelularnim polisaharidima (EPS); uzorak OS 1

Na slici 10.2.2.a i b vide se kristali struvita sa svojim karakteristiénim formama, a na
veéem povecanju (slika 10.2.2.c) dobro su vidljivi bakterijski biofilmovi i ekstracelularni

polisaharidi (EPS).
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BEM MAG 1.09 kx DET: BSE Detector - R SEMMAG. 212 ke DET: BSE Detector
HY, 100 DATE 020315 50 ym VegaOTescan HY. 100K DATE: 020315 5uym Vega DTescan
VAC MVt Device: TS5136Mm Digtal Microscogy Imaging VAC: Mivac Deévice: TS51 J6mMM Digaai Mictoscopy knaging

SEM MAG. 5 DET. BEE Detector R e bl)
MV 1008y DATE 020315 10um Vega @Tescan
VAC: HVac Dovice: TES136MM Digital Microscopy imaging

Slika 10.2.3.a) i b) Prikaz.ekstracelulernih polisaharida (EPS) u obliku nitastih cjevcica u

biofilmu; c) prikaz apatitne faze (Ap) u obliku sitnih sferula; uzorak OS 1

Na slici 10.2.3.a i b vidljiv je uvecani dio biofilma koji predstavlja zajednicu
mikroorganizama koji su ireverzibilno povezani sa povrSinom. Takav matriks moze
»zarobiti“ i druge mikrobe i ne-celularni materijal poput minerala, kristala. Na slici
10.2.3.b vidi se apatit u obliku sferula veli¢ine 1-2 um koji u takvom obliku ¢esto dolazi u

asocijaciji sa struvitnim, tj.infektivnim kamencima.
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SEM MAG: 53 % SEM MAG: 337 x DET: BSE Detector
HY. 10.0 kv DATE: 01407115 1 mm Vega ®@Tescan HV: 10.0 kY DATE: 01507115 200um Vega @Tescan
VAC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging  VAC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging

Slika 10.2.4.a) i b) Nakupine velikih kristala struvita (Str) i sitnih sferula apatita (Ap);
uzorak OS 6

Na slici 10.2.4.a i b vidljiva je prisutnost tri razli¢ite mineralne komponente: karakteristi¢ni
kristali struvita, apatitna komponenta i kristal brushita (Bru) oznacen strelicom na slici
10.2.4.b, koji se nalazi na kristalu struvita. Vidljiva je i poroznost na pojedinim kristalima

struvita.

N

¥ & = 3 -5

SEM MAG: 372 x DET: BSE Detector SEM MAG: 1.67 kit DET: BSE Detector

HY: 10,0 kY DATE: 01/07/15 100 um Vega @Tescan HV: 100KV DATE: 01/07/15 20 um Vega ®Tescan
VAC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging  VAC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging

Slika 10.2.5.a) Uveéan prikaz kristala struvita (Str), brushita (Bru) i apatita (Ap); b) uvecani

prikaz kristala brushita; uzorak OS 6
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Na slici 10.2.5.a) vidljivi su karakteristi¢ni kristali struvita i brushita koji se nalaze u

asocijaciji s apatitnom u obliku sitnih sferula; b) uoceni su radijalno rasporedeni kristali

brushita u vidu sitnih, tankih dlacica.

SEM MAG: 2.17 kx DET: BSE Detectr ] SEM MAG: 9.90 kx  DET: BSE Detector Ll
HV: 10.0 kV DATE: 02/10/15 50 um Vega ©Tescan HV: 10.0 kV DATE: 02/10/15 10 um Vega ©Tescan
VAC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging VAC: HiVac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging

FEENNAG %17k DET BESE Detochor
w100 DATE 02110145 10 um Vopa OTescar
S VAL Deve TS5136Mm Doprtal Mctoacopy maging

Slika 10. 2.6.a) Prikaz kristala brushita (Bru); b) uveéan prikaz brushita na povrsini struvita

(Str); c) uvecan prikaz sitnih sferula apatita (Ap); OS 6

Na slici 10.2.6.a) vidljivi su veliki kristali struvita s lijepo razvijenim formama, na pojedinim

plohama vide se pukotine. Na slici 10.2.6.b) vidljivi su kristali brushita s karakeristi¢nim
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kristalima u obliku iglica ili dlacica, na plohi struvitnog kamenca. Na slici 10.2.6.c) vidljive
su sitne sferule apatita veli¢ine 1-2 um koje se nalaze na obje mineralne komponente, na

struvitu i na brushitu.

R
nedy

£ P . : ’ Ny N B ) A3 . 4 g
SEM MAG: 1. DET: SE Detector SEM MAG: 426 x DET: SE Detector S I |
HY: 5.!3 Ky DAT_E: 1211714 20um i < Vega ©Tesr:an HY: 5.0k DATE: 12117114 100 um ega @Tescan
VAC: HiVac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging  vaC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging

Slika 10.2.7.a) i b) Nakupine bakterija vidljive na povrsini kamenca gradenog od

hidroksilapatita (Hap); uzorak K 6

Na slici 10.2.7.a i b vide se nakupine sferi¢nih bakterija promjera 2 um koje se na povrsini

kamenca od apatita nakupljaju u obliku lanaca.
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SEM MAG: 1.41 kx DET: BSE Detector SEM MAG: 1.41 ki DET: BSE Detector Lok
HV: 10.0 kV DATE: 02/10/15 100 um Vega ©Tescan Hy: 10.0 kv DATE: 0211015 50 um Vega @Tescan
VAC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging VAC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging

Slika 10.2.8.a) i b) Kristali brushita (Bru) i sitne sferule oko samih kristala (OCP-oktakalcij
fosfat); uzorak OS 8

Vidljivi su plocasti, monoklinski kristali brushita veli¢éine 50 um i sitne sferule oktakalcij
fosfata (slika 10.2.8.a i b) koje ih okruzuju, a na slici 10.2.9.a i b su vidljivi Stapicasti

monoklinski kristali brushita.

4 7 AR SR - - :

SEM MAG: 199 x DET: BSE Detector SEM MAG: 1.51 kx DET: BSE Detector

HY: 10.0 kv DATE: 0211015 200 um Vega @Tescan HY: 10.0kY DATE: 0211015 20um Vega @Tescan
VAC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging  YAC: HiVac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging

Slika 10.2.9.a i b Kristali brushita (Bru),uzorak OS 8
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‘o,

SEM MAG: 493 X DE: BSE Detector ; € ) SEM MAG: 1.92 ki DET: BSE Detector
4. 10.0 kY DATE: 0211015 100 um Vega@Tescan HY: 10.0 kY DATE: 02110115 20um Vega @Tescan
JAC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging  YAC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging

Slika 10.2.10.a) Prikaz kristala struvita (Str) i druge mineralne komponente-apatita (Ap); b)
uvecan prikaz apatitne komponente; uzorak OS 10

Na slici 10.2.10.a vidi se kristal struvita u apatitnoj osnovi, a na slici 10.2.10.b uvecéan

prikaz apatita u obliku Supljikavih korica.

P ™ 3 2 TR e T wr S
AG: 1.63 ke DET: BSE Detector SEM MAG: 1.43 kt DE E Detector

Hv: 100 kv DATE: 0211015 20um Yega @Tescan HY: 10.0 kv DATE: 0211015 50 um Vega @Tescan
VAC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging VAC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging

Slika 10.2.11.a) i b) Prikaz kristala struvita (Str) i hidroksilapatita (Hap); uzorak OS 10

Na slici 10.2.11.a) i b) vidljivi su veliki kristali struvita s lijepo razvijenim formama i

izrazenim pukotinama te apatit u obliku sferula u asocijaciji sa struvitom.
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10. 3. Rezultati XRD analize

Svi uzorci snimljeni su rentgenskom difrakcijom na prahu (XRD metodom) na GeoloSkom

odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu.

Rezultati dobiveni XRD analizom za uzorak K 1 prikazani su u tablici 10.3.1. (detaljniji

podaci XRD analize su u prilogu 1).

K1

Relativni intenziteti

[m]
o

9 \

u]

il

JW\J N WMWN fWMWWM

O Struvit NHsMgPO4 x 6H,0

10

20

Pozicija [*2Theta]

50 60

Slika 10.3.1. Difraktogram praha uzorka K 1

Dobiveni difraktogram uzorka K 1 (slika 10.3.1.) analiziran je pomodéu programa X’Pert

High Score Plus te svi analizirani relativni intenziteti odgovaraju struvitu.

Tablica 10.3.1. Rezultati XRD analize za uzorak K 1 dobiveni pomocu programa X’Pert High

Score Plus.

Broj kartice

Ime minerala

Kemijska formula

00-015-0762

Struvit

NH;sMgPO,4 x 6H,0
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Rezultati dobiveni XRD analizom za uzorak OS 1 prikazani su u tablici 10.3.2. (detaljniji

podaci XRD analize su u prilogu 2).

0s1

Relativni intenziteti

O Struvit MgNH.PO4x6H,0

IlllllllllllllllIIIIIIIlllllIllllll’llllllllllllllllllIlllll

10

30

40 50 60

Pozicija [*2Theta]

Slika 10.3.2. Difraktogram praha uzorka OS 1

Dobiveni difraktogram uzorka OS 1 (slika 10.3.2.) analiziran je pomoc¢u programa X’Pert

High Score Plus te svi analizirani relativni intenziteti odgovaraju struvitu.

Tablica 10.3.2. Rezultati XRD analize za uzorak OS 1 dobiveni pomoc¢u programa X’Pert

High Score Plus.

Broj kartice

Ime minerala

Kemijska formula

01-077-2303

Struvit

MgNH4PO,4 x 6H,0
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Rezultati dobiveni XRD analizom za uzorak OS 6 prikazani su u tablici 10.3.3. (detaljniji

podaci XRD analize su u prilogu 3).

0S6 1]

O Struvit MgNH,PO.x6H,0

Relativni intenziteti

n]

10 20 30 40 50 60

Pozicija [*2Theta]

Slika 10.3.3. Difraktogram praha uzorka OS 6

Dobiveni difraktogram uzorka OS 6 (slika 10.3.3.) analiziran je pomocu programa X’Pert

High Score Plus te svi analizirani relativni intenziteti odgovaraju struvitu.

Tablica 10.3.3. Rezultati XRD analize za uzorak OS 6 dobiveni pomocu programa X’Pert

High Score Plus.
Broj kartice Ime minerala Kemijska formula
01-071-2089 Struvit MgNH,4PO,4 x 6H,0
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Rezultati dobiveni XRD analizom za uzorak OS 12 prikazani su u tablici 10.3.4. (detaljniji

podaci XRD analize su u prilogu 4).

0S 12 o L [

O Struvit MgNH.PO. x 6H.0

Relativni intenziteti

a

e I MWL/\M/L /\NW\/

L | L | L L L L | L L | L L L L | L L L L | LI
10 20 30
Pozicija [*2Theta]

Slika 10.3.4. Difraktogram praha uzorka OS 12

Dobiveni difraktogram uzorka OS 10 (slika 10.3.4.) analiziran je pomoc¢u programa X’Pert

High Score Plus te analizirani relativni intenziteti odgovaraju struvitu.

Tablica 10.3.4. Rezultati XRD analize za uzorak OS 12 dobiveni pomoc¢u programa X’Pert

High Score Plus.
Broj kartice Ime minerala Kemijska formula
01-077-2303 Struvit MgNH4PO,4 x 6H,0
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Rezultati dobiveni XRD analizom za uzorak K 6 prikazani su u tablici 10.3.5. (detaljniji

podaci XRD analize su u prilogu 5).

K6

o Hidroksilapatit

Ca10(OH)2(PO4)e

Relativni intenziteti

|||||||||||||l||>|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

10 20 30 40 50 60

Pozicija [*2Theta]

Slika 10.3.5. Difraktogram praha uzorka K 6

Dobiveni difraktogram uzorka K 6 (slika 10.3.5.) analiziran je pomodéu programa X’Pert

High Score Plus te svi analizirani relativni intenziteti odgovaraju hidroksilapatitu.

Tablica 10.3.5. Rezultati XRD analize za uzorak K 6 dobiveni pomocu programa X’Pert High

Score Plus.
Broj kartice Ime minerala Kemijska formula
00-001-1008 Hidroksilapatit Ca,,(OH),(PO,),
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Rezultati dobiveni XRD analizom za uzorak OS 8 prikazani su u tablici 10.3.6. (detaljniji

podaci XRD analize su u prilogu 6).

0S8 [
e Kalcij hidrogenfosfat hidrat

A Brushit CaPO,(OH)x2H,0

A Brushit CaHPO,X2(H,0)

Relativni intenziteti

] 2

| :
<
g wu& ‘&JL ‘W"”’ \'@”»:w:.ﬂ oA ik “'~ : /‘W‘ esch

LA L L L L L L T LI B B L
10 20 30 4 50 60

Pozicija [*2Theta]
Slika 10.3.6. Difraktogram praha uzorka OS 8

Dobiveni difraktogram uzorka OS 8 (slika 10.3.6.) analiziran je pomoc¢u programa X’Pert
High Score Plus te analizirani relativni intenziteti odgovaraju brushitu i kalcij

hidrogenfosfat hidratu.

Tablica 10.3.6. Rezultati XRD analize za uzorak OS 8 dobiveni pomoéu programa X’Pert

High Score Plus.

Broj kartice Ime minerala Kemijska formula
01-072-1240 Brushit CaHPO, x 2(H,0)
00-009-0077 Brushit CaPOS(OH) x2H,0
00-026-1056 Kalel) hi:i;iiinfos‘cat Ca,H,(PO,), X 5H,0
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Rezultati dobiveni XRD analizom za uzorak OS 10 prikazani su u tablici 10.3.7. (detaljniji

podaci XRD analize su u prilogu 7).

0S 10 [i]

o Hidroksilapatit ca,,(0H),(P0,)
O Struvit MgNH.PO4 x 6H,0

Relativni intenziteti

II1II|IIIIIIIII|IIIIIIIII|I4IIIIII!|IIIIIIIII||IIIIIIII|IIII

10 20 30 40 50 60
Pozicija [*2Theta]

Slika 10.3.7. Difraktogram praha uzorka OS 10

Dobiveni difraktogram uzorka OS 10 (slika 10.3.7.) analiziran je pomoc¢u programa X’Pert

High Score Plus te analizirani relativni intenziteti odgovaraju hidroksilapatitu i struvitu.

Tablica 10.3.7. Rezultati XRD analize za uzorak OS 10 dobiveni pomocu programa X’Pert

High Score Plus.
Broj kartice Ime minerala Kemijska formula
00-001-1008 Hidroksilapatit Ca,,(OH),(PO,),
00-003-0240 Struvit MgNH4PO,4 x 6H,0
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10. 4. Rezultati analize IR spektroskopijom

Svi uzorci snimljeni su FTIR spektroskopijom na GeoloSkom odsjeku Prirodoslovno-

matematickog fakulteta u Zagrebu.

0.88 0.92 0.96 1.00
| | |

0.84
|

3178.34
291077 —
1651.66

— 1001.11
873.31 ——

I
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1

Slika 10.4.1. FTIR spektar bubreznog kamenca K 1, snimljen ATR metodom pri sobnim
uvjetima. Na osi apscisa prikazan je valni broj (cm™), a na ordinati relativni intenzitet

transmisije.

Asignacijom FTIR spektra bubreznog kamenca K 1 (slika 10.4.1.) uo¢ene su karakteristi¢ne

vibracijske vrpce pojedinih funkcionalnih skupina.

IR (ATR), ¥max / cm™’: 3178 (istezanje O—H skupine), 2349 (asimetri¢no istezanje C=0 iz
zraka), 1651, 1432 (istezanje CO5> skupine), 1001 (istezanje PO,> skupine), 873 (istezanje
HPO,” skupine), 755 (C—C istezanje), 564 (istezanje PO,> skupine).

Apsorpcija se javlja pri 3466, 3178 i 2910 cm™ zbog O-H i N-H vibracija istezanja
(Moenke, 1974). Pikovi oko 2349 cm™ posljedica su istezanja CO, iz zraka (zbog
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atmosferskog utjecaja prilikom pripreme ili snimanja uzorka). Pikovi izmedu 2178 i 1981
cm™ s jako slabim intenzitetima pripadaju Sumu koji se &esto javlja zbog netistoca
prisutnih u zraku ili zbog gregke instrumenta. Slabi intenzitet na 1651 cm™ i nesto jadi
intenzitet na 1432 cm™ dolaze od istezanja COs” skupine (Shafaa & Azooz, 2007). Jak
intenzitet i o$tra apsorpcijska vrpca na 1001 cm™ upucuju na istezanje PO,> skupine
(S.D.Ross, 1974). Apsorpcijska vrpca slabog intenziteta na 873 cm™ (Popescu et al., 2010)
odgovara istezanju HPO,> skupine. Slabi intenzitet na 755 cm™ upucuje na C—C istezanje
kalcijevog oksalata (Gianossi et al., 2012), dok oStra apsorpcijska vrpca slabijeg intenziteta

na 564 cm™ odgovara istezanju PO, skupine (Popescu et al., 2010).
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Slika 10.4.2. FTIR spektar bubreznog kamenca OS 1, snimljen ATR metodom pri sobnim
uvjetima. Na osi apscisa prikazan je valni broj (cm™), a na ordinati relativni intenzitet

transmisije.

Asignacijom FTIR spektra bubreznog kamenca OS 1 (slika 10.4.2.) uocene su

karakteristi¢ne vibracijske vrpce pojedinih funkcionalnih skupina.

IR (ATR), ¥max / cm™: 2920 (istezanje O—H skupine), 2345 (asimetric¢no istezanje C=0 iz
zraka), 1642 (istezanje C05* skupine), 1432 (istezanje C05* skupine), 1003 (istezanje PO,>
skupine), 872 (istezanje HPO,> skupine), 757 (C-C istezanje), 563 (istezanje PO,

skupine).

Siroka apsorpcijska vrpca javlja se pri 2920 cm™ zbog O-H i N-H vibracija istezanja
(Moenke, 1974). Pik na 2345 cm™ je posljedica istezanja CO, iz zraka (zbog atmosferskog
utjecaja prilikom pripreme ili snimanja uzorka). Pikovi izmedu 2164 i 1981 cm™ s jako
slabim intenzitetima pripadaju Sumu koji se Cesto javlja zbog necistocéa prisutnih u zraku ili
zbog gredke instrumenta. Slab intenzitet na 1642 cm™ i na 1432 cm™ dolazi od istezanja

Ccos> skupine (Shafaa & Azooz, 2007). Jak intenzitet i oStra apsorpcijska vrpca na 1003
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cm™ i slaba apsorpcijska vrpca na 872 cm™ upuéuju na istezanje PO,* skupine (S.D.Ross,
1974). Slabi intenzitet na 757 cm™ upucuje na C—C istezanje kalcijevog oksalata (Gianossi
et al., 2012), dok o$tra apsorpcijska vrpca srednjeg intenziteta na 563 cm™ ukazuje na

istezanje PO,> skupine (Popescu et al., 2010).
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Slika 10.4.3. FTIR spektar bubreznog OS 6, snimljen ATR metodom pri sobnim uvjetima.

Na osi apscisa prikazan je valni broj (cm™), a na ordinati relativni intenzitet transmisije.

Asignacijom FTIR spektra bubreznog kamenca OS 6 (slika 10.4.3.) uocene su

karakteristi¢ne vibracijske vrpce pojedinih funkcionalnih skupina.

IR (ATR), ¥max / cm™: 2900 (istezanje O—H skupine), 2349 (asimetric¢no istezanje C=0 iz
zraka), 1650 (istezanje COs> skupine), 1431 (istezanje COs> skupine), 1000 (istezanje PO,>
skupine), 873 (istezanje HPO,* skupine), 767 (C-C istezanje), 565 (istezanje PO,>

skupine).
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Apsorpcijska vrpca pri 2900 cm™ javlja se zbog O—H i N-H vibracija istezanja (te dvije
vrpce se poklapaju, ali NH;" se ne vidi jer je puno slabijeg intenziteta) (Moenke, 1974). Pik
na 2349 cm™ posljedica je istezanja CO, iz zraka (zbog atmosferskog utjecaja prilikom
pripreme ili snimanja uzorka). Pikovi na 2163 i 1986 cm™ s jako slabim intenzitetima
pripadaju Sumu koji se Cesto javlja zbog necisto¢a prisutnih u zraku ili zbog greske
instrumenta. Slabi intenziteti na 1650 cm™ i 1431 cm™ dolaze od istezanja cos> skupine
(Shafaa & Azooz, 2007). Jak intenzitet i o$tra apsorpcijska vrpca na 1000 cm™ upucuju na
istezanje PO,> skupine (S.D.Ross, 1974). Apsorpcijska vrpca slabog intenziteta na 873 cm™
(Popescu et al., 2010) odgovara istezanju HPO,* skupine. Slabi intenzitet na 767 cm™
upucuje na C—C istezanje kalcijevog oksalata (Gianossi et al., 2012), dok oStra apsorpcijska
vrpca jakog intenziteta na 565 cm™? ukazuje na istezanje PO, skupine (Popescu et al.,

2010).
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Slika 10.4.4. FTIR spektar bubreznog OS 12, snimljen ATR metodom pri sobnim uvjetima.

Na osi apscisa prikazan je valni broj (cm™), a na ordinati relativni intenzitet transmisije.

Asignacijom FTIR spektra bubreznog kamenca 0OS 12 (slika 10.4.4.) uolene su

karakteristicne vibracijske vrpce pojedinih funkcionalnih skupina.

IR (ATR), Tmax / cm: 2909 (O—H istezanje), 2390 (asimetri¢no istezanje C=0 iz zraka), 1594
(istezanje CO5% skupine), 1432 (istezanje COs> skupine), 992 (istezanje PO,> skupine), 892
(istezanje HPO,” skupine), 754 (C—C istezanje), 567 (istezanje PO,> skupine).

Apsorpcijska vrpca sa pikovima od 3481 i 2909 cm™ javlja se zbog O—-H i N—H vibracija
istezanja (Moenke, 1974). Pikovi oko 2390 cm™ posljedica su istezanja CO, iz zraka (zbog
atmosferskog utjecaja prilikom pripreme ili snimanja uzorka). Pikovi na 2168-1986 cm™ sa
jako slabim intenzitetima pripadaju Sumu koji se Cesto javlja zbog necistoca prisutnih u
zraku ili zbog greske instrumenta. Slabi intenzitet na 1594 cm™ i slabi do srednji intenzitet
na 1432 cm™ ukazuju na istezanje COs* skupine (Shafaa & Azooz, 2007). Jak intenzitet i
oétra apsorpcijska vrpca na 992 cm™ upucuju na istezanje PO, skupine (S.D.Ross, 1974).

Apsorpcijska vrpca slabog intenziteta na 892 cm™ (Popescu et al., 2010) odgovara
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istezanju HPO,> skupine prisutne u uzorku. Slabi intenzitet na 754 cm™ upucuje na C—C
istezanje iz kalcijevog oksalata (Gianossi et al., 2012), dok oStra apsorpcijska vrpca jakog

intenziteta na 567 cm™ ukazuje na istezanje PO,> skupine (Popescu et al., 2010).
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Slika 10.4.5. FTIR spektar bubreznog kamenca K 6, snimljen ATR metodom pri sobnim
uvjetima. Na osi apscisa prikazan je valni broj (cm™), a na ordinati relativni intenzitet

transmisije.

Asignacijom FTIR spektra bubreznog kamenca K 6 (slika 10.4.5.) uocene su karakteristi¢ne

vibracijske vrpce pojedinih funkcionalnih skupina.

IR (ATR), Tmax / cm™*: 3276 (O—H istezanje), 2349 (asimetri¢no istezanje C=0 iz zraka), 1657

(savijanje molekule vode), 1414 (istezanje COs* skupine), 1029 (istezanje PO,>" skupine),

873 (istezanje CO5 skupine), 601 (istezanje PO, skupine), 561 (istezanje PO,* skupine).

Apsorpcijska vrpca pri 3276 cm™ javlja se zbog O—H vibracija istezanja (Moenke, 1974). Pik

na 2349 cm™ je posljedica istezanja CO, iz zraka (zbog atmosferskog utjecaja prilikom
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pripreme ili snimanja uzorka). Pikovi na 2162-1986 cm™ sa jako slabim intenzitetima
pripadaju Sumu koji se Cesto javlja zbog necistoca prisutnih u zraku ili zbog greske
instrumenta. Pik slabog intenziteta na 1657 cm™ moZe se pripisati savijanju molekule
vode (Hirsch et al., 2014). Pikovi slabih intenziteta na 1414 i 873 cm™ dolaze od istezanja
CO5> skupine (Shafaa & Azooz, 2007). Jak intenzitet i odtra apsorpcijska vrpca na 1029
cm™ upucuje na istezanje PO, skupine (S.D.Ross, 1974). Apsorpcijska vrpca slabijeg
intenziteta na 873 cm™ odgovara istezanju HPO? skupine prisutne u uzorku (Popescu et
al., 2010). Ostra apsorpcijska vrpca srednjeg intenziteta na 601 i 561 cm™ ukazuje na

istezanje PO,> skupine (Popescu et al., 2010).
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Slika 10.4.6. FTIR spektar bubreznog OS 8, snimljen ATR metodom pri sobnim uvjetima.

Na osi apscisa prikazan je valni broj (cm™), a na ordinati relativni intenzitet transmisije.

Asignacijom FTIR spektra bubreznog kamenca OS 8 (slika 10.4.6.) uocene su

karakteristi¢ne vibracijske vrpce pojedinih funkcionalnih skupina.

IR (ATR), max / cM™: 3532 (istezanje O—H skupine), 3271 (istezanje O—H skupine), 2345

(asimetri¢no istezanje C=0 iz zraka), 1649, (savijanje molekule vode), 1039 (istezanje PO,>
skupine), 988 (istezanje PO,> skupine), 873 (istezanje HPO,> skupine), 781 (C—C

istezanje), 560 (istezanje PO4> skupine), 525 (P-O savijanje).

Pojavljuje se O—H dublet na pikovima oko 3500 cm™ zbog asimetri¢nih istezanja molekula
vode koje su vezane slabim vodikovim vezama. Pikovi ispod 3300 cm? upuduju na
vibraciju istezanja O—H skupine. Pik na 2345 cm™ je posljedica istezanja CO, iz zraka (zbog
atmosferskog utjecaja prilikom pripreme ili snimanja uzorka). Pikovi na 2105 i 1986 cm™
sa jako slabim intenzitetima pripadaju Sumu koji se ¢esto javlja zbog necistoéa prisutnih u
zraku ili zbog greske instrumenta. Pik na 1645 cm™ moZe se pripisati savijanju molekule

vode (Hirsch et al., 2014). Jak intenzitet i o$tra apsorpcijska vrpca na 988 i 1039 cm™
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upucuju na asimetri¢no istezanje P-O skupine (S.D.Ross, 1974). Apsorpcijska vrpca slabog
intenziteta na 873 cm™ (Popescu et al., 2010) odgovara istezanju HPO,* skupine. Slabi
intenzitet na 781 cm™ upucuje na C—C istezanje kalcijevog oksalata (Gianossi et al., 2012),
a oStra apsorpcijska vrpca jakog intenziteta na 560 cm? ukazuje na istezanje PO, skupine
(Popescu et al., 2010). Srednje jaka apsorpcija na 525 cm™ odgovara istezanju fosfatne

skupine.
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Slika 10.4.7. FTIR spektar bubreznog OS 10, snimljen ATR metodom pri sobnim uvjetima.

Na osi apscisa prikazan je valni broj (cm™), a na ordinati relativni intenzitet transmisije.

Asignacijom FTIR spektra bubreznog kamenca OS 10 (slika 10.4.7.) uolene su

karakteristi¢ne vibracijske vrpce pojedinih funkcionalnih skupina.

IR (ATR), Tmax / cm™: 3241 (istezanje NH,'), 2911 (istezanje O—H skupine), 2322

(asimetri¢no istezanje C=0 iz zraka), 1649 (savijanje molekule vode), 1452 (istezanje CO5>
skupine), 1022 (istezanje PO,> skupine), 872 (istezanje HPO,* skupine), 561 (istezanje

PO, skupine).
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Apsorpcijska vrpca sa pikovima od 3241 do 2658 cm™ javlja se zbog O—H i N—H vibracija
istezanja (Moenke, 1974). Pikovi oko 2322 cm™ posljedica su istezanja CO, iz zraka (zbog
atmosferskog utjecaja prilikom pripreme ili snimanja uzorka). Pikovi na 2187-1980 cm™ s
jako slabim intenzitetima pripadaju Sumu koji se Cesto javlja zbog necistoca prisutnih u
zraku ili zbog greske instrumenta. Slabi intenziteti na 1657-1641 cm™ mogu se pripisati
savijanju molekule vode (Hirsch et al., 2014). Slabi intenzitet na 1452 cm™ posljedica je
istezanja CO5;” skupine (Shafaa & Azooz, 2007). Jak intenzitet i o$tra apsorpcijska vrpca na
1022 cm™ upucuju na istezanje PO, skupine (S.D.Ross, 1974). Apsorpcijska vrpca slabog
intenziteta na 872 cm™ (Popescu et al., 2010) odgovara istezanju HPO,> skupine prisutne
u uzorku, a otra apsorpcijska vrpca jakog intenziteta na 561 cm™ ukazuje na istezanje

PO,* skupine (Popescu et al., 2010).
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Tablica 10.3.8. Popis uzoraka i rezultata dobivenih koriStenjem elektronske mikroskopije

(SEM), rentgenske difrakcije na prahu (XRD) i infracrvene spektroskopije (FTIR).

Oznaka SEM XRD FTIR
uzorka
K1 Struvit, apatit Struvit Struvit, karbonatni
apatit, kalcij oksalat
0s1 Struvit, biofilm Struvit Struvit, karbonatni
apatit, kalcij oksalat
Struvit, brushit,
0s6 Struvit, brushit, apatit Struvit karbonatni apatit, kalcij
oksalat
Struvit, karbonatni
12 i !
0s — Struvit apatit, kalcij oksalat
K6 H|drok5|la'r'>at|t, Hidroksilapatit H|drok5|la'pat|t,_
bakterije karbonatni apatit
. .. . .. Brushit, kalcij
0S8 ) Brushit, kalcq . Brushit, ka'c'? hidrogenfosfat hidrat,
hidrogenfosfat hidrat | hidrogenfosfat hidrat .
kalcijev oksalat
Hidroksil . .
0S 10 | Hidroksilapatit, struvit | Hidroksilapatit, struvit idroksi apat'lt, str.uwt
karbonatni apatit

U tablici 10.3.8. nalazi se popis svih uzoraka na temelju SEM, XRD i FTIR analize, s time da
smo XRD analizom dobili podatke o prevladavajuéim mineralnim komponentama u
uzorku, a SEM i FTIR analizom dobili smo i podatke o mineralnim komponentama koje su

u uzorku koje zastupljene s manje od 5%.
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11. RASPRAVA

Svi uzorci najprije su promatrani pod svjetlosnim i elektronskim mikroskopom kako bi se
dobilo $to viSe informacija o morfologiji, strukturnim obiljezjima, laminaciji, radijalnoj
strukturi (tablica 9.1.1.) i odnosima tj. prostornom rasporedu pojedinih mineralnih faza u

bubreZnim kamencima i njihovim asocijacijama.

Slike bubreznih kamenaca sastava struvita uzoraka K 1, OS 1, OS 6 i OS 12, dobivene
promatranjem uzoraka pod lupom ukazuju na to da su sva Cetiri kamenca karakteristi¢nog
struvitnog izgleda, boje, poroznosti (slike 10.1.1., 10.1.2., 10.1.3., 10.1.4.) te da su vrlo
sli¢ni. Uzorak OS 10 koji odgovara sastavu hidroksilapatita i struvita slicnog je izgleda kao i
prethodni promatrani kamenci (slika 10.1.7.), samo je malo kompaktniji i manje porozan
zbog veceg udjela apatitne komponente. U apatitnim bubreznim kamencima, karbonatna
skupina ¢esto zamjenjuje fosfatnu, i na taj nacin tvori mineral koji je relativno slabo
kristaliziran. Postotak apatita i struvita u bubreZznim kamencima moZze varirati od Ap, do
Ap1oo, ali najéedce taj omjer ostaje izmedu Ap7o i Apso (Gibson, 1974). Sto je veéa struvitna
komponenta kamenci postaju porozniji, a kristali struvita u agregatima imaju stupicast,
ponekad i radijalni raspored. To se najbolje vidi promatranjem uzoraka bubreznih
kamenaca pod lupom. Vecina struvitnih kamenaca dosta je porozna i trusi se, Sto
potvrduje visoki udio struvitne komponente, sto smo potvrdili i rezultatima XRD analize i
IR spektroskopije. Na uzorku K 6 koji odgovara sastavu hidroksilapatita vidljiva je
laminarna grada karakteristicna za aptitne bubrezne kamence (Gibson, 1974) i organska
tvar prisutna u unutrasnjosti kamenca (slika 10.1.5.a). PovrSina uzorka prekrivena je
staklastim Zuto-smedim materijalom sa koncentri¢nim laminacijama (slika 10.1.5.b).
Promatranjem pod lupom bubreznog kamenca OS 8 koji odgovara sastavu brushita i kalcij
hidrogenfosfat hidrata (tocnije oktakalcij fosfatu (OCP), CagH,(PO4)¢ x 5H,0), vidljivi su
karakteristicni monoklinski radijalno rasporedeni Stapicéasti kristali brushita (Gibson, 1974)
u unutrasnjosti (slika 10.1.6.a) i uz vanjski rub samog kamenca (slika 10.1.6.b). Kamenci
od brushita nisu kompaktni i sadrZe brojne Supljine koje su djelomi¢no ispunjene
sferiénim Cesticama apatita (ili kod uzorka OS 8, oktakalcij fosfatom) i organske tvari

(Grases, 1998).

59



Kao metodu, kojom moZemo odrediti morfologiju i prostorni raspored pojedinih faza u
bubreZnim kamencima, a u slucaju struvitnih kamenaca vidjeti tragove biomineralizacije
uzrokovane djelovanjem bakterija koje su vezane uz urinarne infekcije, koristena je

pretrazna elektronska mikroskopija (SEM).

Na uzorku bubreznog kamenca K 1 promatranog pod elektronskim mikroskopom, vidljivi
su karakteristi¢ni kristali struvita prepoznatljivog habitusa u apatitnom matriksu (slika
10.2.1.a). Apatit se u analiziranim uzorcima nalazi ¢esto uz struvitne kamence u obliku
malih sferula koje imaju Suplju unutrasnjost (uzorci K 1, OS 6 i OS 10; slike 10.2.3.c,
10.2.6.c, 10.2.10.b). Individualne sferule apatita ve¢inom se nakupljaju u Supljinama
kamenaca. Te sferule su otprilike veli¢éine 5 um, a Cesto dolaze i u agregatima (Grases,

1998).

Vidljiva poroznost na kristalima struvita moze biti posljedica djelovanja mikroorganizama
(slika 10.2.1.b). Na temelju prethodnih spoznaja o struvitnim kamencima i SEM slika
mozZemo pretpostaviti da bakterije imaju bitnu ulogu u njihovom stvaranju. Prisutnost
pora vidljivih na povrSinama kristala struvitnih kamenaca upucuje na mogucu interakciju
kristala s urinom. Urin cirkulira, tj. prolazi kroz kristal i na taj nacin moZe povedati
apsorpciju drugih iona mokrace koji mogu stimulirati rast ili agregaciju kristala. Takoder se
moze pretpostaviti da poroznost kristala olak$ava prijanjanje bakterija i razvoj biofilma, u
kojem su bakterije okruzene egzopolisaharidima i na taj nacin stje€u otpotnost na
lijeCenje infekcija antibioticima. Biofilm predstavlja zajednicu mikroorganizama koji su
ireverzibilno povezani sa povrsinom, stvaraju ekstracelularni polimerni matriks koji sluzi
za pohranjivanje nutrijenata, a ujedno moze ,zarobiti” i druge mikrobe i ne-celularni
materijal poput minerala i kristala (slika 10.2.2.ci 10.2.3.a i b). Oni se mogu definirati i kao
visoko permeabilni vodeni kanali koji sluZze za transport nutrijenata i otpadnih produkata
kod bakterija (slika 10.2.3.b) (Prywer et al. 2012). Na slici 10.2.2.a i b vide se kristali
struvita sa svojim karakteristicnim formama, a na veéem povedanju (slika 10.2.2.c) dobro
su vidljivi bakterijski biofilmovi i ekstracelularni polisaharidi (uzorak OS 1). Na slici 10.2.3.c
vidi se apatit u obliku sferula koji u takvom obliku ¢esto dolazi u asocijaciji sa struvitnim,
tj. infektivnim kamencima. Biofilmovi se primarno sastoje od stanica mikroorganizama i
ekstracelularnih polimera, a sadrie od 50 do 90% ukupnog organskog ugljika. Kod

biofilmova postoje varijablina kemijska i fizikalna svojstva, ali primarno se sastoje od
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polisaharida. Ekstracelularni polimeri su vrlo hidratizirani jer mogu ukljucivati velike
koli¢éine vode u svoju strukturu pomodu vodikovih veza. Mogu se vezati s metalnim
ionima, dvovalentnim kationima i drugim molekulama kao Sto su lipidi i proteini.
Biofilmovi su vrlo heterogeni i sadrze mikrokolonije bakterijskih stanica koje su uvucene u
matriks od ekstracelularnih polimera. Imaju i sposobnost da pomocu ureaze hidroliziraju
ureu u urinu do amonijaka i ugljicnog dioksida. Amonijevi ioni dizu pH vrijednost, Sto
dovodi do precipitacije hidroskilapatita i struvita (Donlan, 2002). Promatrani kristali
struvita na uzorcima bubreznih kamenaca vidljivi su ununtar takvih biofilmova koji su

gradeni od bakterijskih stanica i njihovih produkata (slike 10.2.2.a,b ic, 10.2.3.ai b).

Na uzorku kamenca OS 6 pomocu SEM-a vidljivi su karakteristicni veliki kristali struvita
(slika 10.2.4.a i b) sa lijepo razvijenim formama (slika 10.2.6.a i b) u apatitnom matriksu i
dokazana je prisutnost joS jedne mineralne komponente, brushita (slike 10.2.4.b, 10.2.5.a
i b, 10.2.6.a i b). Brushit pocinje kristalizirati na taj nacin da pojedinacne iglice kristala u
pocetku rastu paralelno s povrSinom, a zatim se spajaju u snopove prilikom procesa
nukleacije i rasta. Sredisnje tocke tih snopova omogucuju laksi daljni rast individualnih
kristala, najprije u dva suprotna smjera, a zatim i u razli¢itim smjerovima tako dugo dok
daljnjim rastom cijelu dostupnu povrsinu ne ispune iglicama (slika 10.2.5.b) (Cuneyt Tas,
2006). Brushit moze kristalizirati samo u ograni¢enom rasponu pH vrijednosti, pa lijecenje
Cesto uklju¢uje promjenu pH vrijednosti urina kod takvih pacijenata. Asocijacija kisele faze
sa struvitom i bakteriama koje proizvode NH," ione moglo bi se objasniti nekom
bioloSkom aktivno$éu. Jedna od teorija je da neka vrsta bakterija stvara kiseli mikrookolis
¢ime se ubrzava reakcija produkcije amonijaka (Gibson, 1974). U takvom mikrookolisu
mogla bi poceti precipitacija kisele faze u alkalnom okolisu. Postoji i moguénost da je
brushit kristalizirao kao posljedica provodenja odredene terapije, promjenom pH

vrijednosti, tj. zakiseljavanjem urina.

Na uzorku kamenca OS 8 pomocu SEM-a vidljivi su tipiéni monoklinski kristali brushita
(slika 10.2.8.a i b) koji se pojavljuju i u obliku obliku Stapiéa (slika 10.2.9.a i b), i sitne
sferule veli¢ine otprilike 5 um (Grases, 1998) na kristalima brushita i oko njih (slika
10.2.8.a i b) koje odgovaraju kalcij hidrogenfosfat hidratu (OCP). Oktakalcij fosfat (OCP),
CagH,(P0O4)s x 5H,0, ima strukturne sli¢nosti s hidroksilapatitom (Cayo(PO4)s(OH),) te se

oba minerala u bubreznim kamencima javljaju u obliku sferula pa ih je tesko razlikovati.
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Brushit Cesto prelazi u kalcij hidrogenfosfat hidrat porastom pH vrijednosti i temperature.
Oktakalcij fosfat moZe hidrolizirati do apatita (hidroliza je inhibirana u prisutnosti
magnezija ili pirofosfata, a promovirana u prisutnosti karbonata ili fluoridnih iona) sto
ovisi o pH uvjetima, temperaturi i prisutnosti iona kalcija i fosfata (Cas(PO4)3)F) (LeGeros

etal., 1984).

Na uzorku kamenca K 6, nalaze se nakupine sfericnih bakterija i bakterijski biofilmovi
karakteristicni za infektivne kamence (slike 10.2.7.a i b) na povrsini kamenca od
hidroksilapatita. Vjerojatno se radi o Gram-pozitivnim bakterijama (jer su one otpornije
na susenje, a uzorci nisu bili prethodno konzervirani) iz roda Streptococcus. Stanice takvih
bakterija naj¢es¢e su sferi¢ne ili jajolike, promjera od 0,5 do 2,0 um. Pojavljuju se u
parovima ili lancima ukoliko rastu u tekuéem mediju (Holt, 1994). | apatitni kamenci
spadaju u tzv. infektivne kamence koji nastaju kao posljedica bakterijske infekcije
mokraénog sustava (prisutne bakterije potvrdene SEM-om na slici 10.2.7.a i b) koje
hidroliziraju ureu do amonijaka i ugljicnog dioksida, Sto dovodi do porasta pH vrijednosti
urina i taloZenja topivih iona magnezija i kalcija te na taj nacin nastaju kamenci koji sadrze

magnezij amonij fosfat (struvit) i kalcij fosfat (apatit) (Vranes & Leskovar, 2009).

Na uzorku kamenca OS 10 pomocu SEM-a vidljiv je kristal struvita u apatitnoj osnovi (slika
10.2.10.a) i uvecéani prikaz apatitne komponente u obliku Supljikavih korica (slika
10.2.11.b). Takoder su vidljivi i veliki kristali struvita s lijepo razvijenim formama i
izrazenim pukotinama te apatit u obliku sferula u asocijaciji sa struvitom (slika 10.2.11.a i
b). Te Supljinice mogu biti posljedica mikrobioloSke aktivnosti. Bakterije koje su vezane uz
infektivne struvitne i apatitne kamence cijepaju ureu do amonijaka i ugljicnog dioksida.
Zbog izbijanja plinova na povrsinu uslijed metabolickih procesa bakterija, unutrasnjost
sferule ostaje prazna. Kristali struvita su hemimorfni, tj. zbog gubitka horizontalne ravnine
simetrije, razlikuju se gornja i doljnja polovica kristala Sto se lijepo moze vidjeti na slikama

10.2.5.ai10.2.11.a.

Uzorak OS 12 je dosta vlaZan i raspada se, tj. nestabilan je u vakuumu i kao takav nije bio

pogodan za snimanje na pretraznom elektronskom mirkoskopu.

Od sedam analiziranih uzoraka bubreznih kamenaca pomoéu XRD metode, Ccetiri

difraktograma odgovaraju struvitu (slika 10.3.1.-10.3.4.), jedan hidroksilapatitu (slika
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10.3.5.), jedan je mjeSavina struvita i hidroksilapatita (slika 10.3.7.), a jedan mjeSavina
brushita i kalcij hidrogenfosfat hidrata (slika 10.3.6.). Za detaljniju analizu trebalo je
usitniti Citav uzorak u homogeni prah da bismo dobili pouzdanije rezultate analize. XRD
metoda ne pokazuje prisutnost komponenata koje su u uzorku zastupljene s manje od 5%,
a to smo potvrdili pretraznom elektoronskom mikroskopijom i FTIR spektroskopijom

(tablica 10.3.8.).

Na temelju rezultata analize FTIR spektroskopijom ustanovilo se da sva Cetiri struvitna
kamenca sadrze malu koli¢inu karbonatnog apatita (pikovi oko 1415-1420 cm™) isto kao i
kamenac od hidroksilapatita, jedan je mjeSavina struvita i apatita (iako struvit prevladava
u tim uzorcima), a jedan se sastoji od brushita i kalcij hidrogenfosfat hidrata. Na jednom
uzorku XRD metodom pronaden je samo struvit, a pomocu SEM-a je dokazana prisutnost
jo$ jedne mineralne komponente, brushita. To je joS jedan dokaz o znacaju koriStenja te

metode prilikom ovakvih istraZivanja.

IR spektri pokazuju apsorpcijske vrpce (istezanja ili savijanja) pri odredenim valnim
duljinama, predstavljaju¢i na taj nacin odredene funkcionalne skupine kao rezultat
rotacijskih i vibracijskih kretnji u molekulama. Apsorpcija i intenzitet vrpci vezan je uz
molekularni sastav i strukturu svakog sastojka u uzorku. Kod bubreinih kamenaca,
pojedina mineralna faza moze biti odredena pomocu apsorpcijskog spektra sa specifiénim

vrpcama istezanja ili savijanja.

Analizirani uzorci imaju Siroku apsorpcijsku vrpcu koja odgovara O—H vibraciji istezanja
(radi se o kristalnoj vodi) sa pikovima u rasponu od 3624 do 2600 cm™ (Moenke, 1974). S
tom vrpcom preklapa se i vrpca s N—H vibracijom istezanja koja bi trebala biti prisutna,
posto smo XRD metodom otkrili struvitnu komponentu u veéini uzoraka, ali je moguce da
se ne vidi jer je puno slabijeg intenziteta. Apsorpcijske vrpce umjerenog intenziteta s
pikovima izmedu 2341 i 2286 cm™ su posljedica istezanja CO, iz zraka (zbog atmosferskog
utjecaja prilikom pripreme ili snimanja uzorka). Kod struvitnih kamenaca, apsorpcijske
vrpce slabih intenziteta izmedu 1651-1461 cm™ su posljedica istezanja CO;% funkcionalne
skupine (Shafaa & Azooz, 2007), a dokazuju prisutnost karbonatne komponente u uzorku
koja vjerojatno pripada karbonatnom apatitu, ali ga koli¢inski ima jako malo pa ga XRD

metodom nismo identificirali. OStre apsorpcijske vrpce jakih intenziteta s pikovima od
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1029 do 873 cm™ su posljedica istezanja PO43' skupine (S.D. Ross, 1974), a dokazuju
prisutnost fosfatne komponente u uzorku. OStre apsorpcijske vrpce umjerenih intenziteta
s pikovima od 723 do 690 cm™ ukazuju na prisutnost male koli¢ine kalcijevog oksalata u
uzorku (Gianossi et al., 2012) koji ¢esto sluze kao kristalizacijska jezgra na koju se kasnije
taloze drugi minerali, u ovom slucaju fosfati. OStre apsorpcijske vrpce umjerenih
intenziteta s pikovima izmedu 671 i 525 cm™ ukazuju na istezanje PO, skupine (Popescu
et al., 2010) i dokazuju prisutnost fosfatne komponente u uzorku, ovisno o intenzitetu
(slike 10.4.1.-10.4.4.). Kod kamenca od hidroksilapatita i mjeSavini brushita i kalcij
hidrogenfosfat hidrata te hidroksilapatita i struvita, prema literaturi, apsorpcijske vrpce s
pikovima izmedu 1656 i 1632 cm™ odgovaraju istezanju molekule vode (Hirsch et al.,
2014) (slike 10.4.5.-10.4.7.). Na temelju rezultata FTIR spektroskopije vidimo da XRD
metoda nije dovoljna za detekciju malih koli¢ina odredenih mineralnih komponenti u
bubreznim kamencima. Na Cetiri uzorka od sedam analiziranih, uz struvitnu komponentu
postoje i odredene male kolic¢ine karbonatnog apatita i kalcijevog oksalata. Jedan
kamenac odgovara hidroksilapatitu, jedan mjesavini hidroksilapatita i struvita, a jedan je
kombinacija brushita i kalcij hidrogenfosfat hidrata (vidi tablicu 10.9. u prilogu 8). Kalcij
hidrogenfosfat hidrat termodinamicki je metastabilna faza i spontano prelazi u apatit. S

fizioloSkog stajalista smatra se da precipitira kao prekursor apatitu.

lako FTIR metoda ima najSiru upotrebu u rutinskoj analizi bubreinih kamenaca u
laboratorijima, pomodu njih se moze utvrditi samo prisutnost pojedinih iona i radikala bez
razlikovanja specificnih spojeva u mnogim tipovima bubreznih kamenaca i njihovim
mje$avinama. Cesto dolazi do preklapanja vrpca pojedinih funkcionalnih skupina $to
dodatno oteZava interpretaciju. Upravo zbog toga, uz FTIR metodu koristili smo i
rentgensku difrakciju na prahu koja je preciznija i zajedno sa IR spektroskopijom daje vrlo
usporedive rezultate, a morfologija pojedinih komponenti bubreznih kamenaca kao i
topografske karakteristike, kemijske promjene na njihovim povrSinama te vrlo rijetke i
slabo zastupljene faze potvrdene su zapaZanjima pomocu pretrazne elektronske
mikroskopije koja je dopunila prve informacije o izgledu, morfologiji kamenaca

promatranih pod lupom.

64



12. ZAKUUCAK

lako postoji mnogo dostupnih metoda za analizu sastava i strukture bubreZnih kamenaca,
ni jedna metoda zasebno ne daje sve potrebne informacije zbog ¢ega smo prilikom izrade
ovog rada koristili kombinaciju metoda koje nam daju odgovore na strukturna i
morfoloska obiljeZja. Analizirani su bubrezni kamenci rentgenskom difrakcijom na prahu
(XRD metodom), infracrvenom spektroskopijom (FTIR), i pretrainim elektronskim
mikroskopom (SEM). lako je XRD metoda preciznija od IR spektroskopije, njihovi se
rezultati izvrsno nadopunjuju, te potvrduju rezultate analize istrazivanja dobivenih

pomocu svjetlosnog i elektronskog mikroskopa.

Morfologija pojedinih komponenti bubreznih kamenaca kao i topografske karakteristike
te kemijske promjene na njihovim povrSinama potvrdene su zapaZanjima na SEM-u.
Kristali struvita relativno su veliki i imaju karakteristi¢ni izgled u odnosu na kristale
hidroksilapatita koji su puno manji, praskastog izgleda i dolaze u obliku korica i sitnih
sferula na povrsini bubreznih kamenaca i u njihovoj poroznoj unutrasnjosti. Struvitni
agregati sadrze velik broj bakterijskih stanica i debelih biofilmova unutar viaknastog
organskog matriksa. Pomoéu SEM-a mogu se vidjeti bakterijski biofilmovi koji se u
posljednje vrijeme uvelike istrazuju zbog njihove povezanosti s rezistencijom na
antibiotike i rekurentnim infekcijama urinarnog trakta. Definicija biofilmova se
konstantno mijenja veé duzi vremenski period upravo zbog toga Sto svako novo
istrazivanje nadograduje vec postojece znanje o njihovoj strukturi i stvaranju, izmedu

ostalog, i na struvitnim bubreznim kamencima.

XRD metodom odredena je kristalna struktura minerala, na temelju rezultata analize
difraktograma praha s odredenim difakcijskim maksimumima. Ta metoda sama po sebi
nije dovoljna jer smo na temelju rezultata dobivenih snimanjem uzoraka FTIR metodom
dokazali da u vecini analiziranih uzoraka ima pojedinih funkcionalnih skupina koje
pripadaju drugoj mineralnoj komponenti, a XRD metodom ih nismo otkrili jer su u
uzorcima zastupljene s manje od 5%. Vecina kamenaca od struvita sadrzZi i apatitnu
komponentu u veéem ili manjem postotku i mali udio kalcij oksalata koji u velikoj veéini
slu¢ajeva sluzi kao jezgra za naknadno taloZenje drugih spojeva i minerala. Kod

istraZivanja takvih kamenaca od koristi bi bila i primjena polarizacijske mikroskopije.
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Upravo zbog razliitih i promjenjivih fizikalno-kemijskih uvjeta unutar urinarnog trakta
dolazi do kristalizacije vise od jedne mineralne komponente slicnog mineralnog sastava
(npr. asocijacija fosfatnih minerala), ili moze dodi do pojave vise komponenata razli¢itog
mineralnog sastava unutar jednog kamenca (npr. asocijacija fosfatnih i oksalatnih
minerala). Svi analizirani kamenci sastoje se od vise kristalnih komponenti, odnosno vise
faza (u vecini slucajeva u uzorcima zastupljnih s manje od 5%) Sto upucuje na razlicite
fizioloske uvjete koje nastojimo Sto bolje objasniti kako bi uspjesnije odredili medicinsku

terapiju i izbjegli ponovno stvaranje kamenaca.
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Prilog 1.

Tablica 1. Podaci o kutevima difrakcije zraenja (208), mreznih ravnina razmaknutih za

iznos medumreznog razmaka (d) i relativnih intenziteta analiziranog uzorka K 1

Pozicija (20)

d-medumrezni razmak (A)

Relativni intenzitet (%)

14.4707 6.12119 7.10
15.0302 5.89459 22.89
15.8324 5.59768 100.00
16.4939 5.37462 39.75
19.3382 4.59008 5.15
20.8863 4.25321 73.63
21.4718 4.13853 56.26
25.6703 3.47039 4.42
27.0855 3.29220 18.12
29.5577 3.02223 5.67
30.2242 2.95709 16.45
30.6295 2.91887 24.97
31.9159 2.80410 48.15
33.2909 2.69136 65.70
33.6919 2.66025 19.52
35.2158 2.54854 2.54
35.7673 2.51050 5.98
37.5636 2.39448 2.36
38.3215 2.34884 4.17
40.1473 2.24614 1.97
42.4430 2.12981 2.84

Vil




44.1041 2.05338 3.49
44.9456 2.01687 7.49
46.3421 1.95929 7.78
47.3271 1.92079 3.53
50.8532 1.79557 6.61
51.9107 1.76145 4.81
52.6562 1.73826 5.19
57.9104 1.59243 3.59
59.3615 1.55692 1.08
62.6683 1.48126 1.17




Prilog 2.

Tablica 2. Podaci o kutevima difrakcije zra¢enja (268), mreznih ravnina razmaknutih za

iznos medumreznog razmaka (d) i relativnih intenziteta analiziranog uzorka OS 1

Pozicija (20) d medumrezni razmak (A) Relativni intenzitet (%)
14.4534 6.12850 7.57
15.0295 5.89485 27.48
15.7760 5.61755 76.55
16.4508 5.38861 35.77
19.3753 4.58136 4.76
20.9123 4.24798 100.00
21.5112 4.13105 49.64
25.7133 3.46468 16.51
27.1655 3.28269 29.55
29.5722 3.02078 11.51
30.2222 2.95728 21.85
30.6659 2.91549 45.78
31.9120 2.80444 87.42
33.3863 2.68389 85.62
33.7729 2.65405 39.56
35.8377 2.50573 9.23
37.6304 2.39038 4.64
38.3315 2.34825 9.92
40.0340 2.25223 8.51
42.4866 2.12773 6.42
44,1129 2.05299 8.13




45.0771 2.01129 10.26
46.4436 1.95524 17.21
47.3641 1.91937 8.68
48.7241 1.86893 15.43
49.3700 1.84598 8.98
50.9080 1.79377 15.69
51.8785 1.76247 11.95
52.7085 1.73666 13.71
54.6293 1.68005 3.52
55.6807 1.65080 3.06
57.9733 1.59085 5.62
61.3412 1.51134 3.65
62.6981 1.48063 3.10
63.9300 1.45624 291

Xl




Prilog 3.

Tablica 3. Podaci o kutevima difrakcije zradenja (26), mreznih ravnina razmaknutih za

iznos medumreznog razmaka (d) i relativnih intenziteta analiziranog uzorka OS 6

Pozicija (20)

d medumrezni razmak (A)

Relativni intenzitet (%)

14.4776 6.11832 10.66
15.0628 5.88190 26.42
15.8807 5.58074 100.00
16.5438 5.35853 39.89
19.2933 4.60065 6.29
20.9274 4.24496 97.73
21.5467 4.12432 50.10
25.0746 3.55148 3.17
25.7043 3.46588 15.38
27.1015 3.29029 25.71
29.1443 3.06415 5.98
29.6606 3.01198 10.06
30.3132 2.94861 23.46
30.7335 2.90923 36.80
31.9822 2.79844 68.42
33.3510 2.68665 84.30
33.7618 2.65490 29.92
35.2497 2.54617 4.46
35.8450 2.50524 8.35
37.6488 2.38925 4.15
38.3935 2.34460 7.46

Xl




40.1048 2.24842 4.58
41.4421 2.17891 2.45
42.4869 2.12771 5.53
44.1377 2.05189 7.79
45.0242 2.01353 8.89
46.3410 1.95933 11.43
47.3698 1.91915 6.05
48.6954 1.86997 3.07
49.3265 1.84751 4.38
50.9318 1.79299 13.60
51.9028 1.76170 8.86
52.6870 1.73732 11.32
53.5126 1.71244 4.36
54.6424 1.67968 2.80
55.4894 1.65603 1.81
57.8615 1.59366 6.48
59.4305 1.55528 2.25
61.3648 1.51081 2.32
62.5658 1.48344 2.53

Xl




Prilog 4.

Tablica 4. Podaci o kutevima difrakcije zracenja (26), mreznim ravninama razmaknutih za

iznos medumreznog razmaka (d) i relativnim intenzitetima analiziranog uzorka OS 12

Pozicija (20)

d medumrezni razmak (A)

Relativni intenzitet (%)

14.5209 6.10014 10.03
15.0372 5.89185 25.62
15.8919 5.57685 88.56
16.5398 5.35982 49.25
19.3536 4.58646 4.53
20.9387 4.24270 97.55
21.5628 4.12128 65.81
25.1028 3.54755 3.53
25.7070 3.46553 6.15
27.1699 3.28217 28.83
28.0034 3.18634 2.25
29.1639 3.06214 4.82
29.6266 3.01535 7.81
30.2079 2.95864 18.70
30.7147 2.91097 35.70
31.9718 2.79933 51.35
32.9507 2.71837 13.74
33.3386 2.68762 100.00
33.7159 2.65841 28.36
35.2496 2.54617 3.66
35.8266 2.50648 6.96

XV




37.5977 2.39238 4.40
38.3454 2.34744 7.74
39.2257 2.29676 0.60
40.0230 2.25283 2.50
41.4470 2.17866 2.06
42.5091 2.12665 4.86
43.7671 2.06840 4.25
44.1185 2.05274 7.31
45.0439 2.01269 9.94
45.7855 1.98180 4.46
46.4252 1.95598 12.81
47.3677 1.91924 4.92
48.7222 1.86900 2.67
49.3037 1.84831 2.34
50.9467 1.79250 14.62
51.9269 1.76094 6.73
52.7648 1.73494 9.04
53.4875 1.71319 2.51
54.6579 1.67924 2.84
55.5286 1.65496 1.62
57.7991 1.59523 5.60
59.4513 1.55479 2.36
61.3007 1.51224 241
62.5980 1.48399 2.89
63.8391 1.45689 1.02

XV




Prilog 5.

Tablica 5. Podaci o kutevima difrakcije zraenja (26), mreznih ravnina razmaknutih za

iznos medumreznog razmaka (d) i relativnih intenziteta analiziranog uzorka K 6

Pozicija (20)

d medumrezni razmak (A)

Relativni intenzitet (%)

10,6572 8,30149 5,57
16,9343 5,23583 3,29
26,0026 3,42679 43,44
28,5392 3,12772 9,09
32,1300 2,78590 100,00
39,6942 2,27073 11,88
46,9653 1,93474 11,29
49,7535 1,83265 15,91
53,3706 1,71525 12,87

XVI




Prilog 6.

Tablica 6. Podaci o kutevima difrakcije zraenja (268), mreznih ravnina razmaknutih za

iznos medumreznog razmaka (d) i relativnih intenziteta analiziranog uzorka OS 8

Pozicija (20)

d medumrezni razmak (A)

Relativni intenzitet (%)

4.7663 18.54039 77.03
4.8842 18.09300 41.12
9.4633 9.34596 4.93
9.8528 8.97732 5.05
11.6978 7.56520 100.00
11.8057 7.49634 50.91
14.3550 6.17029 231
16.1331 5.49401 3.00
20.9534 4.23974 32.48
22.8185 3.89725 2.14
23.4342 3.79624 6.47
24.4193 3.64528 6.61
26.0381 3.42221 11.03
27.2194 3.27630 2.36
28.0173 3.18479 5.42
29.3236 3.04582 31.87
30.5720 2.92423 18.37
31.2660 2.86089 8.26
31.9314 2.80278 13.81
33.6053 2.66690 9.35
34.1763 2.62364 18.48

XV




34.5216 2.59818 21.04
36.9286 2.43418 5.43
38.0366 2.36578 0.94
39.8254 2.26355 2.34
40.9334 2.20480 2.04
41.5636 2.17282 5.55
42.1316 2.14483 8.06
43.4921 2.08084 2.64
45.3073 2.00161 4.73
48.6338 1.87219 4.66
49.1098 1.85516 3.43
50.2655 1.81518 10.63
50.8294 1.79636 3.58
53.5401 1.71163 6.67
57.5217 1.60227 1.20
59.5617 1.55217 1.72
60.9187 1.52081 1.20
63.9745 1.45413 2.39

XVl




Prilog 7.

Tablica 7. Podaci o kutevima difrakcije zraenja (208), mreznih ravnina razmaknutih za

iznos medumreznog razmaka (d) i relativnih intenziteta analiziranog uzorka OS 10

Pozicija (20)

d medumrezni razmak (A)

Relativni intenzitet (%)

15.8386 5.59549 12.41
20.8682 4.25687 12.11
21.5004 4.13310 8.56

25.8850 3.44210 37.87
28.6985 3.11073 7.91

31.9395 2.80208 100.00
39.9500 2.25677 14.62
46.7067 1.94484 12.59
49.6007 1.83794 20.12
53.3511 1.71583 10.81

XIX




Prilog 8.

Tablica 10.9. Podaci o valnim brojevima (cm™) i karakteristi¢nim vibracijskim vrpcama

pojedinih funkcionalnih skupina u analiziranim uzorcima.

Oznaka
uzoraka

Valni brojevi (cm™) i karakteristi¢ne vibracijske
vrpce funkcionalnih skupina

Mineralni sastav

K1

3178 (istezanje O-H), 2349 (asim. istezanje C=0),
1651 (istezanje CO,>), 1432 (istezanje CO;>), 1001
(istezanje PO,”), 873 (istezanje HPO,”), 755 (C-C
istezanje), 564 (istezanje HPO,”)

Struvit (karbonatni
apatit, kalcij oksalat)

0s1

2920 (istezanje O-H), 2345 (asim. istezanje C=0),
1642 (istezanje CO5>), 1432 (istezanje CO5>), 1003
(istezanje PO,*), 872 (istezanje HPO,”), 757 (C-C
istezanje), 563 (istezanje HPO,”)

Struvit (karbonatni
apatit, kalcij oksalat)

0s 6

2900 (istezanje O-H), 2349 (asim. istezanje C=0),
1650 (istezanje CO5>), 1431 (istezanje CO5*), 1000
(istezanje PO,”), 873 (istezanje HPO,”), 767 (C-C
istezanje), 565 (istezanje HPO,”)

Struvit (brushit,
karbonatni apatit,
kalcij oksalat)

0s 12

2909 (istezanje O-H), 2390 (asim. istezanje C=0),
1549 (istezanje CO;*), 1432 (istezanje CO5>), 992
(istezanje PO,”), 892 (istezanje HPO,”), 754 (C-C
istezanje), 567 (istezanje HPO,”)

Struvit (karbonatni
apatit, kalcij oksalat)

K6

3276 (istezanje O-H), 2349 (asim. Istezanje C=0),
1657 (savijanje mol. vode), 1414 (istezanje CO%),
1029 (istezanje PO,”), 873 (istezanje CO5>), 601
(istezanje PO,”), 561 (istezanje PO,)

Hidroksilapatit,
(karbonatni apatit)

0s8

3721 (istezanje O-H), 3532 (istezanje O-H), 2345
(asim. istezanje C=0), 1649 (savijanje mol. vode),
1039 (istezanje PO,”), 988 (istezanje PO,”), 873
(istezanje HPO,>), 781 (C-C istezanje), 560 (istezanje
PO,*), 525 (P-O savijanje)

Brushit, kalcij
hidrogen fosfat
hidrat (kalcijev

oksalat)

0s 10

3241 (istezanje NH,'), 2911 (istezanje O-H), 2322
(asim. istezanje C=0), 1649 (savijanje mol. vode),
1452 (istezanje CO;Y), 1022 (istezanje PO,*), 872
(istezanje HPO,%), 561 (istezanje PO,*)

Hidroksilapatit,
struvit (karbonatni
apatit)

XX






