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Biomineralizacija je proces nastajanja slabo topljivih soli u Zivim organizmima, uz prisustvo
bioloski znacajnih makromolekula. Nastajanje biokompozita specifi¢nih fizicko-kemijskih
svojstava predlozak je za biomimeti¢ku sintezu novih funkcionalnih materijala. Kalcijev
karbonat odabran je kao model biomineralizacije zbog slozenosti sustava i makromolekula
koje u tom procesu sudjeluju.

Sustavno je istrazeno djelovanje malih organskih molekula (aminokiseline, dipeptidi i
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odredivanjem Langmuirovih konstanti adsorpcije.

Dokazano je da polarne aminokiseline utjecu na nukleaciju 1 rast, a ne samo kisele
aminokiseline. Dipeptidi imaju veéi utjecaj zbog sinergijskog djelovanja dviju funkcionalnih
skupina aminokiselina. Najve¢i utjecaj uocen je dodatkom salicilnih derivata, koji bi se mogli
koristiti kao nosaci lijekova.
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calcite surfaces was gained from Langmuir adsorption constants.
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Biomimetika je oponaSanje modela, sustava ili procesa iz prirode. Sukladno tome, nove
biokompozitne materijale moguce je sintetizirati prema modelima iz prirode, odnosno
oponasanjem biomineralizacije.' Biomineralizacija je proces kojim organizmi proizvode
¢vrsta tkiva, kao $to su kosti, zubi ili ljusture Skoljaka. Biominerali su funkcionalni organsko-
anorganski kompozitni materijali nastali pri kontroliranim uvjetima. Upravo zbog
kontroliranih uvjeta u kojima nastaju, mehanicka i1 kemijska svojstva biominerala su znatno
bolja u usporedbi s njihovim geoloskim i sintetskim analozima, Sto je primarno posljedica
interakcija organskih bioloski znacajnih molekula s povrSinom rastuceg kristala. Stoga, nije
zacudujuce $to znanstvenici ulazu veliki trud u istrazivanje biomimeticke sinteze inovativnih

funkcionalnih materijala za napredne primjene te uz minimalan utjecaj na prirodne resurse.

Kao relevantni modelni sustav za istrazivanje biomimeticke sinteze kompozitnih
materijala, odabran je kalcijev karbonat (CaCO3), ne samo zbog uloge u biomineralizaciji, ve¢
i zbog njegove §iroke i sveobuhvatne primijenjivosti.*® Poznato je da kalcijev karbonat moze
taloZiti u obliku hidratiziranih soli te u obliku polimorfa (kalcit, aragonit i vaterit). Pri
atmosferskom tlaku i temperaturi kalcit je najstabilnija modifikacija, dok su aragonit i vaterit

metastabilne faze podloZne transformaciji.

Postoji nekoliko strategija kontrole procesa mineralizacije raznih biogenih minerala,
Sto ukljucuje strukturnu, morfolosku ili konstrukcijsku kontrolu, pri ¢emu su u slucaju
biomimeticke sinteze inovativnih funkcionalnih materijala najrelevantnije kemijska 1
stericka.” Pod pojmom kemijske kontrole podrazumijeva se regulacija ionskog sastava
mineralizirajuce okoline, kao 1 prisutnost specificnih makromolekula (proteina, glikoproteina,
polisaharida 1 lipida). Analizom aminokiselina iz proteina ekstrahiranih iz tipi¢nih
biomineraliziraju¢ih vrsta, kao kamenica (Pinctada fucata), ili Petrovog uha (Haliotis
tuberculata, Haliotis laevigata, Haliotis rufescens) uocena je njihova polianionska (kisela)
priroda.®® Medutim, u proteinima ekstrahiranim specifino iz sedefastog dijela $koljke
Petrovog uha (Haliotis rufescens) uoceni su dijelovi molekula koje osim kiselih aminokiselina

sadrzavaju 1 aminokiseline s polarnim ograncima. Pretpostavka je da te aminokiseline mogu

Lara Stajner Doktorska disertacija



§1. Uvod 2

sudjelovati u stvaranju vodikovih veza s karboksilnim skupinama na povrSini kristala
kalcijeva karbonata.® U literaturi su opisana istrazivanja u kojima su koritene izolirane
topljive frakcije proteina za in vitro talozenje kalcijeva karbonata, u svrhu procjene njihovog
utjecaja na nukleaciju, rast i morfologiju kristala. 1! Medutim, sastav i sekundarna struktura
peptida izoliranih iz ljustura Skoljaka izrazito su kompleksni i nisu dobro definirani, stoga ¢e
za rasvjetljavanje uloge organske matrice na biomineralizaciju kalcijeva karbonata biti

koriSteni jednostavniji modeli relevantni za biomineralizaciju, aminokiseline.

Objavljena istrazivanja o djelovanju jednostavnih modelnih molekula, kao S§to su
aminokiseline i male organske molekule, su teSko usporediva zbog vrlo razlicitih uvjeta pod
kojima su provedena.?'® Zbog toga su sustavna istrazivanja utjecaja asparaginske kiseline
(Asp), lizina (Lys), asparagina (Asn), tirozina (Tyr), fenilalanina (Phe), serina (Ser) i alanina
(Ala), na talozenje kalcijeva karbonata pogodan odabir za istraZivanje jednostavnog modela
biomineralizacije. Pri tome su Asp, Asn, i Lys odabrani zbog razli¢itog naboja boc¢nih
ogranaka, dok se Tyr i Phe te Ser i Ala razlikuju u polarnosti molekula. Eksperimentima
spontanog taloZenja ocekuje se uociti njihov utjecaj u fazi nukleacije, vidljiv kroz mogucéu
promjenu polimorfnog sastava te morfologiju taloga.l” Istrazivanjem rasta kristala kalcita uz
dodatak kristalnog sjemena te odabranih aminokiselina bit ¢e odredeni kinetickih parametri
¢ijom analizom Ce se zakljucivati o vrsti 1 dosegu veza izmedu aminokiselina i povrSine
kristala CaCOs. Analiza ¢e biti razradena pomocu teorijskog modela predloZzenog od strane

Kubote i Mullina.181°

Mehanizam moguceg sinergijskog djelovanja nabijenih 1 polariziranih aminokiselina,
bit ¢e istrazen rastom kristala kalcita uz dodatak kristalnog sjemena te odgovarajucih
dipeptida. Tako su odabrani L-alanil-L-asparaginska kiselina (Ala-Asp), L-seril- L-
asparaginska kiselina (Ser-Asp), L-seril-L-serin (Ser-Ser), L-aspartil-L-asparaginska Kiselina
(Asp-Asp), L-glutamil-L-glutaminska kiselina (Glu-Glu). Dipeptidi Ala-Asp i Ser-Asp se
razlikuju u hidroksilnoj skupini koju Ser posjeduje, a Ala ne. Navedena razlika moze
omoguciti sinergijsko djelovanje hidroksilne skupine Ser i karboksilne skupine Asp. Istrazeni
su i homologni dipeptidi s dvije hidroksilne skupine (Ser-Ser) te dvije karboksilne skupine

razli¢itih duljina bo¢nih ogranaka (Asp-Asp i Glu-Glu).

Podrucje povrSinske kemije se u zadnje vrijeme znacajno usmjerilo na razvijanje

sustava koji mogu sluziti za kontrolirano uvodenje 1 otpustanje aktivnih farmaceutskih
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§1. Uvod 3

spojeva (API) u zivim organizmima i tkivima.?®?! Spoznaja i razumijevanje osnovnih
medudjelovanja izmedu CaCOs i1 aminokiselina, ali i dipeptida, moze se koristiti za
optimiziranje medudjelovanja aktivne tvari (lijeka) 1 nosaca za njegovu distribuciju. Unatoc
tome $to se u isporuci lijekova uglavnom koriste organske sustavi, nedavno su se anorganski
materijali poceli razmatrati kao nosaci lijekova, upravo zbog njihovih jedinstvenih svojstava
koja ih ¢ine prakti¢nim za regulaciju otpustanja (engl. drug delivery).?#% Jedan od mozda
potencijalno najpogodnijih je, i u ovoj disertaciji istrazivan, kalcit, Koji je netoksican,
biokompatibilan i biodegradabilan, ali je ujedno i izrazito kemijski aktivan prema organskim
molekulama s hidroksilnim i karboksilnim skupinama.?*?® Ranije je istrazivan utjecaj
salicilne kiseline i njenih derivata (5-amino salicilne kiseline, N-salicioil-L-asparaginske
kiseline i N-saliciloil-L-glutaminske Kkiseline na Kinetiku rasta kristalnog sjemena
romboedarskog i skalenoedarskog kalcita.?%?! Kao §to je opée poznato salicilna kiselina je
Cesto koriSten protuupalni lijek. U ovoj disertaciji su odabrani derivati salicilne kiseline s
motivom Asp tripeptida. Pri tome, prouc¢eno je djelovanje kiralnosti unutar Asp tripeptida (N-
salicioil-L-asparaginska Kiselina-L-asparaginska Kiselina-L-asparaginska kiselina, N-salicioil-
L-asparaginska kiselina-D-asparaginska Kiselina-L-asparaginska kiselina, N-salicioil-glicin-L-
asparaginska kiselina-L-asparaginska kiselina-L-asparaginska kiselina) i duljine poveznice
izmedu salicilne kiseline i tripeptida (N-salicioil-L-asparaginska Kiselina-D-asparaginska
kiselina-L-asparaginska kiselina, N-salicioil-glicin-L-asparaginska kiselina-D-asparaginska
Kiselina-L-asparaginska kiselina, N-salicioil-B-glicin-L-asparaginska Kkiselina-L-asparaginska
Kiselina-D-asparaginska kiselina, N-salicioil-y-glicin-L-asparaginska Kiselina-L-asparaginska
kiselina-D-asparaginska kiselina, N-salicioil-5-glicin-L-asparaginska kiselina-L-asparaginska
kiselina-D-asparaginska kiselina). Ova su istrazivanja provedena s ciljem optimizacije
medudjelovanja povrSine kalcita 1 aktivne tvari uslijed polarnosti i negativnog naboja Asp te

sinergijskog djelovanja hidroksidne skupine salicilne kiseline i Asp.

Za procjenu vaznosti ionotropnosti na talozenje kalcijeva karbonata, kao relevantni
modelni sustav odabran je biokompozitni materijal kalcita i gelatora male molekulske mase.
Provedena su preliminarna mjerenja, koja ¢e jo$ biti razradena. Navedeni biokompoziti se
razvijaju kao potencijalna alternativa za konvencionalne metode obnove kostanog tkiva (engl.
bone repairing).?’~° Inzenjerstvo tkiva se bavi proizvodnjom 3D strukture sli¢ne tkivu koja
simulira ekstracelularnu matricu u kojoj stanice mogu rasti. Prednost istrazenih biokompozita

je njihova tiksotropicnost, Sto uveliko olakSava njihovo koristenje u zahtjevnim sustavima.

Lara Stajner Doktorska disertacija



§ 1. Uvod 4

Naime, tiksotropi¢nost gelova omogucuje injektiranje kompozita, koji se lakse prilagodi
podrucju u koje je injektiran te se ponovno uspostavlja forma gela. Kako se hidrogelovi
uglavnom sastoje od vode (> 95 %) veoma su istrazivani kao materijali za kulturu stanica 1
stani¢nu inkapsulaciju te mogu biti injektirani tako da djeluju lokalno na specifi¢no podrucje
bez operacijskog postupka. Osim toga, kalcit unutar biokompozita moze sluziti kao kristalno
sjeme za obnavljanje kostiju zbog njegove sli¢nosti s kalcijevim fosfatima, konstituentima

kostiju.
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§ 2. Literaturni pregled 5

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Biomimetika

Razvoj modernog drustva uvelike ovisi o osmisljavanju novih naprednih materijala, ali i o
u¢inkovitom naéinu njihove priprave.’! RjeSenje bi se moglo prona¢i u prirodi. Covjek je
oduvijek pokusavao oponasati prirodu u razli¢itim podru¢jima istrazivanja i djelovanja. Tako
se razvio pristup istrazivanja pod nazivom biomimetika u kojem se koristi znanje i
razumijevanje procesa biomineralizacije za pripravu materijala Zzeljenih svojstava

(biomaterijali), kao §to su razni implantanti,® nosaci lijekova,® i sl.

Biomineralizacija® je u Sirem znacenju interdisciplinarno podruéje znanosti koje se
bavi istrazivanjem bioloSki nastalih materijala tj. biominerala. Za proucavanje
biomineralizacije potrebna su znanja iz podrucja kemije, biologije, geologije, znanosti o
materijalima i mnogih drugih znanosti. Informacije dobivene proucavanjem biomineralizacije
imaju veliki utjecaj na paleontologiju, sedimentologiju, geokemiju, oceanologiju i
biomedicinu. U uZem smislu, biomineralizacija je proces nastajanja funkcionalnih

anorgansko-organskih materijala kontroliranim bioloskim procesima u zivim organizmima.

Procesom biomineralizacija organizmi proizvode Cvrsta tkiva, kao §to su kosti, zubi ili
ljusture $koljaka, ali i neZeljene taloge u slu¢aju patoloske biomineralizacije.? Stoga, postoji
viSe razloga istraZzivanja biomineralizacije. Osim razvijanja novih materijala, jedan od vaznih
razloga istraZivanja biomineralizacije povezan je s rjeSavanjem medicinskih problema kao $to
je na primjer slu¢aj patoloske mineralizacije. Cesta pojava patoloske mineralizacije je
nastajanje kamenaca urinarnog trakta, zu¢nih kamenaca i kalcifikalcija krvnih zila. Boljim
razumijevanjem mehanizama nastajanja biominerala moguce je otkriti kako bolje lijeciti, ali i

sprijeciti nastanak kamenaca.

Kao S§to je ranije navedeno, biominerali su funkcionalni organsko-anorganski
kompozitni materijali nastali pri kontroliranim uvjetima. Upravo zbog kontroliranih uvjeta u

kojima nastaju, mehanicka i kemijska svojstva biominerala znatno su bolja u usporedbi s
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njihovim geoloSkim i sintetskim analozima, Sto je prvenstveno posljedica medudjelovanja
organskih bioloski znac¢ajnih molekula (proteina, polisaharida) s povrSinom rastuceg kristala.
Udio organskih makromolekula u navedenim biomaterijalima iznosi svega 3 do 5 % te je
opc¢enito poznato da nastaju iz vodenih otopina i pri relativno umjerenim uvjetima
temperature, tlaka i pH. Stoga, nije zacudujuce Sto znanstvenici ulazu veliki trud u
istrazivanje biomimeti¢ke sinteze inovativnih funkcionalnih materijala za napredne primjene

uz minimalan utjecaj na prirodne resurse.!:?

Za detaljnije objasnjenje procesa biomineralizacije potrebno je poblize prouciti sam
pojam biominerala.? Biominerali su anorganske soli koje taloze iz otopina kompleksnog
sastava unutar organske matrice. Otopine kompleksnog sastava, kao §to su krv, mokraca te
ekstrapalijarna otopina, imaju visoku ionsku jakost i sadrze bioloske molekule, male organske
molekule i anorganske ione. Biominerali su sastavni dio zuba, kosti, ali i patoloskih
mineraliziranih tkiva (kamenci, karijes) u covjeka i Zivotinja. Biominerali su i sastavni dio
vanjskog skeleta beskraljeznjaka, kao $to su Skoljke ili rakovi, bodlje jezinaca, ali isto tako i
biljaka. Prema sastavu, biominerali su najcesce kalcijevi karbonati, kalcijevi fosfati, kalcijevi

oksalati, kalcijevi sulfati i dr. U ovoj disertaciji odabran je kalcijev karbonat (CaCO,) kao

model anorganskog dijela biokompozitnih materijala.
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2.2. Kalcijev karbonat

Kalcijev karbonat je tesko topljiva sol ugljiéne kiseline.>* Vazan je u procesima vezanja
toksi¢nih elemenata u tragovima, diageneze i biomineralizacije. Njegove karakteristike su
netoksic¢nost i velika dostupnost, stoga nalazi veliku primjenu u industriji kao punilo i
pigment. Moze taloziti u obliku hidratiziranih soli (kalcijev karbonat monohidrat,

CaCO,-H20, Kkalcijev karbonat heksahidrat, CaCO,-6H,0, i amorfni kalcijev karbonat,
CaCO,-nH,0) ili polimorfa (kalcit, aragonit i vaterit). Pri atmosferskom tlaku i temperaturi

kalcit je najstabilnija modifikacija, dok su aragonit i vaterit metastabilne faze podlozne

transformaciji.

Kalcit je najstabilniji polimorf CaCO, i kao takav jedan od najzastupljenijih minerala u

prirodi. Najées¢e kristalizira u formi romboedra.®® Nalazi se kao biomineral kod manje

razvijenih beskraljeznjaka (evolucijski starijih vrsta).

Aragonit nalazimo u obliku biominerala kod razvijenih beskraljeznjaka. lako je
metastabilna modifikacija, aragonit je u velikim koli¢inama prisutan u sedimentu morskog

dna. U laboratoriju se dobiva pri povisenim temperaturama u formi igli¢astih kristala.>®

Vaterit je najmanje stabilna modifikacija kalcijevog karbonata. Zbog spontane
transformacije u kalcit, rijetko ga se moZe na¢i u prirodi. MoZe ga se na¢i u bioloskim
sustavima, kao sastavni dio zu¢nog kamenca te u mineralnim tkivima nekih puzeva i skoljaka
te otolitima riba. Cestice vaterita pripremljenog u laboratoriju najéesée su kuglastog oblika,
pri ¢emu svaka pojedina Cestica predstavlja agregat primarnih kristalita. lako rijetko, vaterit se

MozZe pojaviti i u obliku pravilnih samostalnih heksagonskih kristala.3*

U ovoj disertaciji prouc¢ena je promjena morfologije polimorfa kalcijeva karbonata,
osobito kalcita, nastalog pri razli¢itim eksperimentalnim uvjetima, ili uz dodatak razli¢itih
aditiva. Slike, dobivene pomocu skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM), razlicitih
polimorfa kalcijevog karbonata® prikazane su na slici 2.1, dok je smjesa kalcita i vaterita®
prikazan na slici 2.2. Kalcit kristalizira u heksagonskom sustavu i obi¢no se pojavljuje u

obliku romboedra (slika 2.1b), vaterit poprima kuglasti oblik (slika 2.2) ili rjede, oblik
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Sesterokutnih plocica (slika 2.1a) i kristalizira u heksagonskom sustavu. Aragonit kristalizira

u rompskom sustavu u obliku Stapicastih kristala i/ili agregata (slika 2.1c).

Slika 2.2. SEM slike smjese kristala kalcita i vaterita: kuglaste Cestice Su vaterit, a Cestice s ostrim
bridovima kalcit.
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U ovoj disertaciji istrazen je rast kristala kalcita.3® Stoga je posebna paznja dana

njegovoj morfologiji (slika 2.3). Najstabilnija ploha kalcita je (104) ploha, stoga je najcesce i

najizrazenija u talozima pripravljenim pri priblizno standardnim uvjetima. Medutim, pod

odredenim uvjetima moze doc¢i do izrazavanja nestabilne (001) plohe. Stabilnost ploha (104) i

(001) posljedica je razmjestaja iona na samoj povrsini kalcita. U sluc¢aju (104) plohe pozitivan

naboj kalcijevih iona (Ca2*) i negativan naboj karbonatnih skupina (CO32') Su ravnomjerno

rasporedeni po povrsini, dok je kod (001) plohe jedan naboj bilo pozitivan ili negativan, $to je

razlog njene nestabilnosti.

(104) ploha kalcita, nepolarna

+ + + + + -—--
(001) ploha kalcita, polarna (001) ploha kalcita sa stepenicom, nepolarna

Slika 2.3. Shematski prikaz povrsine kalcita (a) i povrSina (104) i (001) plohe kalcita koristene u
molekulskim modeliranjima, plavom bojom su ozna¢eni Ca** atomi, a crveno-plavo su CO,” skupine

(b).39
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2.3. Biokompozitni materijali u sustavima kalcijeva karbonata i bioloski

znacajnih molekula

Sukladno biomimeti¢kom pristupu sintetizirani su biokompozitni materijali u sustavima
kalcijeva karbonata i bioloSki znaCajnih molekula kao S§to su aminokiseline, mali peptidi,
polimeri, koji su osim anorganske komponente sadrzavali i odgovarajuc¢i udio organskih
molekula. Nekoliko je strategija kontrole procesa mineralizacije raznih biogenih minerala, $to
ukljucuje strukturnu, morfoloSku ili konstrukcijsku kontrolu, pri ¢emu su u slucaju
biomimeticke sinteze inovativnih funkcionalnih materijala najznacajnije kemijska i stericka.’
Pod pojmom kemijske kontrole podrazumijeva se regulacija ionskog sastava mineralizirajuce
okoline, kao i prisutnost specificnih makromolekula (proteina, glikoproteina, polisaharida 1
lipida). U literaturi su opisana istrazivanja djelovanja razli¢itih aditiva na kristalizaciju
biominerala. Najéesée ispitivani aditivi su kationi i anioni®®*! ili organske molekule.?0:?142
Pretpostavljeno je da na rast kristala u prirodi najvise utjecu ioni, medutim uoceno je da
organska matrica ima jako veliku ulogu u kristalizaciji i rastu kristala u zivim organizmima
iako je prisutna u malom udjelu, svega 3 do 5 %. U organskoj matrici najzastupljeniji su
proteini te se iz toga razloga, osim samih prirodnih proteina, koriste i sintetski analozi kao
modelni sustavi za ispitivanje utjecaja raznih proteina. Osim polimera, istrazen je i utjecaj

malih organskih molekula, ali i samih aminokiselina.
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2.3.1. Polimeri i gelatori male molekulske mase

U prirodi, iako prisutna u vrlo malom udjelu, organska matrica ima veliku ulogu u bioloskoj
kontroli usmjeravanja polimorfizma, orijentacije kristalnih ploha, morfologije te ugradnje u
kristale.** Organsku matricu je tesko ekstrahirati iz biominerala, pri tome se o$tecuje i
organski dio. Stoga, kvalitativan i kvantitativan sastav organske matrice nije dobro poznat.
Medutim, zna se da je organska matrica uglavnom sastavljena od proteina i polisaharida.
Glavni problem s proteinima je Sto ekstrakcijom nije moguce saCuvati pocetnu

trodimenzionalnu strukturu.

Proteini su heteropolimeri koji sadrze dvadesetak razli¢itih aminokiselina, vezanih u
jedan ili vie polipeptidnih lanaca.** Neke aminokiselina polipeptidnog lanca sadrzi kationsku
ili anionsku skupinu, stoga su proteini poliamfoliti. Ogranci aminokiselina mogu se znatno
razlikovati u polarnosti. Sastav aminokiselina u polipeptidnom lancu odreduje
trodimenzionalnu strukturu molekule proteina. Trodimenzionalna struktura je konacan
rezultat medudjelovanja izmedu segmenata unutar proteina, ali i segmenata proteina s
okolinom, naj¢es¢e vodenom otopinom. Treba naglasiti da su proteini polielektroliti s niskom
gusto¢om naboja, upravo zbog toga Sto posjeduju istovremeno i pozitivho i negativno

nabijene skupine te dijelove lanca koju su neutralni.

U slucaju beskraljeznjaka Cesto istraZzivan je sedef (engl. nacre), tj. svjetlucavi sloj
koji se nalazi u unutra$njosti Skoljaka. Sedef se sastoji od plocica aragonita koji u sebi sadrzi
organsku matricu od kiselih topljivih proteina, netopljivih B-hitinskih vlakana i ,,silk*
fibrilnog hidrogela. Addadi i suradnici®® su svojim istrazivanjima odredili sastav i strukturu
organske matrice unutar aragonitnog mineralnog dijela Periske $koljke (Atrina rigida) sto je
prikazano na slici 2.4. Pri tome, zakljuéeno je da B-hitin usmjerava kristalnu orijentaciju, dok
se kiseli proteini nalaze na povrSini hitina u podru¢ju mjesta nukleacije, tj. formiranja
aragonita. Proteini ,,silk* inhibiraju nastajanje kalcita, zbog Cega se Skoljka sastoji isklju¢ivo

od aragonita.
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Glikoproteini s
velikim udjelom Asp >3 . Ugradeni glikoproteini

s velikim udjelom Asp

"silk" fibrilni gel

Slika 2.4. Shematski prikaz demineralizirane organske matrice Skoljke Periske.*

Napravljena su i istrazivanja u kojima je odreden aminokiselinski sastav kiselih
topljivih proteina. Jedan takav primjer je napravljen na Skoljkama: kamenica (Pinctada
fucata) i vise vrsta Petrovog uha (Haliotis tuberculata, Haliotis laevigata, Haliotis
rufescens).2® U tim je sustavima utvrdena njihova polianionska priroda, s velikim udjelom
asparaginske kiseline (Asp) 1 glutaminske kiseline (Glu). Medutim, u proteinima
ekstrahiranim specificno iz sedefastog dijela Skoljke Petrovog uha (Haliotis rufescens) uoceni
su i dijelovi molekula koje osim kiselih aminokiselina sadrzavaju i aminokiseline s polarnim
ograncima te je pretpostavljeno da te aminokiseline mogu sudjelovati u stvaranju vodikovih

veza s karboksilnim skupinama na povrSini kristala CaCO3.9 Djelovanje kiselih topljivih
proteina istraZeno je i u sustavima spontanog talozenja CaCO,, pri ¢emu je uoceno mijenjanje

morfologije CaCO;, (slika 2.5).
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Slika 2.5. SEM slike CaCO, uz razli¢ite koncentracije fragmenta proteina iz $koljke Petrova uha

(Haliotis refescens): 0,4 mg mL%(c) , 0,8 mg mL*(2c), 1,6 mg mL™* (4c), 3,2 mg mL*(8c).°

U literaturi su opisana istrazivanja u kojima su koriStene izolirane topljive frakcije
proteina za in vitro taloZenje kalcijeva karbonata, u svrhu procjene njihovog utjecaja na
nukleaciju, rast i morfologiju kristala. Takoder, ¢esto su upotrebljavani i sinteticki analozi
prirodnih molekula, kojima se oponasa sastav aminokiselina i sekundarne strukture proteina,
pri ¢emu su najceS¢e koriStene poliasparaginska (pAsp) i poliglutaminska Kkiselina
(pGlu).114246 Tako je utjecaj naboja aminokiselinskih ogranaka istrazen u sustavima u kojima
su koristena poliasparaginska kiselina, poliglutaminska kiselina i polilizin (pLys) kao modelni
sustavi.*? Navedeni spojevi su polielektroliti. Polielektroliti su polimerni spojevi ¢ije skupine
pri odredenim uvjetima mogu biti elektricki nabijene.*”*® Tradicionalno se pod pojmom
polielektrolit podrazumijeva polimerni spoj koji sadrzi samo jednu vrstu poliiona ¢iji je naboj
kompenziran jednostavnim protuionima. Protuioni mogu biti kondenzirani ili slobodni.

Posebne karakteristike polielektrolita su polimerni lanac i velika gustoéa naboja.*® Utjecaj

navedenih modelnih sustava ispitan je na spontano taloZenje i kristalni rast kristala kalcita.
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Spontanim talozenjem CaCO3 u prisustvu kiselih poliaminokiselina zakljuc¢eno je da
niske koncentracije polielektrolita mijenjaju polimorfni sastav i morfologiju (slika 2.6).%°
Pokazano je da istrazivani polielektroliti stabiliziraju vaterit, a inhibiraju nukleaciju 1 rast

kalcita.

Slika 2.6. SEM slike spontano istalozenog CaCO, u sustavu ¢(Ca) = ¢(CO,) = 2,5 mmol dm3 S, —1=

12,7 uz razli¢ite koncentracije pAsp: a) 0 ppm, b) 1 ppm, ¢) 1 ppm, d) 4 ppm.*

Prilikom istrazivanja utjecaja poliaminokiselina na rast kristala uoc¢ena je promjena

mehanizma rasta.*? Pri ekvimolarnim koncentracijama reaktanata (CaCl, i Na,CO,) od 1 -10°

mol dm=3i 2,5 - 10 mol dm= dobiveno je bolje slaganje s paraboli¢kim zakonom brzine
rasta kristala, pa je zakljuceno da je u slucaju sustava bez aditiva, rast kristala odreden
reakcijama na povrSini, tj. rastom na vijcanoj dislokaciji. Dodatkom modelnih polimera,
dolazi do inhibicije brzine rasta kristala, mijenja se mehanizam te je utvrdeno da dodatak

aditiva uzrokuje rast kontroliran nukleacijom na povrsini.

Medudjelovanje CaCO, s polimerima je biomimeticki istrazivano da bi se poboljSala

kvaliteta cementa.*® Za hidrataciju cementa i procesa karbonizacije jedan od bitnih koraka je

nastajanje CaCO,. Stoga se u cement dodaju plastifikatorski (engl. plasicizer) aditivi, $to su
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uobicajeno sulfatni i karboksilatni polielektroliti. Utjecaj takvih polielektrolita ispitan je na
taloZenje CaCO,, pri ¢emu je uocena promjena polimorfnog sastava i morfologije. Prisutnost
aditiva uzrokovala je inhibiciju talozenja, $to je pripisano nespecificnoj adsorpciji na kristalni
nukleus i polielektrolitnu distribuciju naboja. Kao i ranije, uoCen je nastanak vaterita, ali i

promjena morfologije kalcita. Sulfonatni polielektroliti stabilizirali su (001) plohu kalcita.

Navedena pojava uocena je i kod taloZenja CaCO, uz prisutstvo poli(stirensulfonata)

(PSS), pri ¢emu je stabilizacija (001) plohe objasnjena medudjelovanjem sulfonatnih skupina
s Ca?" ionima na povrsini.>®>! Pri tome, nastaje dipol (slika 2.3), koji usmjerava rast kristala
tako da se formira vrlo nestabilna (001) ploha. Osim eksperimentalnih mjerenja napravljena
su i ra¢unalna istrazivanja.3® Utvrdeno je da se PSS jako veZe na (001) plohu bilo direktnim
vezanjem Kisika sulfonatne skupine s Ca?" ionima na povrsini, koji se koordinatno veze na tri
Ca?" iona, ili vezanjem kroz otopinu tako da stvara jake vodikove veze s vodom u

hidratiziranom sloju uz samo povrsinu.

Utjecaj polimera, bilo prirodnih ili sintetskih, na talozenje CaCO3z moze biti dodatno
pojaéan zbog ionotopnog efekta.” lonotropni efekt je efekt mikrozatvorenog prostora koji
omogucuje lokalno povecanje prezasi¢enosti i sa time mijenja samu kinetiku taloZenja
CaCOs. Mikrozatvoreni prostor se moze posti¢i geliranjem polimernih spojeva, ali i

formiranjem hidrogelas gelatorima male molekulske mase (LMWG).

Hidrogelovi LMWG-a se razvijaju kao potencijalna alternativa za konvencionalne
metode obnove kostanog tkiva (engl. bone repairing).2° Regenerativna medicina je
podrucje s rastué¢im interesom istraZzivanja zbog mogucénosti obnove tkiva nakon ozljeda i
bolesti. InZenjerstvo tkiva ukljucuje koriStenje biomaterijala kao modela za proizvodnju 3D
strukture sli¢ne tkivu koja simulira ekstracelularnu matricu u kojoj stanice mogu rasti. Cesto
tipicnim 2D kulturama stanice nedostaje sposobnost efektivne simulacije fizioloSke okoline.
Kako se hidrogelovi uglavnom sastoje od vode (>95 %) intenzivno su istrazivani kao
materijali za rast kultura stanica i stani¢nu inkapsulaciju te mogu biti injektirani tako da
djeluju lokalno na specifi¢no podrucje, bez operacijskog postupka. Za tu svrhu najces¢e su
istrazivani hidrogelovi na temelju prirodnih biopolimera, kao Sto su kolagen, fibrin,
hijaluronska Kkiselina, kitozan, celuloza, alginat i agaroza. Tipi¢ni nedostatak ovih

biomaterijala je da ne zadovoljavaju istovremeno sve parametre za injekcijski gel (stani¢nu
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adheziju, tjelesnu kompatibilnost i mehani¢ku c¢vrstocu), njihovo geliranje i mehanicka
svojstva se ne mogu prilagodavati S obzirom da trebaju biti koriSteni bez kemijske

modifikacije kako bi se odrzala biokompatibilnost.

Za razliku od biopolimera, LMWG sadrze nekoliko aromatskih prstenova unutar svoje
strukture 1 preferiraju formiranje hidrogela s n-m medudjelovanjima te su biokompatibilni i
mogu stvoriti hidrogel pri $irokom rasponu eksperimentalnih uvjeta.?’ Na taj je nac¢in moguée
precizno podesiti sva svojstva za postizanje optimalnih uvjeta za rast 3D stani¢nih kultura,
kao i dobra mehanicka svojstva. Kako se LMWG samoorganiziraju pomoc¢u fizikalnih
mududjelovanja, hidrogelovi mogu imati svojstvo tiksotropnosti: gel pod utjecajem
mehani¢kog djelovanja, mijesanja, postaje tekucina, dok mirovanjem ponovno nastaje gel.
Upravo zbog tiksotropnosti, LMWG su podobni za injektiranje, pri ¢emu se otopina lagano

prilagodi podruéju gdje je injektira te se potom uspostavlja forma gela.
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2.3.2. Derivati salicilne kiseline

Podru¢je povrsinske kemije se u zadnje vrijeme znacajno usmjerilo na razvijanje sustava koji
mogu sluziti za kontrolirano uvodenje i otpusStanje aktivnih farmaceutskih spojeva (API) u
zivim organizmima i tkivima.?®?! Za to je potrebno znanje i razumijevanje osnovnih
medudjelovanja izmedu aktivne tvari (lijeka) i nosaca za njegovu distribuciju. Nedavno su se
anorganski nosaci poceli razmatrati kao nosaci lijekova zbog njihovih jedinstvenih svojstava
koja ih ¢ine prakti¢nim za regulaciju otpustanja lijekova (engl. drug delivery).???® Jedan od
mozda potencijalno najpogodnijih je, i u ovoj disertaciji istrazivan, kalcit zbog svoje
netoksi¢nosti, biokompatibilnosti i biodegradacije, ali i1 izrazite afiniteta povrSine prema

organskim molekulama s hidroksilnim i karboksilnim skupinama.?4-2

U radu je istrazeno djelovanje derivata salicilne kiseline na Kinetiku rasta kristalnog
sjemena romboedarskog i skalenoedarskog kalcita.?%?! Salicilna kiselina je koriitena kao
modelna molekula protuupalnog lijeka, a istrazeno je djelovanje niza derivata: salicilne
kiseline (SA), 5-amino salicilne kiseline (5-ASA), N-salicioil-L-asparaginske kiseline (N-Sal-
Asp) i N-saliciloil-L-glutaminske kiseline (N-Sal-Glu) Ucinak navedenih derivata salicilne
kiseline proucen je na temelju analize kinetike rasta kristala, koristenjem teorijskog modela
predlozenog od strane Kubote i Mullina.?®!® Istrazivanjima su dobivene vriijednosti

Langmuirove konstante ravnoteze adsorpcije (K_j) salicilnih derivata na povrSinu
romboedarskog kalcita na temelju kineticih mjerenja rasta kristala, ali i na temelju
adsorpcijskih mjerenja (Tablica 2.1). Vrijednosti K_; dobivenih razli¢itim pristupima u vrlo su

dobrom slaganju, te je zaklju¢eno da dodatak N-Sal-Asp i N-Sal-Glu zna¢ajno povecava
inhibiciju kristalnog rasta u usporedbi sa SA i 5-ASA (K_,.(N-Sal-Asp) >> K_.(Sal))
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Tablica 2.1. Langmuirove konstante ravnoteze adsorpcije (K ,) salicilnih derivata na povrSinu

romboedarskog kalcita izratunate prema eksperimentima kinetike kristalnog rasta i adsorpcije.?

Kad / dm®mol

Kinetika kristalnog rasta Adsorpcija
SA 150+ 21 204 + 65
5-ASA 173+ 14 204 + 65
N-Sal-Glu 813+ 55 904 +139
N-Sal-Asp 1633 + 91 1723+ 198

U navedenom istrazivanju predloZen je i model vezanja N-Sal-Asp, s kalcitom, te je
utvrdeno da se veza ostvaruje preko kisikovih atoma karboksilnih skupina asparaginske
kiseline (slika 2.7). Kisikovi atomi stvaraju medudjelovanje s Ca?* ionima koji se nalaze na

stepenicama rasta CaCO,.

Slika 2.7. Medudjelovanje N-Sal-Asp s povr§inom romboedarskog kalcita.?

Molekulskim modeliranjem prouceno je i vezanje vecih salicilnih derivata i to: N-
salicioil-glicin-S-asparaginska kiselina-S-asparaginska kiselina-S-asparaginska kiselina (S-
Sal), N-salicioil-glicin-S-asparaginska kiselina-R-asparaginska  kiselina-S-asparaginska

kiselina (R-Sal). Na slici 2.8 prikazana je simulacijska éelija povrsine kalcita.>?
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9nm

Slika 2.8. Simulacijska éelija povrsine kalcita sa S-Sal i priblizno 8000 molekula vode. >

Izracunate su energije vezanja na razli¢itim udaljenostima izmedu derivata i (001) plohe na
povrsini kalcita (slika 2.9). Promjena energije s promjenom kiralnosti ukazuje da je kiralnost

aminokiselina vazna za vezanje proteina na povrsinu kalcita.
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Slika 2.9. Energetski profili za S-Sal i R-Sal uzduz (001) plohe kalcita.5?

Utvrdeno je da se R-Sal jace veze jer stvara medudjelovanje sa (001) plohom kalcita preko
sve cCetiri karboksilne skupine asparaginskih kiselina, dok S-Sal moZe uspostaviti

medudjelovanje samo sa tri, a Cetvrta je udaljenija od povrSine (slika 2.10).

Slika 2.10. Medudjelovanje R-Sal i S-Sal s (001) plohom kalcita.>
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2.3.3. Aminokiseline

Istrazivanje utjecaja aminokiselina na talozenje CaCO, je postalo veoma aktualno u

posljednje vrijeme. Veéina istrazivanja napravljena je u sustavima spontanog talozenja.?4

1653 Pri tome pracen je polimorfni sastav taloga i morfologiju, ali i ugradnju aminokiselina u

kristalnu reSetku CaCO,. Medutim, veéina istrazivanja su provodena pri razlicitim

eksperimentalinim uvjetima, S$to onemogucuje direktnu usporedbu rezultata. Osim
eksperimentalnih  mjerenja u navedenim je sustavima napravljeno i molekulsko

modeliranje.64

Utjecaj aminokiselina istrazen je i u pocetnim fazama kristalizacije CaC03.13

Zakljuceno je da je Asp jedina aminokiselina koja djeluje na sve faze. Asp potic¢e nastanak
manje stabilne modifikacije i inhibira nukleaciju kalcita. Uslijed selektivne adsorpcije, nastali
kristali su zaobljeniji, ali su i manjih dimenzija. Zakljuéeno je da je funkcionalnost bo¢nih

ogranaka aminokiselina bitna za medudjelovanje s kristaliziraju¢éim CaCO,, pri ¢emu se

pokazao najuéinkovitiji negativni naboj bo¢nog ogranka i prisutnost hidroksilne skupine.

Prijasnjim istrazivanjima zakljuceno je da dodatkom Kkiselih i nenabijenih polarnih
aminokiselina dolazi do stabilizacije vaterita, dok bazi¢ne aminokiseline imaju slabi utjecaj, a
nepolarne ne pokazuju utjecaj na promjenu polimorfnog sastava.>® Pretpostavljeno je da
aminokiseline ugradene u kristale CaCO3z mogu dodatno utjecati na njegovu transformaciju u
kalcit. Molekulskim modeliranjem pretpostavljeno je da se aminokiseline kovalentno vezu za

CaCO,. Neka istrazivanja®® su pretpostavila da se stabilizacija vaterita s Asp javlja zbog

nastanka kelata Ca?* iona sa dvije Asp preko glavne karbonatne i amidne skupine. Medutim,

dokazi za navedenu pretpostavku nisu detaljno razjaSnjeni.

Orme 1 suradnici istrazili su nacin vezanja Asp na povrSinu kalcita 1 dosli do zakljucka
da Asp utjeCe na kristalizaciju tako da se adsorbira na stepenicu rasta kristala pri tome mijenja
samu energiju stepenice.®® Dokazano je da se Asp znadajno ne veze na (104) plohu stoga se

jedino moZze vezati na stepenicu rasta.
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Borukhin i suradnici potvrdili su ugradnju aminokiselina u kristalnu strukturu, kao §to

t.1* Ugradene aminokiseline uzrokuju distorziju kristalne

su proteini ugradeni u biogeni kalci
reSetke. ZakljuCeno je da ugradnja ovisi 0 kiselosti ili bazi¢nosti te vrijednosti konstanta

disocijacija (pK,) njihovih glavnih funkcionalnih skupina, veli¢ina i fleksibilnosti molekula.

Autori su pokazali da se, ne samo Asp i Glu, ve¢ se i cistein lako ugraduje, kao posljedica

veze izmedu tiolne skupine i iona Ca?* na povrsini.

Grupa Fione C. Meldrum razvila je metodu za brzo istrazivanje utjecaja kristalizacije

CaCO, uz dodatak aminokiselina.® Zakljugili su da promjena u kristalnoj strukturi nije usko

povezana s ugradnjom, §to je uo¢eno na temelju aminokiselina koje su se ugradile, ali nisu
znacajno utjecale na morfologiju kristala. Na temelju rezultata zakljuceno je da se Asp lako
ugraduje jer karboksilna skupina (-COOH) moze zamjeniti C032’ skupinu u karbonatnoj
ravnini. Zakljuéili su da ugradnja pojedinih aminokiselina najvise ovisi 0 njihovom uklapanju
u kristalnu strukturu po svojim svojstvima, $to ne mora odgovarati promjeni morfologije
nastalih kristala. Osim toga, dopiran je kalcit s aminokiselinama zbog povecanja tvrdoce
kalcita.’® Postignuta je veoma velika ugradnja Asp i Gly u kalcitne kristale. Ugradnja je
potvrdena s difrakcijom sinhotronskog zracenja rentgenskih zraka na polikristalnom uzorku
(PXRD).

Osim istrazivanja na spontanom talozenju napravljena su i istrazivanja na kristalnom
rastu kalcita.>” Prouden je utjecaj utjecaj Asp i Gly i njihovih peptida pri pH 8,3. Za obradu

eksperimentalinh podataka testirano je viSe modela adsorpcijskih izotermi 1 to:

e Langmuirova

KC
= 1
1+ KC @)
e Langmuir-Freundlichova
0 KC @)
1+ KC"
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e Flory-Hugginsova

T
E_K(1 0) 3)

gdje 4 predstavlja parcijalnu prekrivenost, K konstanta afiniteta, C koncentraciju aditiva, n
Langmuir-Freundlichovu konstantu, a j Flory-Hugginsovu konstantu. Iz izraunatih konstanti

odredena je Gibbsova energija adsorpcije (AG,,.) prema formuli:
AG,,, =—RT InK (4)

pri éemu je R plinska konstanta (8,314 J mol* K1), a T temperatura (298 K).

Navedena istrazivanja se teSko usporeduju zbog razli¢itih uvjeta sinteze. Stoga su u
ovoj disertaciji sustavno prouceni utjecaji aminokiselina na taloZenje kalcijeva karbonata.

Utjecaj kiselih aminokiselina na talozenje CaCO, je Cesto istrazivan, za razliku od polarnosti.
Ovisno o tome, molekule mogu uspostaviti vodikove veze s povrSinom kalcita preko CO32'

skupina.
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§ 3. TEORIJSKA OSNOVICA

3.1. Procesi taloZenja

TaloZenje je pojam koji obuhvaca procese nastajanja nove faze iz nekog homogenog
sustava, dok se u uzem smislu pod pojmom talozenja podrazumijeva nastajanje ¢vrste faze iz
vodenih, najceS¢e elektrolitnih otopina. Kristalizacija je uobiCajeniji izraz za talozenje iz

otopina i talina koje rezultira &vrstom fazom s kristalnom strukturom.>®

TaloZenje je moguce izazvati mijeSanjem otopina reaktanata, mijenjanjem pH
vrijednosti ili temperature sustava, odnosno promjenom sastava otopine. Sam proces zbiva se
u nekoliko medufaza, §to je opisano u opée prihvacenoj Nielsenovoj shemi®® procesa talozenja
(slika 3.1).

PREZASICENA OTOPINA
I heteronukleus ] [ embric —I
1 I
| !
heterogena homogena
NUKLEACIJA
PREZASICENA
{ NUKLEUSI | OTOPINA
SEKUNDARN]
RAST NUKLEUSI

SERUNDARNA
NUKLEACLIA

PREZASICENA
KRISTALI | oropma

KORGULACLIA | gepmgen.

ostwain- || KoaGULaTE | | TACH
ovo STARE-
ZRENJE NIE
TALOG |

SINTERIRANJE

I JEDAN KRISTAL | ZASICENA OTOPINA

Slika 3.1. Nielsenova shema moguéih stanja i faza ukljucenih u procese talozenja.®>
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Kako bi razumijeli kinetika i mehanizmi nastanka kristala, potrebno je imati znanje o
termodinamici i svojstvima otopina.®®-®? Elektrolitna otopina moZe biti stabilna (podzasié¢ena i

zasi¢ena) ili nestabilna (prezasi¢ena) s obzirom na sklonost izdvajanja elektrolita AaBB iz

otopine. Stabilnost otopine, koja ima ili nema taloga, odredena je odnosom koncentracije

elektrolita u otopini, izraZzenom kao vrijednost produkta aktiviteta iona (7):
m=a; a (1)

1 ravnotezne koncentracije tog elektrolita prikazane u obliku konstante ravnoteze otapanja

(Ky). U slucaju kada je = < K, otopina je podzasi¢ena, te nastajanje nove ¢vrste faze iz takve
otopine nije moguce i kristali ¢e se u dodiru s otopinom otapati. Pri 7 = K, otopina je zasi¢ena
I sustav je stabilan (nema ni taloZenja, ni otapanja). Nastajanje jedne ili vise krutih faza
moguce je jedino u slucaju kada je 7 > Ks. Vremenski period od nastanka prezasi¢ene otopine

do prve uocljive promjene u sustavu, povezane sa nastajanjem kristala, naziva se indukcijsko

vrijeme. Indukcijsko vrijeme moze varirati od djelica sekunde do nekoliko godina, $to je

najvjerojatnije posljedica razli¢itih mehanizama nukleacije pri razli¢itim prezasi¢enostima.®

Prezasi¢enost se moze definirati kao:
Au
InS =—% 2
RT @)

gdje je R opca plinska konstanta, T termodinamicka temperatura, a Ay razlika izmedu
kemijskog potencijala otopljene tvari u prezasi¢enoj otopini, &, i kemijskog potencijala

otopljene tvari u ravnoteZi sa kristalom u otopini, za:
Ap= = 1y @)
Obicno se kemijski potencijal izrazava kao:
u=u’+RTIna 4)

gdje je wu°standardni kemijski potencijal otopljene tvari te a aktivitet otopljene tvari.
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Kombinacijom jednadzbi (2), (3) 1 (4) prezasi¢enost se definira kao:

5= (5)
aS

pri cemu je S bezdimenzijska veliCina, a je aktivitet otopljene tvari u prezasic¢enoj otopini i as
.. . . .- .. .y c . ...
aktivitet otopljene tvari u ravnotezi. Aktivitet se izrazava kao a =y —, gdje je y koeficijent
C

aktiviteta, ¢ je koncentracija otopljene tvari i c°je standardna vrijednost koncentracije, te
iznosi ¢° = 1 mol dm=. Koeficijent aktiviteta () oznaéava odstupanje realne otopine od

idealne, u kojoj ioni medusobno ne djeluju jedni na druge te je vrijednost y jednaka 1.

Najcesce se u ratunima, a posebno u slucaju tesko topljivih soli, koristi pojednostavljenje:

a

as Cg

gdje je ¢ koncentracija otopljene tvari u prezasienoj otopini, a Cg je koncentracija otopljene

tvari u ravnotezi ili tzv. Topljivost. Odredivanje y, a posebice u slucaju jako prezasic¢enih
otopina, je zahtjevno. Obzirom da su takve otopine nestabilne, eksperimentalno odredivanje
koeficijenata aktiviteta nije pouzdano. Do tocnijih rezultata moguce je doé¢i primjenom

Debye-Hiickelove teorije.®
Najces¢i nacini definiranja prezasi¢enosti su:

1. Omijer ionskih produkata
E (7)
2. Stupanj zasi¢enosti

_i__ _ il/v
S=—ili S (KJ (8)

gdje je v= a+ fzasol tipa A,B;
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3. Afinitet taloZenja

®=RTIn2= —yRT In-& )
KS a'S
4. Apsolutna prezasi¢enost
a—a, (10)
5. Relativna prezasi¢enost
a—a
a'S

Odabir odredene definicije ovisi o svojstvima elektrolitne otopine i ¢esto o dostupnim
podacima. U ovoj disertaciji se pod pojmom prezasi¢enost podrazumijeva stupanj

prezasicenosti.
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3.1.1. Nukleacija

Prema Nielsenovoj shemi, da bi talozenje zapocelo, nuzan uvjet je prezasi¢enje pocetne
otopine.®® U prezasi¢enoj otopini, nakon, tzv. indukcijskog vremena, dolazi do izdvajanja
Cvrste faze iz otopine. Pritom je prvi i energetski najzahtjevniji stupanj proces nukleacije.
Nukleacija ¢e otpoceti samo ukoliko bude svladana energetska barijera povezana sa
povrsinskom energijom formiranja nukleusa. Da bi se osigurala pokretacka sila potrebna za
svladavanje te energetske barijere potrebno je uspostaviti dovoljno prezasi¢enu otopinu. Do
pojave kristala iz prezasi¢ene otopine dolazi nakon indukcijskog vremena, koje moze varirati
u rasponu od djeli¢a sekunde do nekoliko godina. Duljina indukcijskog vremena je direktno

ovisna o prezasicenosti.

Sukladno klasi¢noj teoriji nukleacije, nukleus je mali dio kristalne faze s jakim
meduionskim vezama. Zbog Cinjenice da su dimenzije nukleusa vrlo male (stotinjak atoma,

molekula ili iona), da je mjesto njihovog pojavljivanja u sustavu nemoguée predvidjeti te da

su krajnje nestabilni, nukleaciju nije moguce pratiti direktno promatranjem, ve¢ i, na temelju

broja, veli¢ine i nekih drugih karakteristika &estica stvorenog taloga.®*

Nukleacija se moze zbivati na cCesticama necistota koje se nalaze u otopini
(heterogena nukleacija) ili stvaranjem ionskih ili molekulskih asocijata, embrija ili nukleusa
(homogena nukleacija). Heterogena nukleacija zapocinje pri nizim prezasi¢enostima na
Cesticama necistoéa prisutnih u otopini, a broj istalozenih &estica (10° - 107 ¢estica cm™) ovisi
0 broju necistoca u sustavu. U slu¢aju homogene nukleacije, broj novonastalih Cestica iznosi
108 - 10'? cm~3. Oba ova mehanizma nukleacije nazivamo primarnom nukleacijom, za razliku
od sekundarne nukleacije kod koje dolazi do nastajanja novih Cestica u prezasi¢enoj otopini u
kojoj ve¢ postoji Cvrsta faza. Stvaranje sekundarnih nukleusa posljedica je interakcija vec
stvorenih kristala i prezasi¢ene otopine, sudara izmedu kristala te sudari izmedu kristala 1
mjeSaca ili reakcijske posude. Ovaj tip nukleacije je ucestaliji kod talozenja dobro i umjereno

topljivih soli.
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3.1.2. Rast kristala

Procesom nukleacije nastaje zanemarivo mala koli¢ina taloga, pa se stoga niti prezasi¢enost
otopine bitno ne mijenja. Tek rastom nukleusa u kristale, dolazi do izdvajanja veceg dijela
Cvrste faze, Sto rezultira 1 znatnom promjenom sastava otopine. Na molekulskom nivou rast
kristala moze se predociti kao neprekidna nadogradnja jednog sloja (plohe) molekula ili iona

povrh drugog.

lako su kemijska i fizikalna svojstva taloga, broj kristala i raspodjela veli¢ine kristala,
prvenstveno odredeni mehanizmom i kinetikom nukleacije, ipak kinetika rasta kristala
odreduje brzinu smanjenja prezasi¢enosti otopine, a time djeluje i na nukleaciju. Mjerenjem
brzine rasta kristala kao funkcije koncentracije otopine i usporedbom s teorijskim

vrijednostima brzine rasta, moguce je odrediti mehanizam rasta kristala.
Naime, brzina rasta (V) se opéenito moze izraziti kao:
v=C-f(c) (12)

gdje je C konstanta, a f(c) funkcija koncentracije. Postoji nekoliko naina izraZavanja i

mjerenja brzine rasta, pri ¢emu se koriste razlicite aproksimacije.

Kada su kristali dovoljno veliki, brzina rasta se moZe izraziti kao brzina linearnog

rasta neke kristalne plohe (vg) koju definira brzina pomaka navedene plohe u smjeru njezine

okomice. Brzine linearnog rasta za razlic¢ite kristalografske plohe obi¢no su razlicite.

Takoder je moguce 1 izrazavanje brzine rasta putem toka gustoce (J) kao koli€ine
taloga deponiranog na jedinicu povrSine (A) u nekom vremenu. Tok gustoe povezan je s

tokom Cestica (j) Sto se moze prikazati jednadazbom:

J:

J
A (13)
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te s brzinom linearnog rasta:
V., ).
vy =V,J =(—mj | (14)

gdje je V,_ molarni volumen taloga.

U slucajevima kada su kristali mali (nekoliko mikrometara) te kada njihove linearne
dimenzije nije moguée tocno odrediti, brzina linearnog rasta definira se kao promjena
polumjera ekvivalentne kugle, tj. ukupnog volumena kristala u sustavu izrazenog kao
volumen kugle u vremenu, dr/dt. Ovo je uobicajen pristup sve dok se oblik Cestica bitno ne

razlikuje od kugle te ne vrijedi za iglicaste, plocaste i dendriti¢ne Kristale.

Rast kristala je rezultat niza procesa koji se zbivaju na nekoj udaljenosti od povrsine i
na samoj povrsini kristala. Procesi u otopini (mijesanje reakcijskih komponenata, transport
materijala difuzijom ili konvekcijom do povrSine kristala) prethode procesima na povrsini
(adsorpcija molekula i iona na povrSinu, njihova migracija po povrsini, dehidratacija-
desolvatacija, stvaranje povrSinskih nukleusa i ugradnja u aktivna mjesta (kinks) kristalne
reSetke). Najsporiji od tih procesa odreduje ukupnu brzinu i predstavlja kljuéni mehanizam
rasta kristala.®® Na tome se zasniva i jedna od podjela mehanizama rasta kristala, prema kojoj

rast moze biti kontroliran prijenosom tvari u otopini ili procesima na povrsini kristala.
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3.1.2.1. Rast kontroliran prijenosom tvari u otopini

Tvar se prenosi kroz otopinu do povrSine kristala difuzijom ili konvekcijom. Difuzijom

kontrolirana kinetika rasta izvedena je iz prvog Fickovog zakona®

dn_D Adc

2 _D. A 15
dt dx (15)

Ova jednadzba opisuje koli¢inu tvari koja u nekom vremenu (dn/dt) difundira kroz povrSinu A
okomitu na os x. D je koeficijent difuzije, a dc/dx je gradijent koncentracije u smjeru osi X.
Ako se oblik kristala aproksimira na oblik kugle, §to je dosta dobra aproksimacija za

opisivanje rasta kompaktnih kristala u otopini, koncentracijski gradijent je definiran:

dc _c-cg
dx r

: (16)

gdje je ¢ koncentracija otopljene tvari u prezasi¢enoj otopini, a Cs koncentracija otopljene tvari

u ravnotezi. Izraz ¢ — C4 je apsolutna prezasi¢enost.
Depozicijom materijala (dn) povecava se volumen kugle za dr:
dV =4r?z-dr (17)

Ako se uzme u obzir da je molarni volumen (Vm):

4r%z-dr
V, = — (18)
dn
Jednadzba (17) tada se moze prikazati kao:
dv =V, _dn (19)

Kombinacijom jednadzbi (15), (16) i (19) moze se dobiti izraz za ukupnu brzinu rasta
kontroliranog difuzijom, koja je izravno proporcionalna prezasienosti, a obrnuto

proporcionalna veli¢ini Cestice:
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dr—DV C—Cq

= _ 20
dt "oy (20)

Iz jednadzbe (20) vidljivo je da manji kristali rastu brze od velikih, §to rezultira dosta
uniformnom raspodjelom veli¢ine cestica sustava koji je na pocetku procesa rasta
kontroliranog difuzijom bio polidisperzan.®? Jednadzba (20) vrijedi kada se koncentracija
otopljene tvari (c) ili topljivost (c;) mogu opisati jednim parametrom kao Sto je slucaj sa
jednomolekularnim sustavima. Medutim za elektrolite, izraz je neSto kompleksniji, zbog toga
Sto je difuzija razliCitih iona karakterizirana razliitim koeficijentima difuzije. Stoga, za

elektrolit tipa AB uz odgovarajuce koeficijente difuzije (D, i D), te produkt topljivosti (Kg),

brzina rasta definira se kao:

dr V,
EI=EFcADA+CBDE—J@ADA—cBDQ2+4DADBKW (1)
S obzirom da se obi¢no koeficijenti difuzije puno ne razlikuju, vrijedi aproksimacija

D, ~Dg =D, te je jednadzbu (21) moguce pojednostaviti na:

dr DV,
azz_a__[cA+cB—\/(cA—cB)2+4KSP (22)

Pretpostavka o difuzijski kontroliranom rastu moZze se relativno jednostavno testirati:
ukoliko se brzina linearnog rasta kristala pri odredenoj prezasi¢enosti mijenja s promjenom
intenziteta mijeSanja sustava, s velikom se sigurno$¢u moze tvrditi da je rije¢ upravo o
difuzijski kontroliranom mehanizmu. Dodatna potvrda toj pretpostavci je odredivanje brzine
rasta kristala, kao i koeficijenta difuzije, koriStenjem jednadzbe (20) te usporedba s
empirijskim vrijednostima dobivenim u identiénim uvjetima (prezasi¢enost i1 veli€ina
kristala). Dovoljna je ¢ak 1 gruba procjena brzine rasta, obzirom da su brzine rasta

kontrolirane procesima na povrsini, barem deset puta manje.

Uoceno je da povecanje brzine rasta ovisi, uglavnom, o veli¢ini Cestica ili o razlici
gustoca Gestica i otopine te o jac¢ini mijeSanja otopine. Nielsen®® je izveo izraz za veli¢inu

Cestica kod koje difuzija pocinje znacajno utjecati na difuzijski kontroliranu brzinu rasta:
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9 1/3
Dn
= 23
rCD (2g| / |] ( )

gdje je za umjereno mijeSanu suspenziju g gravitacijsko ubrzanje (g = 9,81 m s?),

Ap = p,—pje razlika u gustoci otopine i Cestica, a 77 je dinamicka viskoznost.

Ucinak mijeSanja otopine na brzinu rasta, posljedica je postojanja nepokretnog sloja
otopine debljine 6 oko kristala. MijeSanjem suspenzije nepokretni sloj se stanjuje i omogucuje
brzi prijenos iona. Ispravka za debljinu tog sloja unosi se u jednadzbu (20) pomocu faktora F:

dr C—Cg

— =DV,
dt r

C—Cg

F=DV, (24)

gdje je 6 =r/ F. Za male kristale je 6 =r, dok se za velike kristale (10 um <r <1 mm) koji

rastu u vodenoj otopini pri sobnoj temperaturi 6 moze izraunati prema formuli:

r

o~ W (25)
gdje je Pe* Pecletov broj za prijenos mase:
Pe*_2r3gApEi (26)
917D s

Za Gestice veée od 1 mm, & je proporcionalan ro%,

U slucaju velikih Cestica koje rastu uz jako mijesanje otopine, brzina rasta iskljucivo je

kontrolirana difuzijom te se moze izraziti kao:

1/3
dr _ 1.26[£J LYV _U(c—cq) 27)
dt Po

gdje je L promjer reakcijske posude, a U ukupna brzina tekuéine.
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3.1.2.2. Rast kontroliran procesima na povrsini

Kao $to je ranije navedeno, na proces rasta kristala u otopini utjeCu kako procesi prijenosa
tvari kroz otopinu, tako i razli¢iti procesi na povrsini kristala.%®7 Procesi koji najvise utjetu

na kinetiku rasta su:
e adsorpcija iona ili molekula na povrsinu kristala
e difuzija po povrsini, povrsinska nukleacija i ugradnja
e vijcana dislokacija.

Kako je rije¢ o uzastopnim procesima, svaki od njih moze odredivati brzinu rasta. Nadeno je
da brzinu rasta kristala iz elektrolitnih vodenih otopina najces¢e odreduju adsorpcija i

ugradnja iona ili molekula u kristalnu resetku.®
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Adsorpcija

Ovaj mehanizam rasta pretpostavlja da ioni u otopini, privuéeni elektri¢cnim nabojem na
povrsini na svom putu od otopine do povrSine kristala moraju otpustiti dio ili sve molekule

vode iz svog hidratacijskog sloja te pro¢i kroz hidratacijski sloj oko kristala.®®

Brzina linearnog rasta kristala za slucaj mehanizma kontroliranog adsorpcijom i

dehidratacijom definirana je kao:
V, =V, dv,Cs(S —1) =k, (S -1) (28)

gdje je d promjer molekule (iona) i debljina sloja, vaq je frekvencija skoka molekule (iona), cs

je topljivost soli, te je S — 1 relativna prezasi¢enost:

(29)

Brzinu adsorpcije mogu kontrolirati dehidratacija iona ili Sto je jo$ vjerojatnije prolazak iona

kroz hidratizirani sloj kristala.
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Povrsinska nukleacija

Mehanizam nastajanja povrSinskih dvodimenzionalnih nukleusa moze se predociti na slican
nacin kao i mehanizam nastajanja trodimenzionalnih nukleusa. Ioni adsorbirani na povrSini,
migriraju po njoj i nasumicno se sudaraju stvarajuci stabilni nukleus, koji rastom stvara novu
plohu. Broj nukleusa na povrSini ovisi o prezasi¢enosti otopine i1 veliCini kristala. Pri
odredenim uvjetima (kristali manji od 0,1 pum i relativno mala prezasi¢enost) stvaranje
povrsinskog nukleusa moze biti proces koji odreduje brzinu rasta Kristala. Brzina rasta ovisi o
brzini povrSinske nukleacije 1 o brzini dvodimenzionalnog rasta povrSinskog nukleusa Sto je

prikazano na slici 3.2.

Slika 3.2. Shema rasta kristala: a) mehanizmom mononuklearnog sloja, b) mehanizmom

polinuklearnog sloja i ¢) mehanizmom stvaranja neprekinute vijéane plohe.*

Ako je dvodimenzionalni rast povrSinskih nukleusa brZi od stvaranja novih nukleusa

(slika 3.2a), rast kristala slijedi mehanizam tzv. mononuklearnog sloja, gdje je brzina
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linearnog rasta proporcionalna raspolozivoj povrsini (A), brzini povrSinske nukleacije (J7) i
debljini sloja (d):

’ 2..4/3
v =Ad I =Ad(D./d") exp(—AG” /k-T)=(6r? D. /d¥exp| -2 Y | (30
g ( s ) p( B ) ( s ) p[ (kBT)2V|nS ( )

gdje je ks Boltzmannova konstanta, AG’* Gibbsova energija stvaranja kriti¢cnog nukleusa, Ds
povrsinski koeficijent difuzije, o medupovrSinska napetost, 5 geometrijski faktor koji ovisi o
povrsini i promjeru povrsinskog nukleusa te v broj iona u molekuli.?®® lzraz InS je
prezasi¢enost otopine. Pri tom se pretpostavlja da kristal rastom zadrzava svoj oblik. U ovom

sluéaju radi se o obliku kocke brida duljine r (A = 6r?).

Vazno svojstvo procesa rasta kontroliranog mehanizmom mononuklearnog sloja je
ovisnost brzine rasta o veli¢ini povrsine kristala ili duljine brida kristala (A ili r u jednadzbi
(30)). Uz pretpostavku da se koncentracija otopine u pocetku taloZenja ne mijenja (buduc¢i da

su kristali manji od 0,1 um) jednadzba (30) poprima sljedeéi oblik:

ar_ C-r? (31)
dt

U sustavima u kojima je prezasi¢esnost visoka, a kristali relativno veliki postoji
vjerojatnost postojanja vise nukleusa na povrSini koji stvaraju novi sloj, a koji je isto tako
pravilan kao i prethodni (slika 3.2b). Brzina rasta kristala u ovom slucaju slijedi mehanizam
tzv. Polinuklearnog sloja, u kojem nema ovisnosti o veli¢ini kristala, buduéi da je povrSina
cijelo vrijeme prekrivena nukleusima. Treba napomenuti da je teorija o rastu polinuklearnog
sloja izvorno radena za rast iz talina,” a tek kasnije je prilagodena za rast iz elektrolitnih

otopina.’’ Brzina linearnog rasta (Vg) kontrolirana ovim mehanizmom dana je sljede¢im

izrazom:

v, =k, S™ (S ~1)%2 (InS)¥® exp(_anSej (32)
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gdje je

ke = 2 d Vin (Kad Cs Vm )4/3 eXp (__}/J (33)
kgT

a v, 1 y su frekvencija ugradnje iona i slobodna energija brida, te

2
K, =—7 (34)
kg’ T

Predeksponencijalni faktor, F(S) = S™® (S-1)%® (InS)®, moZe se za male vrijednosti od S

aproksimirati s F(S) = S”/8 (S-1)%5, a za velike vrijednosti od S sa S'/®.

Za odredeno uze podrucje prezasiCenosti, brzinu rasta kontroliranu povrSinskom

nukleacijom mogucde je priblizno prikazati kao:
Vg = kg (S-1)" (35)

gdje je n kineti¢ki red reakcije rasta kristala koji moze imati gotovo bilo koju pozitivnu

vrijednost ovisno o prezasi¢enosti, fizickim svojstvima ¢vrste faze ili ¢ak o nacinu izrazavanja

prezasi¢enosti.5®%4
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Rast na vijc¢anoj dislokaciji

U realnim je sustavima uocCeno da kristali rastu i pri uvjetima prezasi¢enosti koja je znatno
niza od one potrebne za stvaranje povrSinskih nukleusa (S — 1 <0,01). Objasnjenje proizlazi iz
¢injenice da realni kristali nisu savrSeni te obi¢no sadrze pogreske u strukturi, tzv.
Dislokacije. Naj¢es¢i oblik dislokacije je vijc¢ana dislokacija, koja omogucuje rast kristala

mehanizmom stvaranja neprekinute vijéane plohe (slika 3.2c).80-626465

Yo d

Slika 3.3. Struktura kristalne povrSine s vijéanom plohom; d-visina plohe, X -prosje¢na udaljenost

izmedu aktivnih mjesta rasta i y -udaljenost izmedu dvije susjedne plohe.®

Kao Sto je prikazano na slici 3.3, struktura kristalne povrSine s vij€anom plohom

karakterizirana je visinom plohe (d), prosje¢nom udaljenosti izmedu aktivnih mjesta rasta (X)

i udaljenosti izmedu dvije susjedne plohe (y,):

x, =d S"? exp(ﬁj (36)

B
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_19dy
y°"kBT|ns

(37)

Iz gore navedenih jednadzbi (36) i (37) te upotrebom tipi¢nih vrijednosti, slobodnih energija
brida () za elektrolite koji rastu u vodenim otopinama, odredeno je da je udaljenost izmedu
aktivnih mjesta rasta pri niskim prezasi¢enostima, manja od udaljenosti izmedu dvije susjedne

plohe (x, <y, kad god je 1 <S < 1,6). Povrsinska koncentracija aktivnih mjesta rasta dana je

jednadzbom:

1 S¥ns
X, Y, 19d2(;//kBT)exp(7//kBT)

(38)

Pri vi$§im relativnim prezasi¢enostima (do S = 10), S¥2InS se mozZe aproksimirati sa

S —1, paje jednadzbu (38) moguce napisati kao:

1 S-1
XY, 19d? (y/kgT)exp (y/kgT)

(39)

Analizirajuéi kinetiku rasta za kristale s vijcanom dislokacijom, nadena je zadovoljavajuca
parabolicka zakonitost u Sirokom podrucju prezasi¢enosti. Tako se kod vrlo niskih
prezasicenosti, kada su adsorpcija i ugradnja iona relativno brze, moze pretpostaviti da je

difuzija po povrsini korak koji kontrolira brzinu rasta.

Pri S < 1,6 i X, <y,, brzina linearnog rasta kristalne plohe proporcionalna je brzini

lateralnog rasta plohe (“adsorpcija” duz stepenice). Takoder, brzina lateralnog rasta

proporcionalna je (S-1) (28) i gustoci stuba, yofl, (37) iz Cega slijedi :
v, =k,(S-1)InS (40)
Za S ~ 1, slijedi da je InS = (S-1), te je dobivena sljedeca parabolicka zakonitost:
v, ~k,(S-1)° (41)

gdje je k2 konstanta brzine rasta kristala.
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Parabolicka zakonitost, uocena i pri daleko vi§im prezasi¢enostima, moze se objasniti
pretpostavkom da je ugradnja u aktivna mjesta proces koji odreduje brzinu rasta. U tom
slucaju brzina ovisi o difuziji iona do aktivnih mjesta i gusto¢i navedenih mjesta na povrsini,

a jednadzba za brzinu rasta poprima oblik:
v, 2Ky (XY, )" J 2 Kk,SY3(S -1)InS (42)
U intervalu 1< S < 30 mozZe se pokazati da se izraz moze aproksimirati s (S—1)2.

Uvodenjem izraza za paraboli¢ku konstantu (k,), koja je definirana nizom teorijskih
parametara, u jednadzbu (42) dobiva se:%®
3 2v, d°K V. co(S-1) _ 01v;d KyV,, c
XoYo (7 TkgT) exp (y /kgT)

vy (S —1)? (43)
Tijekom procesa rasta kristala jedne ¢vrste faze moze do¢i do promjene mehanizma
koji kontrolira brzinu rasta. Kao $to je ranije navedeno, kod mehanizama mononuklernog
sloja i difuzijom kontroliranog rasta, kojima brzine rasta ovise o veliini Cestica, nakon
postizanja neke odredene veli¢ine, moguce je da neki drugi mehanizmi postanu odgovorni za
brzinu rasta ¢vrste faze. Kada se dva procesa zbivaju istovremeno, poput rasta na vijéanim

dislokacijama 1 rasta kontroliranog povrSinskom nukleacijom, njihove se brzine zbrajaju.
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3.1.3. Transformacija metastabilnih cvrstih faza

Prema Ostwaldovom pravilu, tijekom talozenja iz prezasicenih otopina, inicijalno nastaje
najnestabilnija ¢vrsta faza (faza s najveéom topljivoséu), koja s vremenom transformira u
termodinami¢ki stabilnu, najnetopljiviju fazu.”* Relativni odnosi brzina nukleacije i rasta
kristala moguéih ¢vrstih faza su oni ¢imbenici koji odreduju koja ¢e od tih faza prije taloZiti."
Prema Gibbs-Thompson (Kelvin)-ovoj jednadzbi, koja definira ovisnost veli¢ine kriti¢nog
nukleusa (r*) o napetosti povrsine (o):'8
. oV
r———— (44)
kgTvInS
vidljivo je da ¢e kod odredene prezasi¢enosti, faza s manjom povrSinskom napetoscu, tj.

manje stabilna, topljivija faza, tvoriti manji kriticni nukleus koji se stabilizira rastom.

Dva su mogucéa nacina prijelaza iz jedne faze u drugu:°®

®  unutarnjim preuredenjem strukture, tzv. transformacija u ¢vrstoj fazi

®  otapanjem nestabilne i istovremenom nukleacijom i rastom stabilne faze, tzv.

transformacija putem otopine.

Cardew i Davey” su predlozili model transformacije putem otopine, prema kojem
transformacija zapocinje uspostavom ravnoteze nestabilne faze s otopinom. Kako se u otopini
nalaze 1 kristali stabilne faze, njihovim rastom otopina postaje podzasi¢ena u odnosu na
nestabilnu fazu te se ova pocinje otapati. Tako se istovremeno zbivaju procesi otapanja
nestabilne faze i rasta stabilne faze sve dok se ne uspostavi ravnoteza izmedu stabilne faze i
otopine. Ukupna brzina transformacije ovisi, kako o relativnom odnosu brzine otapanja
nestabilne 1 brzine rasta stabilne faze, tako i1 o relativnim odnosima povrS$ina tih dviju ¢vrstih

faza.
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3.2. Rast kristala kalcijeva karbonata

3.2.1. Kinetika rasta kristala kalcijeva karbonata

Kinetika rasta kristala kalcijeva karbonata istrazivana je razli¢itim eksperimentalnim
metodama.®’’* U ovoj disertaciji praéeno je spontano taloZzenje iz otopina koje sadrze

konstitucijske ione (Ca?* i CO32*), transformaciju metastabilne modifikacije (vaterit) u

stabilnu (kalcit) i rast kristala iniciran dodatkom kristalnog sjemena kalcita uz dodatak aditiva.

Na kinetiku rasta utjeCu promjena ionske jakosti 1 temperature, ¢ime se mijenja i
prezasi¢enost sustava (S). Ranijim istraZivanjem spontanog taloZenja vaterita,5-’* iz otopina
CaCl, i Na,CO,, dobiveno je da se porastom ionske jakosti produzuje indukcijsko vrijeme.
Zakljuceno je da je u ispitivanom podrucju brzina rasta kristala kontrolirana procesima na

povrsini. Brzina rasta kristala je drugog reda i moze se prikazati funkcijom:

dr 2
A k(S-1) (45)

Sto odgovara mehanizmu stvaranja neprekinute vijcane plohe (rast na spiralnoj plohi), gdje je

A povrSina taloga.

Pri stalnoj pocetnoj stehiometrijskoj koncentraciji reaktanata brzina se smanjuje
povisSenjem ionske jakosti, dok kod konstatne pocetne prezasi¢enosti brzina raste s

povecanjem ionske jakosti. Eksperimentalno dobiveni izraz za koeficijent brzine reakcije je:
logk =-0,275+0,228'1 /{L++/1)-0,31 | (46)

Promjenom temperature dobivena je ovisnost Kkoeficijenta brzine reakcije o

temperaturi, Sto se moze prikazati jednadzbom:
Ink =22,490-6872/T 47

Iz jednadzbe (47) moZe se izraCunati energija aktivacije, koja za danu reakciju iznosi

57,1 kJ / mol.
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U sluéaju promatranja transformacije vaterita” '’ u kalcit mehanizam i konstanta

brzine reakcije odredeni su s tri glavna procesa:

e rast kristala vaterita

v, =kg (c—cg, )™ (48)
e oOtapanje vaterita
Voy =Koy (€5, — €)™ (49)
e rast kristala kalcita
v, =k (c—cg, )™ (50)

gdje je r brzina reakcije, k, konstanta brzine rasta vaterita, k , konstanta brzine otapanja
vaterita, k, konstanta brzine rasta kalcita, n je red reakcije, ¢, pocetna koncetracija reaktanata,
dok je ¢ koncetracija u vremenu t. Otapanje kristala vaterita kontrolirano je difuzijom

konstitucijskih iona u otopinu, $to se zakljuCuje na temelju reda reakcije koji iznosi 1. Rast

kristala kalcita je kao 1 u slu¢aju vaterita, moze biti reda dva ili viSe.

Za istrazivanje kinetike i mehanizma rasta kristala najbolja metoda je rast iniciran
dodatkom dobro definiranom kristalnom sjemena (engl. seed), pri ¢emu se veliina i

morfologija kristala bitno ne mijenjaju, $to omogucuje reproducibilnost mjerenja.
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3.2.2. Utjecaj aditiva na kinetiku rasta kristala kalcijeva karbonata

Utjecaj aditiva na kinetiku rasta najcesce je ispitivan metodom rasta na kristalnom sjemenu.
Najéesée ispitivani aditivi su kationi i anioni*®*! ili organske molekule.?°2%42 U prirodi na rast
kristala najvise utjeCu anorganski ioni, medutim uoceno je da iako je prisutna u malom udjelu,
organska matrica ima jako veliku ulogu u biomineralizaciji tokom rasta kristala unutar
organizama. U organskoj matrici najviSe su zastupljeni proteini te su se iz toga razloga koriste

polimeri aminokiselina kao modelni sustavi za ispitivanje utjecaja raznih proteina.

Za usporedbu utjecaja odabranih aditiva s obzirom na ispitivana svojstva aditiva
pracena je promjena pH sustava. Iz te promjene izracunat je sastav reakcijske smjese. Pomoc¢u
pocetnih koncentracija dodanog CaCl, (c(Ca),,) i Na,CO, (c,(CO,),,) izracunavaju se
koncentracije i aktiviteti relevantnih ionskih vrsta koje se mogu nalaziti u otopini (H*, OH",
00327, HCO,, CaCO3°, CaHCO,", CaOH", Ca?*, Na*, CI"). Potrebne jednadzbe za izra¢un

izvode se iz konstanti ravnoteza:

1. disocijacije vode:
H,05 H* + OH- KS =(c(H")/co-c(oH )rc?)- 52 (51)
2. disocijacije karbonatne kiseline:

_ c(HCO;)/cO-c(H*)/c" 2

H,CO,S H* + HCO; K? .oy (52)
HCO; S H* +COZ KS = clcos Jie® ol )rer - (53)
c(HCO; )/ce
3. nastajanja ionskih parova:
c(caco)ice 1

Ca® +C0Z S caco! KS =

~clca® )rco-c(co? Jice p 64
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X . . . CaHCO: )/c° 1
Ca% +HCO; S CaHCO; K = C(Cai()/ac‘)-c(liIZZ é;) = (55)
Ca® +OH S CaOH* Ko = c{caoH” ! 56
a” + — La 5 = C(CaZJr)/Co_C(OHf)/Co 7/_” ( )
Na* +CO% S NaCo; K = c[Naco, )/c* 1 (57)
3 3 ® c[Na*)/co-c(coZ et y,
4. ¢vrste faze i otopine:
CaCO,(s)S Ca? +COZ K =(c(ca® )rco-c(coz )ic): 2 (58)

u kojima K° predstavljaju termodinamicke konstante ravnoteze, y, i y, su koeficijenti

aktiviteta jednovalentnih odnosno dvovalentnih iona, dok je c¢° standardna molarna

koncentracija (1 mol dm).

Osim konstante ravnoteza potrebne su jos i bilance masa:

c(Ca),, =c(Ca® )+c(Caco?)+c(caHCO:; )+ c(CaOH ") (59)
¢(C0,),, =¢(CcO? )+c(HCO; )+ c(Caco? )+ c(caHCo; )+ ¢(Naco;) (60)
Ca =0(Ca) =¢(CO),, (61)
c(Cl ), =2-c/(Cacl,) (62)
¢(Na)y, =c(Na* }+ c(NacO;) (63)

odnosno bilanca naboja

C(H ’ )+ 2c(Ca+ )+ c(CaHCO 3 )+ c(CaOH ’ )+ c(Na+ ) (64)

2.¢(CO? )+ c(HCO; )+ c(OH )+ ¢(Cl™)+¢(Naco

):
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Koncentracije i aktiviteti pojedinih ionskih vrsta, te ionska jakost, izraCunati su postupkom
iteracije pomoc¢u jednadzbi (51) — (64).”® Koeficijenti aktiviteta izraunati su prema

Daviesovoj jednadzbi:

? —M—o,3(|c/c°) (65)
1+4/1./c°

—logy, = Ay, 2

dok je ionska jakost raCunata prema:
13 2
=22, 2) (66)
i1

gdje je ci koncentracija iona, a z naboj iona. Koncentracije aditiva znatno su nize od
koncentracija ostalih sudionika te nisu koriStene u racunu, osim u slucaju dodatka
aminokiselina, Sto ¢e biti dodatno objaSljeno u poglavlju rezultata i rasprave. Iz razlike
koncentracije ukupno otopljenog kalcijevog iona (c(Ca)twt) i pocetne koncentracije kalcijevog

iona (c,(CaClz)) dobiva se koncentracija istalozenog CaCOs (Cppt):
¢, =C;(CaCl, )~ (c(Ca® )+ c(caco? )+ c(caHCO? )+ ¢(CaOH " )) (67)

Ukoliko se aditiv doda u velikim koncentracijama potrebno je dodatno uracunati
konstante ravnoteze aditiva te odrediti koncentracije 1 aktivitete relevantnih ionskih vrsta
aditiva. U ovoj disertaciji korekcije su napravljene pri dodatku aminokiselina kao aditiva, a

dodane su konstatne ravnoteze disocijacija aminokiselina i kompleksiranja s Ca?* ionima.

Brzina rasta kristala (R) izracunata je numeri¢kim deriviranjem ukupne koncentracije

otopljenog kalcijevog iona (c(Ca)twt) po vremenu (t) te je korigirana za povrSinu taloga (A):

r__dc(Ca)y (68).
A-dt
gdje je
c M 2/3
A= A{1+ %) (69)
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u kojoj je M molarna masa CaCO,, A, povrsina kristalnog sjemena dodanog u otopinu te v;

masena koncentracija sjemena.

Dobivenim vrijednostima testirani su odgovarajuc¢i kineticki modeli (parabolicki,
eksponencijalni) s ciljem utvrdivanja mehanizma koji dominantno kontrolira rast kristala pri
istrazivanim eksperimentalnim uvjetima prezasicenosti, temperature, ionske jakosti i/ili

dodatka aditiva. Parabolicka ovisnost brzine rasta kristala prikazana je izrazom:
R=ks(S-1)InS, (70)
dok je eksponencijalna:
R =k F(S)exp[-K,/InS] (71)

da bi se u ovisnosti o slaganju podataka s modelom testirao mehanizam rasta. Slaganje
kinetickih podataka s parabolickim zakonom brzine rasta kristala ukazuje na rasta na
vijcanom dislokacijom, dok slaganje s eksponencijalnim modelom ukazuje da je rast

kontroliran nukleacijom na povrsini.*°
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3.2.2.1. Model Kubote i Mullina

Kubota i Mullin®’ su predlozili teorijske modele kojima se mozZe pratiti u¢inak aditiva na
rast kristala. Prema navedenom modelu, smanjenje brzine rasta kristala uz dodatak odredenih
aditiva ovisi, kako o prekrivenosti aktivnih mjesta molekulama aditiva, tako i o djelotvornosti

samog aditiva.

Adsorpcija aditiva na povrSinu kristala moze uzrokovati smanjenje brzine rasta
kristala, $to je posljedica usporavanja napredovanja rastu¢ih stepenica na kristalnim plohama
(slika 3.4). Pri tome, Sirenje stepenice (Cijim lateralnim Sirenjem kristal raste) u kontaktu s
adsorbiranim aditivom zaustavljeno je kada je udaljenost izmedu adsorbiranih molekula
manja od pripadajuéeg promjera kriticnog povrsinskog nukleusa. Takoder, model predvida
usporavanje rasta i promjenu morfologije kristala u slucajevima kada je udaljenost izmedu
adsorbiranih molekula veca od promjera kriticnog povrSinskog nukleusa, pri ¢emu se
stepenica obavija oko molekula aditiva.’®’®8! Rezultat djelovanja adsorpcije na rast kristala
moze biti manje ili viSe izrazen, $to primarno ovisi o mehanizmu adsorpcije. Pri tome je

moguce razlikovati tri mjesta na kojima se aditivi mogu adsorbirati, i to na:
e Aktivna mjesta (engl. kink sites)
e Stepenice (engl. steps)
e Terase (engl. terraces)

Sto je shematski prikazano na slici 3.4.
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™ o

Aktivna mjesta

Stepenice

Terase

Slika 3.4. Shematski prikaz mjesta na povsini kristala na kojima aditivi mogu adsorbirati.

Djelovanje aditiva na brzinu rast kristala moguce je kvantitativno procijeniti na
osnovu modela kojeg su predlozili Kubota i Mullin.?*#28 Prema ovom modelu, smanjenje
brzine rasta kristala (inhibicija rasta kristala) u prisustvu odredenih aditiva, je funkcija
prekrivenosti povrSinskih aktivnih mjesta molekulama aditiva 1 djelotvornosti aditiva.
Sukladno modelu, povecanje koncentracije aditiva ne mora nuzno rezultirati povecanjem

inhibicije rasta kristala. Relativna brzina rasta stepenice na kristalnoj plohi, v/v,, je sukladno

modelu opisana jednadzbom:
Vv
—=1-a-0 (72)

gdje je v brzina rasta stepenice na kristalnoj plohi u sustavu s aditivom, vo je brzina rasta

stepenice na kristalnoj plohi u sustavu bez aditiva, 0., Je udio aktivnih mjesta na povrsini,

zauzetih aditivima (povrSinska prekrivenost), a « je faktor djelotvornosti aditiva. PovrSinska

prekrivenost, Geq, se moze opisati adsorpcijskom izotermom, kao $to je npr. Langmuirova:
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_ Kad Cad

= 73
1+ K, Cu (73)

eq

gdje je K, je Langmuirova konstanta ravnoteze adsorpcije, i C,4 je koncentracija aditiva u

otopini.
Iz jednadzbi (72) i (73) slijedi:

K
Vo1 g laba (74)
v, 1+ K, Cy

Ukoliko vrijedi pretpostavka da je brzina rasta kristala proporcionalna brzini rasta stepenice,

relativna brzina rasta stepenice na kristalnoj plohi, v/v,, moze se zamijeniti relativnom

brzinom rasta kristala, R/R,,:

R g Kala (75)
R, 1+ K,4Cy
Na slici 3.5 je prikazana ovisnost relativne brzine rasta stepenice na kristalnoj plohi (R/R;) o

bezdimenzijskoj koncentraciji aditiva (K_,c,,) za razlicite vrijednosti a.

12 | SR L r‘r—r"| "] T3 . 0% T FEE L ] U'Yﬁ_!"" ) R ik
a=(0

R/R,

0 5 10 15 20 25 30
Kadcad

Slika 3.5. Ovisnost relativne brzine rasta (R / R ) o bezdimenzijskoj koncentraciji aditiva (K_c,,) za

razli¢ite vrijednosti faktora djelotvornosti aditiva ().
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U slu¢ajevima kada je a > 1, R/R, postize vrijednost 0 pri 6,, < 1 (nepotpuna

prekrivenost), Sto znac¢i da se moze ocekivati potpuna inhibicija kristalizacije ve¢ pri vrlo

niskim koncentracijama adsorbiranih molekula (ireverzibilna i jaka adsorpcija na povrsini

kristala).!®"* U slu¢aju kada je @ =1, R/R, se asimptotski priblizava nuli (R/R, =0 za O =
1, potpuna prekrivenost). Kada je ¢ = 0, R/R, =1, $to ukazuje da relativna brzina rasta

kristala ne ovisi o koncentraciji aditiva te da inhibicija nije izrazena. Ukoliko je a < 1

relativna brzina rasta kristala nikad ne postize vrijednost 0, ¢ak niti kad je Heq =1 §to znaci da

rast kristala moze biti znacajno inhibiran, ali nece biti u potpunosti zaustavljen, ¢ak niti pri

vrlo visokim koncentracijama aditiva.

Djelotvornost aditiva () pri konstantnoj prezasi¢enosti i temperaturi se moze izraziti

kao funkcija polumjera kriti¢nog povriinskog nukleusa (r,) i prosje¢ne udaljenosti (L)

izmedu aktivnih mjesta adsorpcije; 19207182

a=-= (76)

Prosje¢na udaljenost izmedu aktivnih mjesta adsorpcije (L) je parametar koji je povezan s
adsorpcijskom karakteristikom adsorbata i specificna je za pojedinu kombinaciju aditiva i
povrsine kristala te ne ovisi o koncentraciji aditiva. Minimalna vrijednost moZe biti sli¢na
vrijednosti za prosje¢nu veli¢inu konstitucijskih jedinica kristala (a), ali moze biti i veca te
ovisi o jacini veze izmedu aditiva 1 povrSine kristala. Odnos veli€ine kriticnog nukleusa 1
prezasi¢enosti iskazan je izrazom izvedenim iz Gibbs-Thomsonove jednadzbe (44), uz

prilagodbu za dvodimenzionalni nukleus:

2

* ya

r,=—""— 77
® Kk TvIns (77)

U gornjem izrazu y je povrSinska energija bridova stepenice, a je prosjecna veli¢ina
konstitucijskih iona kristala i v je broj iona u jedini¢noj formuli rastuc¢eg kristala. Sukladno,
relativna brzina rasta kristala kao funkcija prezasi¢enosti te dodatka aditiva odredene

koncentracije se moze izraziti kao:
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2
E =1— 7/& KadCad (78)
R, KeTvInSL{1+K,Cy

Ukoliko se uvede konstanta, kriti¢na prezasi¢enost (S*) kao vrijednost prezasiéenosti ispod

koje kristal ne raste, R = 0:

2
Ins* =72 [ KuCu (79)
T\ 1+ K c

izraz za opis brzine rasta kao funkcija reducirane (kriti¢ne) prezasic¢enosti uz dodatak aditiva,

moze se izvesti:
R=ke(S-1)(InS—Ins") (80)

pod pretpostavkom da je brzina rasta kristala odredena spiralnim rastom (j. 40) prema

Sangwalovom modelu.®
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§ 4. EKSPERIMENTALNI DIO

4.1. Materijali

U istrazivanjima talozenja CaCOs koriStene su vodene otopine pripremljene iz kemikalija p.a.
gistoée i ultradiste deionizirane vode (x = 0,055 pS cm™). Kao izvor konstitucijskih iona
koristene su standardizirane vodene otopine odgovarajucih topljivih soli kalcija i karbonata,

kalcijev klorid dihidrat (CaCl,-2H,0) i natrijev hidrogenkarbonat (NaHCO,) ili natrijev
karbonat (Na,CO,), proizvodaca Sigma Aldrich.

Za podeSavanje ionske jakosti koriStena je otopina natrijevog klorida (NaCl, Alfa
Aesar), dok je pocetni pH namijeSten pomocu otopina natrijevog hidroksida (NaOH, Carlo

Erba) ili klorovodic¢ne kiseline (HCI, Kemika).

Koristene aminokiseline takoder su bile analiticke Cistoce: L-asparaginska kiselina
(Asp), L-tirozin (Tyr), L-fenilalanin (Phe), L-serin (Ser), proizvodaca Alfa Aesar dok su L-

alanin (Ala), L-asparagin (Asn), L-lizin (Lys) od proizvodaca Sigma Aldrich (tablica 4.1).

Svi koriSteni dipeptidi, L-alanil-L-asparaginska Kkiselina (Ala-Asp), L-seril- L-
asparaginska kiselina (Ser-Asp), L-seril-L-serin (Ser-Ser), L-aspartil-L-asparaginska kiselina
(Asp-Asp), L-glutamil-L-glutaminska kiselina (Glu-Glu) (tablica 4.2) su od proizvodaca
Bachem, dok su derivati salicilne kiseline, N-salicioil-L-asparaginska kiselina-L-asparaginska
Kiselina-L-asparaginska kiselina (sLLL), N-salicioil-L-asparaginska kiselina-D-asparaginska
kiselina-L-asparaginska kiselina (sLDL), N-salicioil-glicin-L-asparaginska Kiselina-L-
asparaginska kiselina-L-asparaginska kiselina (sgLLL), N-salicioil-glicin-L-asparaginska
kiselina-D-asparaginska kiselina-L-asparaginska kiselina (sgLDL), N-salicioil-B-glicin-L-
asparaginska kiselina-L-asparaginska kiselina-D-asparaginska kiselina (sbgLDL), N-salicioil-
v-glicin-L-asparaginska kiselina-L-asparaginska kiselina-D-asparaginska kiselina (sggLDL) i
N-salicioil-3-glicin-L-asparaginska kiselina-L-asparaginska Kkiselina-D-asparaginska kiselina

(sdgLDL) (tablica 4.3) pripravljeni u Laboratoriju za biomimeticku kemiju, IRB.
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Za pripravu kompozita CaCOs i hidrogela koristen je gelator 3-(3,4-
bis(benziloksi)fenil)-2((tertbutoksikarbonil)amino)propanska Kiselina (tablica  4.4),

pripravljen u grupi prof. Claudie Tomasini na Sveucili$tu u Bologni.

Za mjerenja metodom elektronske paramagnetske rezonancije prilikom talozZenja

dodavan je manganov Klorid tetrahidrat (MnCl,-2H20, Alkaloid), dok su za mjerenja

metodom HPLC / MS dobiveni kristali ¢i§¢eni s natrijevim hipokloritom (12 %, Gram-mol).

Lara Stajner Doktorska disertacija



§ 4. Eksperimentalni dio

56

Tablica 4.1. Molekulske strukture odabranih aminokiselina i njihova svojstva.

Aditivi Molekulske strukture
o)
Ser HO/\H}\OH
NH,
0
Ala \‘/M\OH
NH,
0
Tyr OH
NH,
HO
) o
=
8
S Phe OH
£
E NH,
0
HO
Asp OH
0 NH,
0
H,N
Asn NOH
o} NH,
0
H,N
Lys OH
NH,
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Tablica 4.2. Molekulske strukture odabrani dipeptide i njihova svojstva.

HoN

Aditivi Molekulske strukture
N COOH
Ala-Asp H2N \_/
0 E\
COOH
OH
N COOH
Ser-Asp HAN ~_
2 z
o %L\\
COOH
OH
S N COOH
E; Ser-Ser HoN \\\\(///
2 E
a) 5 =
\\\OH
COOH
N COOH
Asp-Asp HoN v
0 E\
COOH
COOH
N COOH
Glu-Glu ~_
5 =

(
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Tablica 4.3. Odabrani derivati salicilne kiseline i njihova proucavana svojstva.

Molekulske strukture

Aditivi
COOH
SLLL \)k HVCOOH
o} E 0 :
\COOH \COOH
OH . E/COOH
H\)L : N COOH
sLDL ! N/\[( ~
: H H
o é o =
COOH \COOH
COOH COOH
SgLLL ©[’( \)J\ /(’( \)k /(COOH
o H
é \COOH
[
L2 OH COOH COOH
=~ o
)
E (L L
S g LDL /(’( \Ek COOH
©
e e}
g COOH
= COOH
5]
()]

N

COOH

sbgLDL ©iﬂ/ \/\[(

(0]

COOH

COOH

e

COOH

COOH

COOH
OH o E///COOH
H H\\V//ﬂ\\ ? “ COOH
sdgLDL \/\/Y E H/Y \/
(0] o) g o é\
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Tablica 4.4. Odabran gelator i njegova svojstva.
Aditiv Molekulske strukture

gelator o}
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4.2. Eksperimentalni postupak

Svi eksperimenti provedeni su u staklenoj reakcijskoj posudi s dvostukim stijenkama,
spojenoj na proto¢ni termostat, pri ¢emu je temperatura odrzavana na 25 °C. U reaktor je

stavljena otopina karbonatnih iona (Na,CO, / NaHCO, / aditiv) volumena 200 mL. Uklju¢eno

je magnetsko mijesanje (osim u eksperimentima spontanog talozenja uz prisutstvo
aminokiselina, gdje je koriSteno mehanicko mijeSanje), te je reaktor zacepljen s teflonskim
¢epom s otvorima za elektrodu i uzorkovanje. Po potrebi je namijeSten pH otopine. Dodana je

otopina kalcijevih iona (CaCl,) volumena 200 mL. Nastali talozi filtrirani su kroz Millipore

sustav s celulozno nitratnim membranskim filterima pora veli¢ine 0,22 um i suseni na 100 °C.

Talozi su zatim kvalitativno i kvantitativno analizirani.

Na temelju rezultata eksperimenata spontanog talozenja izraden je talozni dijagram,
pomocu kojeg su odabrani sustavi pogodni za eksperimente spontanog talozenja uz dodatak
aminokiselina i eksperimente uz dodatak aditiva i kristalnog sjemena, definirane morfologije i
polimorfnog sastava. Talozni dijagrami izraden je za relevantno §iroko podrucje koncentracija

reaktanta (1 < c(Na,CO,) / mmol dm™ < 20; 1 < ¢(CaCl,) / mmol dm™ < 20), pri po&etnoj pH
vrijednosti pH = 8,3 i ionskoj jakosti I_ = 0,3 mol dm™. Eksperimenti taloZenja prekidani su

nakon pribliznog uspostavljanja ravnoteze (t = 1 h).

Djelovanje odabranih aminokiselina istraZzeno je u sustavima spontanog talozenja, kao
1 u sustavima u kojima je koriSteno kristalno sjeme kalcijeva karbonata. Za istrazivanje
spontanog taloZenja odabran je referentni sustav (c(CaCl,) = ¢(Na,CO,) = 10 mmol dm=3, pH.
= 10,76; 4 = 25 °C) u kojem inicijalno talozi smjesa kalcita i vaterita (83 % kalcita i 17 %
vaterita), a talozi su analizirani nakon 30 minuta. Aminokiseline su dodavane u otopinu

Na,CO,, prije mijeSanja reaktanata. Analizirana je morfologija, polimorfni sastav i kristalna

struktura taloga nastalog uz dodatak razliCitih koncentracija aminokiselina (10 < c(AA) /
mmol dm= < 75). Za odredivanje udjela aminokiselina u dobivenim kristalima, kristali su
¢iS¢eni da mi se uklonile apsorbirane AA s povrSine. Dobiveni talozi su tretirani s natrijevim
hipokloritom (12 %) u kojem su ostavljeni 48 sati. Nakon ¢ega su isprani s ultracistom vodom

te otopljeni s 1 mL koncentrirane klorovodi¢ne kiseline.
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Proucen je utjecaj Asp (0,1 < c(Asp) / mmol dm~ < 0,5) na transformaciju vaterita u
kalcit u pocetnim uvjetima: ¢(CaCl,) = 10 mmol dm3, ¢(Na,CO,) =5 mmol dm™3, pH. = 9,3 i

I. = 0,3 mmol dm=3. Uzorkovanje je vrseno svakih 5000 s, dok su eksperimenti prekinuti

nakon 1000 min. Koli¢ina neistalozenog kalcija odredena je iz filtrata pomocu ionske
kromatografije. Rast kalcita i vaterita istrazen je u istim uvjetima kao i eksperimenti
transformacije osim nizeg pH (pHi = 8,2) dok je eksperiment otapanja vaterita istraZzen u Cistoj
vodi. Eksperimenti rasta vaterita i otapanja vaterita inicirani su dodatkom kristalnog sjemena

vaterita (s = 11,9 m? g ™).

Eksperimenti rasta kristala kalcita uz dodatak kemijski, strukturno i morfoloski dobro
definiranog kristalnog sjemena kalcita (s = 2,2 m? g1), provedeni su u sustavu relativno niske
pocetne prezasic¢enos¢i (¢(CaCl,) = ¢(NaHCO,) = 5 mmol dm=3, pH. = 7.94). Eksperimenti su
inicirati dodatkom sjemena u metastabilnu otopinu CaCOsz koja je sadrzavala razliCite
koncentracije aminokiselina (10 < c(AA) / mmol dm= < 75). Poéetne masene koncentracije

kristalnog sjemena Kalcita (y, = 250,0 mg dm~3) odabrane su tako da povrsina kristalnog
sjemena iznosi A, = 0,55 m? dm=3. Eksperimenti su prekidani nakon dva sata. Na osnovi

rezultata dobivenih kinetiCkim mjerenjima rasta kristala uz dodatak aditiva, odredene su

konstante ravnoteze adsorpcije svake aminokiseline na povrSinu kalcijeva karbonata.

Istrazen je 1 utjecaj dipeptida i derivata salicilne kiselina na rast kristala kalcita u istim
uvjetima kao i u slucaju aminokiselina. KoriStene koncentracije aditiva bile su znatno nize:
dipeptidi (10 < c(dipeptid) / umol dm= < 1000); derivati salicilne kiseline (0,5 < c(Sal-
derivati) / pmol dm= < 15,0). Dodatak dipeptida uzrokovao je ranije postizanje ravnoteze, pa

su u ovom slu¢aju pokusi prekidani nakon jednog sata.

Pripravljani su kompoziti gelatora male molekulske mase i CaCO3 otapanjem gelatora
U otopini karbonatnih iona pomocu ultrazvuka (t = 15 min) 1 magnetske mijesSalice.
Eksperimenti su napravljeni u staklenim testnim epruvetama promjera 8 mm. Dodatkom Ca?*
doslo je do snizenja pH, Sto je dovelo do formiranja gela te talozenja. Eksperimenti su

prekidani nakon 18 sati suSenjem na 120 °C.
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4.3. Metode

Specifiéna povrsina kristalnog sjemena odredena je koriStenjem Brunauer-Emmett-Teller
(BET) metode pomoc¢u instrumenta Micrometrics, Gemini 2380. Kemijska analiza provedena

je ionskom kromatografijom pomocu instrumenta Dionex, 1C-1000.

Udio asparaginske kiseline u kalcitu odreden je metodom HPLC/MS na instrumentu
Shimadzu LCMS-2020 s kolonom Macherey-Nagel EC50/3 Nucleodur PolarTec, 50 x 3 mm,
veli¢ine &estica od 3 um. Kao mobilna faza koristena je smjesa 20 mmol dm~ amonijev acetat
I acetonitrila. Asparaginska kiselina je odredena pri m/z = 134. Mjerenja su provedena na

Zavodu za analiticku kemiju Fakulteta kemijskog inzenjerstva i tehnologije.

Reoloska svojstva biokompozitnih materijala kalcita i gelatora male molekulske mase
ispitana su pomocu instrumenta Anton Paar rheometer MCR 102 u Zavodu za kemiju

"Giacomo Ciamician" Sveucilista u Bologni.
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4.3.1. Potenciometrija

Talozenje kalcijeva karbonata (CaCO,) je protolitiCka reakcija
Ca®*(aq) + HCO; (aq) S CaCO, (s) + H (aq) (81)

pri kojoj dolazi do oslobodanja iona H* zbog ¢ega se mijenja i pH reakcijskog sustava pa se
napredovanje i doseg reakcije mogu pratiti potenciometrijski mjerenjem promjene pH
otopina. Talozenjem kalcijeva karbonata dolazi do pomicanja reakcije u desno §to uzrokuje
poveéanje koncentracije H' iona, tj. smanjenje pH reakcijske otopine. Na temelju navedene

jednadzbe rast kristala CaCO, se moze pratiti promjenom pH otopine.

U tu svrhu koriStena je kombinirana staklena / kalomel elektroda (Red Rod) koja je bila
povezana s digitalnim pH-metrom (PHM 290, Radiometer). Elektroda je bazdarena pomocu
standardnih pufera pH = 7,000 i pH 10,012 (Radiometer analytical).

4.3.2. Skenirajuca elektronska mikroskopija

Morfologija nastalog taloga odredena je pretraznom elektronskom mikroskopijom (SEM).
Slike taloga dobivenog spontanim taloZenjem i vaterita prije transformacije analizirane su
pomocu instrumenata JEOL GSM-7000F u Laboratoriju za sintezu novih materijala Instituta
Ruder Boskovi¢. Morfologija kalcita nakon transformacije istrazena je u Zavodu za
nanostrukturne materijale Instituta Jozef Stefan u Ljubljani (FE-SEM JEOL 7610F)
Biokompozitni matetijali kalcita i gelatora male molekulske mase su karakterizirani pomocu

instrumenta Phenom FEI u Zavodu za kemiju "Giacomo Ciamician™ Sveucilista u Bologni.

Suhi uzorci su nano$eni na ljepljivu uglji¢nu traku (engl. carbon tape) bez dodatnog

naparavanja.
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4.3.3. Difrakcija rentgenskih zraka na polikristalnom uzorku

Rentgenska difrakcija se temelji na Braggovom zakonu, koji govori da ¢e do konstruktivne
interferencije (refleksije) do¢i u slu¢aju kada je duljina puta proporcionalna valnoj duljini (4).

Navedeni zakon se moze prikazati jednadzbom:
2dsingd =4 (82)

gdje je d razmak izmedu ploha jedini¢ne ¢elije kristala, dok je 8 ulazni kut rentgenske zrake.
Valna duljina ovisi 0 metalu koji se koristi kao izvor rentgenskih zraka. Udaljenost ploha se
moze izraCunati pomocu Braggovog zakona (82), pomocu difrakcijskog kuta 6 pri kojem se u

difraktogramu nalazi odredeni pik.

Difrakcija rendgenskih zraka na polikristalnom uzorku (PXRD) istrazena je u
Laboratoriju za morsku nanotehnologiju i biotehnologiju Instituta Ruder Boskovi¢ (Rigaku
Ultima 1V diffractometer). Koristen je bakar, koji generira zrac¢enje valne duljine od 154 pm te
Bragg-Brentano parafokusna geometrija s Ni filterom, 5° Soller prorezom i proporcionalnim
brojacem. Intenzitet difrakcije mjeren je u podrucju kuta 20°< 26 < 60°. Brzina mjerenja je
bila 1° 26 po minuti s korakom od 0,01° 26. Dobiveni difraktogrami su analizirani pomocu
Rigaku softvera (PDXL2).

Rentgenska difrakcija na polikristalu se koristila za identifikaciju krutine usporedujuéi
Koristeni su difraktogrami standarnih uzoraka koji se nalaze u bazi podataka koja se naziva
The powder diffraction file (PDF), koju odrzava Joint Committee on Powder Diffraction
Standards (JCPDS). Navedena metoda se koristi kako za kvalitativno tako i za kvantitativno
odredivanje sastava uzoraka. Pomo¢u PXRD odredena dimenzija kristalne reSetke te je

odredena distorzija kristalne reSetke uz dodatak aminokiselina.

Maseni udjeli vaterita i kalcita odredeni su metodom ,,Reference Intensity Ratio*
(RIR), koja se koristi za kvantitativnhu analizu. Metoda RIR se temelji na skaliranju svih
difrakcijskih podataka na difrakciju referentnog materijala. Udio kalcita je izraCunat prema
PDF podacima ICDD 01-071-3699, dok je za vaterit koristen referentni difraktogram ICDD
01-074-1867.
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4.3.4. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom

Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR) se ¢esto koristi u svrhu
kvalitativnog odredivanja polimorfa ili hidratnih oblika biominerala, ali isto tako i za
semikvantitativno odredivanje. Metodom FTIR kvantitativno je odredivan sastav smjese
polimorfa kalcijevih karbonata (Kkalcita, vaterita).84® Instrument je neophodno bazdariti,
odnosno odrediti konstante proporcionalnosti (K) izmedu apsorbancije i mase ¢istih polimorfa
pri karakteristiénim vrpcama (karakteristiéna vrpca za kalcit je pri valnom broju 713 cm™, za
vaterit je 745 cm™). Jednadzba koja prikazuje proporcionalnost odgovara Lambert-Beerovom

zakonu za ¢vrsto stanje, a moze se prikazati kao:
A=k-m (83)

gdje A predstavlja apsorbanciju, k je konstanta proporcionalnosti te ujedno i nagib bazdarnog
pravca, dok m predstavlja masu polimorfa u mjerenoj KBr pastili. Dobiveni bazdarni pravci

prikazani su na slici 4.1.

Kaleit Vaterit
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014 e o1 4 .
®v=712cm1 .. - ev=745¢em-1 [
012 + . y=0.101x
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o+~ 1 ‘ 1 | | 0 = + + + } + ‘
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Slika 4.1. Bazdarni pravci za polimorfe kalcijeva karbonata (kalcit, vaterit)

Nakon odredivanja bazdarnih pravaca za pojedine polimorfe snimi se spektar smjese
te se koristenjem jednadzbe (83) moze odrediti masa pojedinog polimorfa u smjesi. Naravno,

iz dobivenih masa se mogu odrediti i maseni udjeli pojedinog polimorfa.
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Za analiza polimorfnog sastava smjese kalcita i vaterita dobivenog spontanim

taloZzenjem koristen je instrument Tensor 11 spectrometer, Bruker).

4.3.5. Elektronska paramagnetska rezonancija

Elektronska paramagnetska rezonancija (EPR) je metoda koja se temelji na detekciji
nesparenih elektrona, tj. paramagnetskim svojstvima materijala.?® Pomo¢u EPR metode
proucena je lokalna distorzija kristalne reSetke kalcita uslijed ugradnje aditiva. S obzirom da
kalcijev karbonat nema nesparenih elektrona, dodan je element s nesparenim elektronima
Mn?*. Dodatkom Mn?* u malim koli¢inama, reda veli¢ine 10~ mol dm=3, prilikom taloZenja,
dolazi do izomorfne supstitucije pri ¢emu pojedine atome Ca®* zamijenjuje Mn?*. Zbog

zanemarivo malog dodatka Mn?*, nema promjene svojstava samog kalcijeva karbonata.

Karakterizacija uzoraka provedena je na temelju odredivanja spektralnih parametara
pri mjerenju spektra Mn?* uz dodatak razli¢itih koncentracija aminokiselina unutar kalcita.®’
Prvi spektralni parametar koji se odreduje je aksijalni parametar distorzije (D), koji se
mijenja kao funkcija vrste i koncentracije dodatnog iona. Slika 4.2 prikazuje spektar praha
Mn?* u kalcitu, gdje se promjena D' vidi kao promjena cijepanja paralelne i okomite
komponente Sirine EPR linije. Cijepanje je najvec¢e za EPR liniju M, = -5/2, te se aksijalni
parametar distorzije mjeri izmedu maksimuma paralelne komponente i minimuma okomite
komponente (D"), kao $to je prikazano na slici 4.2. Promjenom D' prati se distorzija kristalne

reSetke uslijed ugradnje Mn?* na mjesto Ca?* unutar kristalne resetke.
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Slika 4.2. Tipi¢ni EPR spektar dodanog Mn®* u kalcitu, koji prikazuje prijelaz izmedu M, = +1/2 ¢ —

1/2 te asignaciju Sest glavnih linija. Magnetsko polje (B) se povecava prema desno. Dodatak b

prikazuje liniju pri M, = -5/2, krajnje linije (wing lines) te definicije mjerenih parametara®’

EPR mjerenja provedena su na instrumentu Varian E-109 X-band (frekvencije ~ 9,5
GHz) s Bruker ER 4111 VT jedinicom za kontrolu temperature pod strujom N2 u Laboratoriju
za magnetske rezonancije Instituta Ruder Boskovi¢. Za kalibraciju magnetskog polja koristen
je standardni Varian ,,strong pitch“ s poynatim brojem spinova 3 - 10 spin / cm i g-
vrijednosti g = 2,0028. Suhi uzorak (m = 15-30 mg) je stavljen u kvarcnu cjev¢€icu i spektri su
snimljeni pri istim eksperimentalnim uvjetima. Koristena je amplituda modulacije od 0,1 mT 1

mikrovalna snaga od 2 mW.
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§ 5. REZULTATI | RASPRAVA

5.1. Talozni dijagram

Spontano taloZenje je postupak dobivanja CaCOz naglim mijeSanjem otopina konstitucijskih
iona (CaCl, i Na,CO,).* Na svojstva nastalog taloga utje¢u razni uvjeti, kao na primjer
temperatura, koncentracije reaktanata, mijeSanje, pH, ionska jakost, itd. Da bi se dobio zeljeni
talog potrebno je sustavno pretraziti Sire podrucje koncentracija reaktanata pri konstantnim

uvjetima. Odabrani konstantni uvjeti su: ionska jakost, I. = 0,3 mol dm? (namjestena

c

dodatkom natrijevog klorida), pocetni pH reakcijske smjese, pH, = 8,3, temperatura 4 = 25 °C,

vrijeme taloZenja t = 1 h i magnetsko mijesanje. Raspon koncentracija reaktanata je izabran
izmedu 1 mmol dm= i 20 mmol dm=3, §to je uzrokovalo promjenu relativne prezasiéenosti
otopine, §to je prikazano na slici 5.1.a. Talozi su analizirani nakon jednog sata koriStenjem
FTIR spektroskopije. U istrazenom podru¢ju doslo je do talozenja vaterita i Kalcita,
pojedinacno ili u smjesi. Na temelju dobivenih podataka izraden je talozni dijagram koji je

prikazan na slici 5.1.b.

Na taloznom dijagramu se moZze vidjeti podrucje u kojem ne dolazi do taloZenja (plave
oznake), koje se nalazi pri nizim koncentracijama i relativnim prezasi¢enostima manjima od 5
((S—1) <5). Pri visim koncentracijama i relativnim prezasi¢enostima u podru¢ju visem od 15
((S—1) > 15) dolazi do talozenja smjese kalcita i vaterita (sive oznake), dok je pri umjerenim
koncentracijama i relativnim prezasi¢enostima u podrucju 10 < (S — 1) < 15 dominantna faza
vaterit. Navedena pojava se lako moZe objasniti, jer je vaterit metastabilna faza pa je moguce
da je pri viSim koncentracijama nastali vaterit ve¢im dijelom transformirao u kalcit. Pri
umjerenim koncentracijama reaktanata procesi su sporiji zbog niZe prezasi¢enosti te nije doslo
do transformacije. Granica taloZenja je odredena zutim podru¢jem pri kojima je doslo do
zamucéenja reakcijske otopine, §to se moze pretpostaviti da je vaterit (S — 1) = 10). U

podrucju relativnim prezasicenosti 5 < (S — 1) < 10 otopina je metastabilna.
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Slika 5.1. Dijagrami taloZenja CaCOs U uvjetima I_= 0,3 mol dm’3, pH. =8313=25°C,t=1h, 3-D

prikaz ovisnosti relativne prezasic¢enosti o koncentraciji reaktanata (a) i 2-D projekcija izracunatih

vrijednosti prezasic¢enosti s tockama koje predstavljaju eksperimentalno pripremljene uzorke kojima je
odreden sastav taloga (b)
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Na dijagramu (slika 5.1.b) su jo§ oznaCene koncentracije reaktanata (crvene velike
oznake) koje predstavljaju odabir taloznog sustava za daljnje eksperimente spontanog
talozenja i1 eksperimente rasta na kristalnom sjemenu. Talozni sustav za spontano talozenje
odabran je pri viS§im koncentracijama, pri ¢emu je i relativna prezasi¢enost visa da bi se
postigli uvjeti spontanog talozenja (c,(Ca),,, = ¢,(CO,),,, = 10 mmol dm). Druga oznaka je
pri nizim koncentracijama reaktanata da bi imali metastabilnu prezasi¢enu otopinu, koja nece
spontano taloziti u odredenom periodu tako ¢ime je smanjena mogucnost sekundarne
nukleacije i postignuti uvjeti za ispitivanje samo rasta na dodanom kristalnom sjemenu
(c,(Ca),, = ¢,(CO,),,, = 5 mmol dm™3).
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5.2. Djelovanje aminokiselina na spontano taloZenje kalcijeva karbonata

Tijekom spontanog talozenja, dominantan je proces nukleacija, ali se istovremeno zbivaju i
procesi otapanja kristala nestabilne faze i rasta stabilne i nestabilne. U ovoj disertaciji odabran
je sustav u kojem inicijalno dolazi do taloZenja smjese vaterita i kalcita (slika 5.2), kako bi se

mogao uociti utjecaj AA na spontano talozenje oba polimorfa CaCO3.17
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Slika 5.2. Karakterizacija taloga nastalog spontanim talozenjem bez dodatka AA: FTIR (a), PXRD (b),
SEM (c) i EPR (d).

Na slici 5.2 mogu se vidjeti rezultati karakterizacije taloga nastalog spontanim
talozenjem pri odabranim eksperimentalnim uvjetima (c,(Ca),,, = ¢,(CO,),,, = 10 mmol dm3,
pH, = 10,7 i $ = 25 °C uz mehanicko mijeSanje). Metodom FTIR i PXRD (slika 5.2a i b)
odreden je polimorfni sastav te je pronadeno da se talog sastoji od 83 + 3 % kalcita, dok je

ostatak vaterit. Na SEM slici (slika 5.2c) moze se vidjeti romboedarska morfologija kalcita
nastalog bez dodatka AA, ali i kuglaste Cestice vaterita. Na EPR spektru (slika 5.2d) vidi se
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tipiéni EPR spektar Mn?* probe ugradene u kalcit, koji prikazuje prijelaz izmedu spinskih
stanja (M| = +5/2 <> —5/2) te asignaciju Sest glavnih linija.

Spontanim talozenjem se nukleacija ne prati direktno, ve¢ indirektno proucavanjem
morfologije kristala, ali i promjene polimorfnog sastava, kao i distorzije kristalne resetke

kalcita.
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5.2.1. Morfologija

Proucavanjem morfologije kalcita nastalog spontanim talozenjem uz dodatak AA moze se
indirektno razjasniti utjecaj AA na nukleaciju kalcita.” Stoga, prou¢ena je morfologija kalcita
taloZzenog uz razli¢ite koncentracije odabranih AA. Dodatkom svih AA doslo je do promjene
morfologije, $to se moze vidjeti na slikama 5.3, 5.4 i 5.5. Pove¢anjem koncentracije svih
odabranih AA povecava se promjena morfologije i efekti su vise izrazeni. Moze se zakljuciti
da je primarni efekt zbog utjecaja a-skupine AA. U proteinima same a-skupine su unutar

peptidnog lanca te ne sudjeluju u medudjelovanju proteina i CaCO,. Sve koriStene AA

nemaju zastiCene a-Skupine, stoga se smatra da do razlika utjecaja izmedu odabranih AA

dolazi od razlika funkcionalnih skupina na bo¢nim ograncima.

Na slici 5.3 usporedeni su kalciti nastali dodatkom aminokiseline s razli¢itim nabojem
bocnog ogranka. U fiziolo§kim uvjetima Asp bi bio negativan, Lys pozitivan, a Asn neutralan.
Medutim, pri pH od 10,76 sve tri AA su negativno nabijene da bi sve bile isto nabijene kao i
povrsina kalcita, ali im neto naboj raste istim redoslijedom. Pri eksperimentalnim uvjetima
koriStenim u ovoj disertaciji, Asp je najnegativniji, s neto nabojnim brojem od -1,93, a Lys
najpozitiniji (neto naboj -0,72), dok je Asn s neutralnim bo¢nim ogrankom, vrijednost neto
naboja, Z = -0,99, je izmedu vrijednosti za Asp i Lys. Analize su pokazale da je u slucaju
dodatka Asp utjecaj najveci te se moze uociti potpuna promjena morfologije, koja je nalik na
ruzu. Navedena pojava je uodena i u istrazivanjima F. Meldrum i suradnika.'® Osim toga,
dolazi do smanjenja veli¢ine kristala pove¢anjem koncentracije Asp. Slabiji utjecaj se moze
uociti kod dodatka Asn, dok je u sluéaju Lys djelovanje jos slabije. Smanjenjem naboja
smanjuje se i utjecaj na morfologiju kalcita, a sa time i indirektno na nukleaciju kristala
kalcita. Uogeno najsnaznije djelovanje Asp se slaze s literaturnim podacima’*®°® i moze se
objasniti vezanjem Asp s karboksilnom skupinom (-COOH) bo¢nog lanca na stepenicu rasta.
Zbog toga dolazi do prestanka rasta te stepenice i pocetka rasta nove. Zato se utjecaj AA

moze objasniti nastankom sve vise stepenica.
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Asp Asn Lys

c¢(AA) / mmol dm3

Slika 5.3. SEM slike kalcita dobivenog spontanim talozenjem pri razli¢itim koncentracijama Asp, Asn
i Lys u uvjetima c,(Ca),, = ¢,(CO,),,, = 10 mmol dm™, pH, = 10,7 i $ = 25 °C.

Osim naboja bo¢nih ogranaka, utjecaj AA na morfologiju kalcita moze biti uzrokovan
vodikovim vezama izmedu boénih ogranaka AA i povrSine kalcita. Stoga su istrazeni utjecaji
parova AA (Tyr / Phe i Ser / Ala) koji se razlikuju samo po —OH skupini na bo¢nom ogranku,
s kojom mogu dodatno medudjelovati s vodikovim vezama na povrSinu kalcita. Na slikama
5.4 15.5 se moze uociti da je utjecaj Tyr i Ser, koji imaju potencijal za dodatne vodikove veze
preko —OH skupine, veci od utjecaja njihovih parova Phe i Ala. Na temelju toga se moze
zakljuciti da dodatna vodikova veza pogoduje jaCem utjecaju AA na promjenu morfologije

kalcita.
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Tyr Phe

c¢(AA) / mmol dm3

Slika 5.4. SEM slike kalcita dobivenog spontanim taloZzenjem pri razli¢itim koncentracijama Tyr i Phe
u uvjetima ¢,(Ca),, = ¢,(CO,),,, = 10 mmol dm™, pH, = 10,7 i 9= 25 °C.

Treba istaknuti da dodatkom Tyr dolazi do nastanka nove plohe (001), Sto se moze
vidjeti na slici 5.4c. Nastanak nestabilne (001) plohe se moze objasniti utjecajem fenolnog
prstena na povrSinu kalcita, kao S§to je pretpostavljeno kod istrazivanja utjecaja

poli(stirensulfonata) (PSS) u literaturi,3%°!
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25

c¢(AA) / mmol dm3
3

75

Slika 5.5. SEM slike kalcita dobivenog spontanim taloZenjem pri razli¢itim koncentracijama Ser i Ala

u uvjetima c,(Ca),, = ¢,(CO,),,, = 10 mmol dm, pH, = 10,7 i $ = 25 °C.
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5.2.2. Polimorfizam

Utjecaj AA na polimorfizam je u ovoj disertaciji prou¢en kao promjena polimorfnog sastava
smjese kalcita i vaterita pri spontanom taloZenja uz razli¢ite koncentracije AA.1" Polimorfni
sastav odreden je pomoc¢u FTIR i PXRD metoda. Pomocu obje metode dobijeni su usporedivi

rezultati te je polimorfni sastav prikazan kao srednja vrijednost rezultata dviju metoda.

Na slici 5.6 prikazana je promjena masenog udjela pojedinog polimorfa nastalog u
smjesi, uz dodatak razli¢itih koncentracija AA. Pri nizim koncentracijama AA dolazi do
smanjenja masenog udjela kalcita dodatkom odabranih AA. Utjecaj je najmanje izrazen kod
Ala 1 Phe, $to je u skladu s pretpostavkom da nemaju potencijala za dodatne vodikove veze
preko bo¢nog ogranka. Pri viSim koncentracijama Asp, Lys i Tyr dolazi do taloZenja kalcita
kao dominantne faze. U slu¢aju Asp kalcit nastaje veé pri koncentracijama od 25 mmol dm3,
dok kod Lys pri koncentraciji od 50 mmol dm=3, a Tyr tek kod koncentracije od 75 mmol
dm=. Moze se zakljuciti da Asp pokazuje najizraZeniji utjecaj. Porast koncentracije Asn
uzrokuje porast udjela kalcita, ali manje izraZeno nego kod navedene tri AA. Usporedbom
Asp, Asn i Lys moze se pretpostaviti da naboj, pozitivni ili negativni, na bo¢nom lancu
pogoduje nastanku kalcita pri ve¢im koncentracijama, a da polarna skupina na bo€nom lancu

isto pogoduje, ali puno slabije.

Promjena djelovanja AA je uocena nakon dodatka neke grani¢ne koncentracije, dvojni
efekt aditiva (inhibicija i promocija), §to je uoceno i ranije u literaturi.*>4® Dvojni efekt se
mozZe objasniti slabim 1 nespecificnim medudjelovanjima sa povrSinom, pri ¢emu dolazi do
adsorpcije aditiva na aktivna mjesta rasta 1 stepenice, Sto uzrokuje smanjenje kemijskog

potencijala povrSine CaCO; i1 posljedicno rasta efektivne energije kristalizacije.
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Slika 5.6. Maseni udio kalcita u smjesi kalcita i vaterita dobivenoj spontanim talozenjem pri razli¢itim

koncentracijama Asp, Asn i Lys u uvjetima c(Ca),, = ¢,(CO,) _, = 10 mmol dm, pH. = 10,7 i

tot
$ =25 °C. Crtkanom crnom linijom oznacen je maseni udio kalcita nastalog spontanim talozenjem bez
dodatka AA.
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5.2.3. Distorzija kristalne resetke

Pretpostavka je da su adsorbirane molekule aminokiselina zarobljene u kristalima tijekom
rasta kristala 1 doseg distorzije kristalne reSetke ovisi o koli¢ini ugradene AA, ali i njene
konformacije, fleksibilnosti, mjesta ugradnje i orijentacije s obzirom na konstitucijske ione
unutar kristala. Stoga je odreden molarni udio Asp u kristalu kalcita (X(Asp)) pomocu
HPLC/MS metode pri m/z = 134. Slika 5.7 predstavlja ugradnju Asp unutar kristalne resetke
kalcita izrazenu kao molarni udio Asp u kalcitu s obziorom na koncentracije Asp u otopini
(c(Asp)). Uocena je linearna ovisno i dobro slaganje, §to je u skladu s literaturom.'* Ostali
dobiveni talozi su smjese kalcita i vaterita, pa nije bilo moguce egzaktno odrediti u koji se
polimorf AA ugraduje. Medutim, na primjeru Asp se moze zakljuditi da se distorzija kristalne

reSetke moze usporedivati koncentracijom AA u otopini zbog linearne ovisnosti.

x(Asp)
0,018

0,016 -

0,014 ~

0,012 +

0,010 w I . 1 . | ‘
20 35 50 65 80

¢(Asp) / mmol dm™

Slika 5.7. Ugradnja Asp u kristalnu resetku kalcita izrazene kao molarni udio Asp u kristalima kalcita

(x(Asp)) s obzirom na koncentraciju Asp u otopini (c(Asp)).

Distorzija kristalne reSetke kalcita proucena je pomoc¢u dvije metode: PXRD i EPR.

Promjena parametara osi a i 0si C kristalne resetke iskazana je kao relativna promjena (Aa i
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AC) tj. prema jednadzbi (Xuzorak — Xref / Xref)-100, pri ¢emu je sustav bez dodatka Asp smatran

kao referentni sustav.*-8

Relativne promjene parametara kristalne reSetke kalcita (Aa i Ac) dobivenog
spontanim talozenjem uz dodatak razli¢itih koncentracija odabranih AA prikazane su na
slikama 5.8 i 5.9. Promjena je povezana s koncentracijom AA u otopini, $to je u skladu sa
ranijim istrazivanjima.!* Uodena je znalajna promjena parametra kristalne redetke Aa pri
dodatku Lys i1 s pove¢anjem koncentracije utjecaj se smanjuje. Kod talozenja sa Asn i Asp
nije doslo do promjene parametra Aa. U slucaju proucavanja potencijala vodikovih veza
uoc¢eno je da Ser i Tyr povecevaju Aa, dok njihovi parovi Ala i Phe ne utjecu znacajno na

distorziju.

Medutim, distorzija parametra AC je znacajna i najvise izrazena dodatkom Asp, dok
ostale AA ne pokazuju znacajan utjecaj. Uoceno snaznije djelovanje Asp je sukladno sa
ostalim ve¢ prikazanim rezultatima (promjena polimorfnog sastava i promjena morfologije) .
Takoder, ugradnja Asp je uskladu s ranijim eksperimentalnim istrazivanjima i simulacijama

molekulske dinamike,' pri ¢emu se distorzija € osi moZze objasniti zamjenom —CO,* skupine

kalcita s —COOH skupinom bo&nog ogranka Asp, pa molekula prolazi kroz sloj Ca?'

uzrokujuci distorziju U Smjeru c 0si.

Na temelju dobivenih rezultata moZze se zakljuciti da se AA mogu ugraditi u kristal, pri
¢emu uzrokuju distorziju kristalne reSetke. Koliku ¢e distorziju pojedina AA uzrokovati ovisi
0 konformaciji, fleksibilnosti i naboju molekule, te mjestu ugradnje i orijentaciji unutar
kristala.’® Sto je naboj bo&nog ogranka negativniji vise se mijenja resetka uzduz c osi, dok
pozitivniji mijenja uzduz a osi. Istrazene AA s potencijalom vodikove veze mijenjaju 0s a,
dok AA bez potencijala ne utjecu znacajno na kristalnu reSetku. Do sad u literaturi se tvrdilo
da vodikove veze ne utje¢u na distorziju.’® Medutim, moZe se pretpostaviti da iako se
doprinos energiji interakcije molekula s povrS§inom od strane vodikove veze moze zanemariti
u odnosu na elektrostatski ili kovalentni doprinos, vodikova veza moze utjecati na orijentaciju
AA prilikom adsorpcije i difuzije na kristalnoj plohi, posebice u podrucju aktivnih mjesta i
stepenica. Na taj je naéin potpomognuta uocena dodatna interakcija Ser, Asn ili Lys s

kristalima kalcita.
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Slika 5.8. Relativne promjene parametra kristalne resetke, Aa, za kalcit dobiven spontanim taloZenjem

pri razli¢itim koncentracijama odabranih AA u uvjetima c(Ca), , = ¢,(CO,),, = 10 mmol dm?,

tot tot

pH. = 10,71 9 = 25 °C. Referentni sustav bez AA prikazan je crtkanom crnom linijom.
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Slika 5.9. Relativne promjene parametra kristalne reSetke, Ac, za kalcit dobiven spontanim taloZenjem

pri razliCitim koncentracijama odabranih AA u uvjetima c,(Ca)

tot

= ¢,(CO,),, = 10 mmol dm,

tot

pH. = 10,71 9 = 25 °C. Referentni sustav bez AA prikazan je crtkanom crnom linijom.
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Distorzija kristalne resetke je dodatno potvrdena EPR spektroskopijom. Pri tome,
analizirani su talozi u kojima je dominantna faza kalcit. Na slici 5.10a se moze uoditi Sirenje
linija dodatkom Lys, Asp i Tyr. S time da je sa zvjezdicom oznacena promjena linije kod

dodanog Tyr koja se moze objasniti nastankom nove plohe koja je uoc¢ena sa SEM metodom.

Asp

300 320 340 360 380

) * q

|
/ | R / J‘ J
— A AAAA AN A

| f

300 320 340 360 380

Slika 5.10. EPR spektar Mn?* ugradenog u kalcit dobivenog spontanim taloZzenjem pri koncentraciji od
75 mmol dm= razli¢itih odabranih AA (a) i pri razli¢itim koncentracijama Asp (b) u uvjetima
¢,(Ca),,, = ¢,(CO,),,, = 10 mmol dm=, pH.=10,7i$=25"°C.

tot tot
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Povecanjem koncentracije Asp moze se vidjeti povecano Sirenje linija EPR spektra

(slika 5.10b). Dobiveni spektri su dodatno analizirani i odreden je parametar distorzije koji

linearno raste s koncentracijom Asp, ali i relativnom promjenom parametara kristalne resetke

a i ¢ (slika 5.11). Potvrdena je linearnost izmedu ugradnje Asp i koncentracije u otopini

prilikom taloZenja.
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Slika 5.11. Parametar distorzije (D') izraZzen kao funkcija koncentracije Asp (a), i parametara kristalne

reSetke a (b) i ¢ (c) kalcita.

EPR rezultati su komplementarni sa strukturnom i morfoloskom analizom taloga te

stoga predstavljaju doprinos u izu¢avanju interakcija malih molekula i kristala kalcita.
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5.3. Djelovanje asparaginske kiseline na transformaciju vaterita u kalcit

Transformacija vaterita u kalcit uocena je pri visokim koncentracijama reaktanata taloznog
dijagrama te je navedena pojava poblize istrazena. Odabrani su pocetni eksperimentalni
uvjeti: ¢,(Ca) = 10 mmol dm3 i ¢,(CO3) = 5 mmol dm3, ionska jakost 1, = 0,3 mol dm™®,
temperatura 3 = 25 °C i magnetsko mijeSanje. Za istrazivanje transformacije vaterita u kalcit
odabran je talozni sustav u kojem inicijalno talozi vaterit. Napravljeni su eksperimenti pri
razli¢itim pocetnim vrijednostima pH (pH,) i prikazani su na slici 5.12. Pri pH, 8,0 moze se
uociti dugo indukcijsko vrijeme (100 min) za nukleaciju vaterit. Kod pH, 8,8 indukcijsko

vrijeme se smanjilo na minutu, ali se na potenciometrijskoj krivulju moze uociti neravan
plato, Sto nije dobro za daljnja istrazivanja. Pri pH; vrijednostima od 9,3 i 9,8 moze se vidjeti
tipi¢na krivulja transformacije vaterita u kalcit:">"%8 nagli pad pH odgovara nukleaciji i rastu
vateritu (0 < t /min < 10), nakon kojeg slijedi plato (10 <t /min < 400). U tom razdoblju se
istovremeno odvijaju procesi rasta vaterita, otapanje vaterita i rasta kalcita. Drugi malo blazi

pad pH vrijednosti (400 <t /min < 500) predstavlja dio procesa u kojem dominira rast kalcita.

pH
9.7 +
PHy
8.0
92 —8.8
-_—03
8.7 —9.8
8.2 H
7.7 \
T9 , : ; ; . : , : :
0 100 200 300 400 500

t/min

Slika 5.12. Potenciometrijske krivulje trasformacije vaterita u kalcit pri razli¢itim pH, u uvjetima

¢,(Ca). . =10 mmol dm=ic(CO,). . =5mmoldm=31 =0,3moldm3i4=25°C.
i i 3/tot c

tot

Lara Stajner Doktorska disertacija



§ 5. Rezultati i rasprava 86

Tijek transformacije vaterita u kalcit pracen je i kemijskom analizom tekuce faze
reakcijske smjese, koriStenjem ionske kromatografije. Provedeno je uzorkovanje svakih 83
min te je odredena totalna koncentracija kalcija u tekucoj fazi, slika 5.13a. Moze se uociti da
promjena koncentracije Ca®* prati promjene pH: na poéetku procesa koncentracija pada §to
ukazuje da je dominantni proces rast taloga (vaterita i/ili kalcita), nakon Cega je kratki plato
tijekom kojega su brzina rasta kalcita i otapanja vaterita u ravnotezi. U posljednjoj fazi,
koncentracija Ca®* ponovno pada, $to je rezultat dominantnog rasta kalcita. Koncentracijski

plato u toj fazi, ukazuje na uspostavljanje ravnoteze izmedu suspendiranog kalcita i1 otopine.

U cilju procjene djelovanja na talozenje, u navedeni sustav dodavana je Asp, pri
razli¢itim koncentracijama. Na slici 5.13b moze se uociti da je doslo do produljenja vremena
transformacije, tj. uspostavljanja vrijednosti pH koja odgovara ravnoteZznim uvjetima u

sustavu kalcita i otopine.

Na temelju rezultata moze se zakljuciti da dodatak Asp produljuje vrijeme
transformacije vaterita u kalcit, §to moze biti uzrokovano inhibicijom otapanja vaterita ili
inhibicijom rasta kalcita.!>®® Da bi se pretpostavke potvrdile napravljeno je uzorkovanje
svakih 83 min, pri ¢emu je talog profitriran i odreden mu je polimorfni sastav koristenjem
FTIR spektroskopije. Dobiveni podaci su prikazani na slici 5.13c. Potvrdeno je da

poveéanjem koncentracije Asp dolazi do usporavanja transformacije vaterita u kalcit.
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Slika 5.13. Potenciometrijske krivulje transformacije vaterita u kalcit i doseg reakcije izrazen kao

promjena ukupne koncentracije Ca?* u modelnom sustavu (a), potenciometrijske krivulje pri razli¢itim

koncentracijama Asp (b) i promjena masenog udjela kalcita (c) u uvjetima c(Ca),, = 10 mmol dm,

¢(CO,)

tot

=5 mmol dm™>, 1_=0,3 mol dm?, pH . =9,3i9=25°C.
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Promjena parametara kristalne resSetke vaterita odredena je na uzorcima izoliranim
nakon jednoga sata, dok je kalcit analiziran nakon zavrsetka transformacije. U tu je svrhu
koristena PXRD. Proucavani su isti parametri kao i kod spontanog talozenja uz dodatak AA
opisani u poglavlju 5.2.3. Na slici 5.14 moze se uociti da su oba parametra izrazenija kod
vaterita nego kalcita, §to se moze objasniti sa slabijom uredenos¢u strukture vaterita pa moze
lakSe do¢i do distorzije. UoCena pojava je u skladu s literaturom. Meldrum i suradnici su

uocili da Asp vrlo dobro ulazi u strukturu kalcita tako da —COOH skupina Asp zamjenjuje

jednu od CO,% skupina.®
Aal % Ac /%
0.3
02 + . |
G ’
0.1 + -
0.0 W T D
T T— T R——
'0,1 t } I I
0,0 0.1 0.2 0.3 0.4

c(Asp) / mmol dm™

Slika 5.14. Relativne promjene parametara kristalne reSetke Aa, prazne oznake, i Ac, pune oznake,

vaterita, kruZi¢i, i kalcita (kvadrati¢i), izoliranih u sustavu c,(Ca),,, = 10 mmol dm=3, ¢(CO,),, =

5 mmol dm3, 1_=0,3 mol dm™, pH, = 9,3 i § = 25 °C te uz razliciti dodatak Asp. Referentni sustav

bez AA prikazan je crtkanom crnom linijom.
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Distorzija kristalne resetke kalcita dodatno je prou¢ena EPR spektroskopijom.?0:88:90.91

Da bi se omogucila detekcija signala potrebni su nespareni elektroni, tj. atomi s
paramagnetskim svojstvima. Stoga, pri po¢etku reakcije dodan je Mn?* za koji je poznato da
se efikasno i izomorfno ugraduje u strukturu kalcita. Ioni Mn?* se nazivaju probom, koja se
Cesto koristi za proucavanje distorzije lokalnog magnetskog polja u kristalnoj reSetci
kalcita.**®8 Da bi se istrazilo koja je najniza koncentracija Mn?* potrebna da bi se uocio signal
napravljeni su eksperimenti pri razli¢itim koncentracijama Mn?* i snimljeni su EPR spektri
koji su prikazani na slici 5.15. Moze se vidjeti da se povisenjem koncentracije Mn?* povecava
i signal. Pri koncentraciji od 2-10~" mol dm3 odziv mjerenja je pogodan, a ne utjece na druge

parametre transformacije, stoga je navedena koncentracija odabrana za sva daljnja mjerenja.

c¢(Mn?") / 107 mmol dm-3

o

290 310 330 350 370
B/mT

Slika 5.15. Spektri EPR mjerenja Mn?* kao probe u kalcitu pri razli¢itim koncetracijama Mn?*.

Preliminarnim pokusima provjereno je utjece li dodatak Mn?* na tijek transformacije.
Rezultati usprednih kineti¢kih mjerenja prikazani su na slici 5.16. MoZe se uociti da
potenciometrijske krivulje ne razlikuju, stoga Mn?* ne utjede na transformaciju te je koristen

kao proba.
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Slika 5.16. Potenciometrijske krivulje transformacije vaterita u kalcit bez Mn?* i uz prisutstvo Mn?* pri
uvjetima c¢(Ca), , = 10 mmol dm3, ¢(CO,),, =5 mmol dm, 1_=0,3 mol dm™, pH,=9,3i 9=25°C.

Promjenom koncentracije Asp dodane u talozni sustav nije uo¢ena znacajna promjena
EPR spektra kalcita, kao §to je prikazano na slici 5.17. Stoga se moze zakljuciti da je EPR u

usporedbi s PXRD manje osjetljiva metoda za proucavanje distorzije kristalne reSetke kalcita.
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Slika 5.17. EPR spektar Mn?* ugradenog u kalcit prilikom transformacije vaterita u kalcit pri razli¢itim

= 10 mmol dm?, ¢(CO,),, = 5 mmol

koncentracijama Asp oznaCenim na slici u uvjetima ¢(Ca) ot

tot

dm=,1_=0,3mol dm?3, pH =9,3i9=25°C.
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Utjecaj na morfologiju vaterita i kalcita proucen je pomocu SEM. Na slici 5.18 moze
se vidjeti da se morfologija vaterita nastalog u opisanom taloznom sustavu ne mijenja s

promjenom koncentracije Asp u rasponu od 0,1 do 0,5 mmol dm=

10pum WD 10.0mm

50KV X2,500 m,m. WD 10.0mm - . 5 OkV X2.500  10um )ﬂﬂ ‘Iﬂum WD 10.0mm

Slika 5.18. SEM slike kristala vaterita pri razli¢itim koncentracijama Asp i: a) 0,00 mmol dm=3,
b) 0,10 mmol dm, ¢) 0,25 mmol dm3, d) 0,50 mmol dm u uvjetima ¢,(Ca),, = 10 mmol dm3,

¢(CO,),,, =5 mmol dm=,1 =0.3 mol dm? pH,=9.3i9=25°C.

tot
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Za razliku, morfologija kalcita se mijenja pove¢anjem koncentracije Asp (slika 5.19).
Pravilni romboedri kalcita vide se na slici 5.19a u slu¢aju bez dodatka Asp. Dodatkom Asp se
vrhovi romboedra zaobljuju i1 postaju sve viSe okrhnuti te se pri najviSoj primijenjenoj
koncentraciji oblik romboedra tesko prepoznaje. Sli¢na promjena uocena je ranije u literaturi
kod dodatka magnezijevih i sulfatnih iona.** Zaobljavanje vrhova romboedra uogeno je u
literaturi i kod spontanog taloZenja uz prisutstvo Asp.>® Pretpostavka je da do zaobljavanja
vrhova dolazi zbog selektivnog vezanja Asp na bridove stepenice rasta.>* Zbog vezanja na

stepenici dolazi do formiranja novih ploha.

[ ] 10pm IJS
5.0kV LEI SEM WD 7.5mm 5.0kV LEI SEM WD 7.2mm

lpm  IJS % L& - lum  IJS
X 3,000 5.0kV LEI SEM WD 7.5mm S it A i 5.0kV LEI SEM WD 7.7mm

Slika 5.19. SEM slike kristala kalcita pri razli¢itim koncentracijama Asp i: a) 0,00 mmol dm=,
b) 0,20 mmol dm3, ¢) 0,25 mmol dm3, d) 0,50 mmol dm u uvjetima c,(Ca),, = 10 mmol dm3,

¢(CO,),, =5 mmol dm=,1_=0,3 mol dm?® pH =9,3i9=25°C.

tot
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Kao $to je ve¢ navedeno, tijekom transformacije vaterita u kalcit zbiva se viSe procesa
istovremeno. Da bi se detaljnije proucili pojedinacni procesi provedeni su eksperimenti rasta
na kristalnom sjemenu vaterita, otapanje vaterita i rasta na kristalnom sjemenu kalcita. Rast
vaterita i kalcita istrazen je eksperimentima pri nizem pH (pH, = 8,2) da bi otopina bila
metastabilna te su kristali odgovarajué¢ih polimorfa dodavani u reakcijsku otopinu pri istim
uvjetima kao S§to su provedeni eksperimenti transformacije (c,(Ca),, = 10 mmol dm3,

¢(CO,),, = 5 mmol dm3 I = 03 mol dm® ¢ = 25 °C). Tijek reakcije pracen je

3)tot
potenciometrijski, §to se moze vidjeti na slici 5.20. Otapanje vaterita inicirano je naglim

dodatkom taloga vaterita u ¢istu vodu. Na slici 5.20 moze se uoditi porast pH, uzrokovan

otapanjem.
pH c(Asp) / mmol dm?
10,0 ¥ 0,00
—0.10
9.5 - otapanje vaterita 0.25
00 —0,50
8.5 1
8,0 - rast vaterita
7.5 + |
rast kalcita
7.0 . | ' | ' |
0 200 400 600

Slika 5.20. Potenciometijske krivulje rasta vaterita, rasta kalcita i otapanje vaterita pri razli¢itim

koncentracijama Asp u uvjetima ¢(Ca), , = 10 mmol dm™, ¢(CO,),, =5 mmol dm®, I_= 0,3 mol dm

tot

i$=25°C.

Lara Stajner Doktorska disertacija



§ 5. Rezultati i rasprava

94

5.0

]
N

=
|
T

log(de/dr - A

58 +

s

c(Asp) / mmol dm?
© 0,00
©0,10
©0.25
00,50

otapanje vaterita

log((c - ¢;) / mol dm™)

7.0 +

log(de/dt - 41

-8,0 +

¢(Asp) / mmol dm?
© 0,00
(.10
® (.25
00,50

rast vaterita

3.9

3,6 -3,3

log((c - ¢,)/ mol dm™)

-5,0

>

'
o
[F%]
|
T

log(dc/dt - A1)

1
=
[=)
I
T
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Slika 5.21. Prikaz brzina reakcija rasta vaterita, otapanja vaterita i rasta kalcita pri razliitim

koncentracijama Asp kao funkcije apsolutne prezasiCenosti u uvjetima c(Ca),, = 10 mmol dm=3,

¢(CO,)

tot

=5 mmol dm3, l.=0,3mol dm3i3=25"°C.
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Iz navedenih potenciometrijskih krivulja koriste¢i jednadzbe (36), (37) i (38) odreden
je red reakcije rasta i/ili otapanja vaterita i/ili kalcita, pri razli¢itim koncentracijama Asp (slika
5.21 i tablica 5.1). PoviSenjem koncentracije Asp, red reakcije otapanja vaterita (n = 1) se ne
mijenja znac¢ajno i sustavno, dok se red reakcije rasta vaterita i kalcita sustavno mijenja. Tako
dobivene vrijednosti ukazuju da je doslo do promjene mehanizma rasta, te da dominantno
spiralni mehanizam uocen u Cistom sustavu kalcita postupno prelazi u rast kontroliran
nukleacijom na povrSini. Vaterit u cijelom podrucju koncentracija dodatka Asp raste prema
mehanizmu povrSinske nukleacije (n > 3), pri ¢emu n sustavno raste, $to ukazuje na njegov
znacajniji doprinos u odnosu na moguéi rast na spiralnoj plohi. Otapanje vaterita je u cijelom
podrucju eksperimentalnih uvjeta kontrolirano difuzijom iona u otopini i nije uo¢eno znacajno
djelovanje dodatka Asp na taj proces. U literaturi®® je pretpostavljeno da je rast kalcita

inhibiran tijekom transformacije uz dodatak Asp.

Tablica 5.1. Red reakcije (n) rasta vaterita, otapanja vaterita i rasta vaterita

c(Asp) / mmol dm- rast vaterita otapanje vaterita rast kalcita
r]gv r]ov r]k
0,00 3,16 1,16 2,04
0,10 3,32 1,47 2,33
0,25 3,46 1,13 2,87
0,50 3,66 1,12 3,68
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5.4. Rastiniciran dodatkom kristalnog sjemena kalcita

Kako bi bio procijenjen doseg interakcija pojedinih AA s povrsinom kalcita, provedena je
analiza kinetike rasta kristala CaCQO, iniciranog dodatkom kristalnog sjemena kalcita

romboedarske morfologije (slika 5.22).

SEI 5.0kY X10,000 1um WD 10.1mm

Slika 5.22. SEM slika kristalnog sjemena kalcita koriStenog u eksperimentima rasta iniciranog

dodatkom kristalnog sjemena

U tu je svrhu koristeno prethodno pripremljeno kristalno sjeme kalcita koje je bilo
detaljno karakterizirano, a rast je provoden u sustavu relativno niske pocetne prezasi¢enosti
(koncentracije reaktanata c,(Ca),,, = ¢,(CO,),,, = 5 mmol dm, pri pH, = 7,91 9 = 25 °C, S; =
3,6). Dodatkom kristalnog sjemena u metastabilnu otopinu osigurano je da nema spontanog

talozenja. Navedeni uvjeti potrebni su da bi se sprijecila sekundarna nukleacija te da bi
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rezultati odgovarali samo rastu kalcita. Dodatkom kristalnog sjemena dolazi do rasta kristala
§to je praceno potenciometrijski. Da bi se ispitala reproducibilnost, eksperimenti su
ponavljani viSe puta. Odreden je mehanizam rasta kalcita testiranjem mehanizma spiralnog
rasta (j. 70) i povrsinske nukleacije (j. 71), §to je prikazano na slici 5.23.%° Iz testa se moze
vidjeti da se rast kalcita zbiva mehanizmom spiralnog rasta, pri ¢emu su odredene konstante

brzine reakcije k; = (2,21 + 0,06) umol dm™ m?s™, dok je po definiciji parabolitkog rasta

red reakcije 2. Dobivena konstanta brzine rasta kalcita je u skladu s konstantom dobivenom u

literaturi.?°

Lara Stajner Doktorska disertacija



§ 5. Rezultati i rasprava 98

R/ pmol dm m? s

3
-14.0
® q: Du b
. oa
$he oy o
142 + 904 o O
A (o)
A, » o
3 | e g9 o ©
A o 0 (o]
Z-143 + €% o
_ ® ® o °
-14.5 . } . | :
0.5 2.0 3.5 5.0
1/InS

Slika 5.23. Testiranje mehanizma spiralnog rasta (a) i mehanizma kontroliranog povrSinskom

nukleacijom (b) za rast kalcita u referentnom sustavu (bez AA).
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5.4.1. Interakcije aminokiselina s povrsinom kalcita

Utjecaj aminokiselina na rast kalcita istrazen je dodatkom kristalnog sjemena kalcita da bi se
relativno kvantificirale interakcije pojedine AA s povrSinom kalcita. Interakcije su proucene
analizom Kkinetika 1 mehanizma rasta kristala i to tako da su odredivane Langmuirove
konstante adsorpcije. Na istim je uzorcima provedena strukturna analiza, koristenjem PXRD i

EPR spektroskopija, te je odredena distorzija kristalne resetke.

5.4.1.1. Kinetike rasta kalcita

Kinetike rasta kalcita proucene su dodatkom razli¢itih koncentracija AA. Naglim dodatkom
kristalnog sjemena u metastabilnu otopinu koje je sadrzavala odgovarajuce koncentracije
razli¢itih AA iniciran je rast kalcita. Rast se ocituje padom pH vrijednosti (slika 5.24) te je
uoceno da je u sustavu bez dodatka AA pad pH vrijednosti najstrmiji. Medutim, dodatkom
svih odabranih AA dolazi do usporenja rasta (inhibicije) vidljive kao smanjenje nagiba
odgovarajuc¢ih krivulja napredovanja procesa. Takoder je vidljivo da je dodatak AA
uzrokovao zaustavljanje rasta (ravnotezni pH) pri visim pH vrijednostima. Povisenje

koncentracije AA uzrokuje sustavni porast ravnoteznih pH vrijednosti.

Usporedujuci potenciometrijske krivulje sustava uz dodatak AA razli¢itih naboja
(slika 5.24), kvalitativnim pregledom se moze zakljuciti da Asp uzrokuje najsnazniju
inhibiciju, zatim slijedi Asn, te Lys. Utjecaj Asp moze Se objasniti negativnim nabojem —
COOH skupine bo¢nog lanca, dok se utjecaj Asn moze pripisati dodatnom vodikovom vezom

preko polarne skupine bo¢nog lanca (~CONH,).

Usporedujuci Tyr 1 Phe (slika 5.24), moze se uociti da su ve¢ male koncentracije Tyr
uzrokovale inhibiciju. Koncentracije Tyr nisu mogle biti vise zbog slabe topljivosti pri
ispitivanom pH. Stoga se 1z samih potenciometrijskih titracija ne moze odrediti koja AA ima
veéi utjecaj. Medutim, u slucaju Ser i Ala moze se zakljuditi ve¢ 1 na temelju
potenciometrijskih krivulja napredovanja procesa da Ser snaznije inhibira rast kalcita od Ala

koji nema potencijal za dodatne vodikove veze.
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pH ¢(Asp) /mmol dm*  pH ¢(Lys) / mmol dm
—() 82 —"
8.2 —1 —
—2 8.0 + 10
8.0 —5 —25
—10 7.8 —350
7.8 —25 —s
76 4 76 -
74 T4
72 + 7.2 4
7.0 | | | 7.0 ; | |
0 2000 4000 6000 0 2000 4000 6000
t/s t/s
pH c(Asn) / mmol dm™
82 —()
—5
—10
—20
—25
—50
7.0 : : :
2000 4000 6000
t/s
Y/ -3
pH ¢(Tyr) / mmol dm pH ¢(Phe) / mmol d
—0,0
8.2 82 —0
—L0 —10
8.0 + —2.0 8.0 —15
—25 —20
7.8 7.8 —5
7.6 76
74 + 7.4
72 + 7.2
7.0 ; | ; 7,0 : : : :
0 2000 4000 6000 0 2000 4000 6000
t/s t/s
pH c(Ser) /mmol dm®  pH ¢(Ala) / mmol dm™
82 o—() 8.2 p—}
—5 —25
8,0 — 1 80 w0
78 —20 78 —75
—25
7.6 76
7.4 74
72 7.2
7,0 + t T t t 7.0 4 | | ;
0 2000 4000 5000 0 2000 4000 6000
t/s t/s
Slika 5.24. Potenciometrijske krivulje napredovanja rasta kristala kalcita pri razli¢itim

koncentracijama odabranih AA u uvjetima c,(Ca)

$=25°C.

tot

= ¢,(CO,)

= 5 mmol dm™®, pH = 7,9 i

tot
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Iz nagiba potenciometrijskih krivulja odredene su brzine rasta pri razlicitim
koncentracijama AA, te su prikazane kao funkcije prezasi¢enosti (slika 5.25). Na slikama
podebljana crna krivulja odgovara sustavu bez AA. Dodatkom svih AA nagibi krivulja se
smanjuju. Dobiveni podaci su analizirani prema modelu inhibicije kristalnog rasta dodatkom
aditiva prema Sangwalu®® (j. 80) te su odredene konstante brzine reakcije (Ks) i kritiéne
prezasicenosti (S*) koje su dane u tablici 5.2. Kriti¢na prezasi¢enost raste povecanjem
koncentracija svih odabranih AA, dok se konstante brzine reakcije smanjuju. MozZe se
zakljuc¢iti da se sve AA adsorbiraju na povrSinu kalcita te da inhibiraju rast, ali ne u

potpunosti.

Pomocu dobiveni kinetickih parametara odredena je relativna brzina rasta kalcita
izrazena kao omjer brzine rasta u sustavu s dodanom AA i brzine rasta bez dodatka AA.
Relativna brzina je prikazana na slikama 5.26 kao funkcija koncentracije dodane AA.
Dobiveni podaci su analizirani prema modelu Kubote i Mullina®® (j. 75) te su odredene
Langmuirove konstante adsorpcije (K,) 1 parametar djelotvornosti aditiva («).

Termodinamicki parametri adsorpcije AA na povrSinu kalcita su dani u tablici 5.3.
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Slika 5.25. Prikaz brzine rasta kristala kalcita, pri razli¢itim koncentracijama odabranih AA, izrazen

=¢(CO,),,, =5 mmol dm=,pH =7,9i9=25°C.

kao funkcija prezasicenosti u uvjetima c,(Ca)

tot
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Tablica 5.2. Kinetic¢ki parametri (kriticna prezasi¢enost S* i konstanta brzine reakcije ks) dobiveni za

rast kristala kalcita uz razli¢ite koncentracije AA.2

AA c(AA) mmol dm=3 ks / umol dm3 m=2 s S*
Asp 1,0 1,74 £ 0,06 1,69 + 0,02
2,0 0,98 +£ 0,04 1,90 + 0,02
5,0 0,37 £ 0,01 2,22 +0,01
10,0 0,30 £ 0,01 2,50 £ 0,01
Lys 10,0 1,27 £ 0,04 1,03 +0,03
25,0 1,14 + 0,03 1,42 + 0,02
50,0 0,97 £ 0,02 1,83 +0,01
75,0 0,92 +£ 0,02 2,077 £ 0,008
Asn 5,0 1,88 £ 0,06 1,35+ 0,02
10,0 1,28 + 0,05 1,53 +0,02
20,0 0,88 + 0,05 1,74 £ 0,03
25,0 0,59 +£ 0,02 1,81 + 0,02
Tyr 1,0 1,81 £ 0,02 1,217 £ 0,007
2,0 1,86 +0,04 1,30 + 0,02
2,5 2,07 £ 0,06 1,37 +£0,03
Phe 10,0 1,90 + 0,03 1,19+ 0,01
15,0 1,82 £ 0,06 1,21 +£0,02
20,0 1,41 +0,02 1,30+ 0,01
25,0 1,26 £ 0,01 1,304 + 0,009
50,0 0,91 +£0,01 1,403 + 0,007
Ser 5,0 2,03+ 0,08 1,25+ 0,03
10,0 1,73+0,08 1,33 +0,03
20,0 1,15+ 0,04 1,39 £ 0,02
25,0 0,93 £ 0,03 1,43 + 0,02
50,0 0,49 +0,01 1,48 £ 0,02
Ala 25,0 1,97 £ 0,06 1,18 £ 0,02
50,0 1,82 + 0,08 1,23+ 0,03
75,0 1,35+ 0,05 1,22 £ 0,03

®Nepouzdanosti su iskazane kao standardne devijacije.
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Slika 5.26. Prikaz relativne brzine rasta kristala kalcita izrazen kao funkcija koncentracije odabranih

AA u uvjetima ¢(Ca),, = ¢,(CO,),, = 5 mmol dm3, pH, =7919=25°C.
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Tablica 5.3. Termodinami¢ki parametri adsorpcije (parametar djelotvornosti aditiva « i Langmuirova

konstanta adsorpcije K ;) AA na povrsinu kalcita dobiveni iz podataka rasta kristala kalcita uz razlicite

koncentracije AA.?

AA S a Kad / dm3mol
Asp 2,9 1,08 £ 0,03 1325+ 76
3,0 1,08 + 0,03
3,2 1,08 £ 0,03
Lys 2,4 1,125 % 0,006 69 + 4
2,6 1,078 £ 0,009
2,9 1,04 £ 0,01

Asn 2,8 1,13+ 0,04 120+ 6
3,0 1,13+ 0,05
3,2 1,14 +£ 0,05

Tyr 1,43 1,16 + 0,08 1231+ 70
1,46 1,09 + 0,07
1,48 1,02 + 0,06

Phe 2,6 1,2+0,2 332
2,8 1,2+0,2
3,0 1,2+0,2

Ser 2,6 1,12 + 0,03 66 +5
2,8 1,14 + 0,03
3,0 1,15+ 0,03

Ala 2,4 1,1+04 11+2
2,8 1,1+05
3,0 1,2+0,6

®Nepouzdanosti su iskazane kao standardne devijacije.

Parametar djelotvornosti aditiva je u sluc¢aju svih dodanih AA priblizno jedan, §to
ukazuje da se AA vezu na aktivna mjesta rasta prema modelu Kubote i Mullina.*® Osim toga,
udaljenost apsorbiranin  AA na povrSinu je priblizno jednaka kriticnom promjeru
dvodimenzionalnih nukleusa spiralnog rasta na povrsini kristala, tako da Stepenica moze

nastaviti rasti izmedu adsorbiranih AA, kao §to je objasnjeno u Sangwalovom modelu.®

Utjecaj odabranih AA na rast kalcita moze se relativno kvantificirati prema
vrijednostima Langmuirovih konstanti adsorpcije odabranih AA na povrSinu kalcita.
Vrijednosti izraCunanih konstanti prikazane su na slici 5.27. te se moze uociti da je najjace
djelovanje izazvao dodatak Asp. Ovi rezultati sukladni su s literaturnima.1®54929
Usporedujuci prema naboju bo¢nog ogranka Asn djeluje slabije dok je Lys najslabiji. MozZe se

zakljuciti da dodatna vodikova veza jace veZe Asn od pozitivnog naboja Lys. Vezanje Asn na
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kalcit je u literaturi objasnjeno polarnos¢u —CONH, skupine.™® Usporeduju¢i potencijal
stvaranja vodikove veze, Tyr 1 Ser imaju vece vrijednosti konstante te se jace adsorbiraju od
Phe i Ala. Adsorpcija Tyr relativno je snazna, §to se moZe objasniti medudjelovanjem
fenolnog prstena (m elektrona benzena) i povrsine kalcita, koji je jako negativan pa ga se moze
usporediti s Asp. Vezanje je dodatno pojacano jakim hidrofobnim Van der Waalsovim

medudjelovanjima zbog hidrofobnosti benzenskog prstena i karbonatne skupine.

log(K,4 / dm3 mol-1)
e

0,0

Slika 5.27. Vrijednosti Langmuirovih konstanti adsorpcije AA na povrsinu kalcita dobivenih iz

kinetic¢kih podataka rasta kristala kalcita.

Konstante adsorpcije za odabrane AA rastu u nizu: Asp > Tyr > Asn > Lys > Ser >

3 mol™ i odredena je za Asp.

Phe > Ala. Najveca konstanta adsorpcije iznosi 1325 dm
Navedena vrijednost dobro se slaze s vrijedno$¢u iz literature za N-Sal-Asp, koja iznosi 1633
dm® mol1.2° Visa vrijednost, a time i ja¢e medudjelovanje s povrsinom kalcita, moZe se

objasniti sinergijskim efektom dviju —COOH skupina Asp i —OH skupinom salicilne Kkiseline.
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Aminokiselina Asp je dosta istrazivana kako eksperimentalnim metodama tako i racunalnim.

Pokazano je da se Asp veZe na povriinu s obje -COOH skupine. >

Rezultati dobiveni analizom kinetike rasta kalcita uz dodatak aminokiselina ukazuju
da, ne samo negativno nabijene AA, nego i AA koje stvaraju vodikovu vezu putem bo¢noga

lanca mogu jako utjecati na rast kalcita.

5.4.1.2. PXRD

Distorzija kristalne reSetke izraZena je kao relativna promjena parametara kristalne resetke Aa
i Ac, koristenjem metoda opisanih u literaturi.*>®** Odabrane AA dodavane su prilikom
dodatka kristalnog sjemena tako da su uocene promjene isklju¢ivo na sloju kristala koji je
narastao za vrijeme eksperimenta. Po tome se rezultati razlikuju od onih dobivenih spontanim

talozenjem (poglavlje 5.2.1).

Relativna promjena parametra kristalne reSetke Aa prikazana je kao funkcija
koncentracija odabranih AA na slici 5.28. Moze se uociti da dodatak svih AA kontrahira
reSetku u smjeru osi a. Usporeduju¢i AA prema naboju, Asp pri najmanjim koncentracijama
znaCajno smanjuje Aa, pri ¢emu Asn djeluje slabije, dok je utjecaj Lys najslabiji.
Usporedujuci potencijal stvaranja vodikove veze, Tyr i Ser pri nizim koncentracijama

znacajnije smanjuju Aa za razliku od Phe i Ala.

U slucaju relativne promjene parametra kristalne reSetke u smjeru osi ¢, Ac, uoéen je
porast uslijed dodatka AA koje imaju razli¢it naboj bo¢nog ogranka (slika 5.29). Pri tome,
djelovanje AA je sli¢no kao u slu¢aju promjene Aa: dodatak Tyr smanjuje Ac jace od Phe,
dok Ser i Ala djeluju vrlo slabo (slika 5.29). Moze se pretpostaviti da je razlog tome $to su
molekule Ser i Ala puno manje od Tyr i Phe, stoga Ser i Ala ne uzrokuju znacajnu distorziju

kristalne resetke, odredenu na temelju analize kinetike rasta kalcita.™®

Rezultati su konzistentni s dobivenim vrijednostima Langmuirovih konstanti

adsorpcije odabranih AA na povrsinu kalcita (slika 5.27).
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Slika 5.28. Relativne promjene parametra kristalne reSetke Aa za Kalcit dobiven rastom kristala pri

razli¢itim koncentracijama odabranih aminokiselina u uvjetima c¢,(Ca),, = ¢,(CO,),, = 5 mmol dm=3,

pH. = 7,91 9 = 25 °C. Referentni sustav bez AA prikazan je crtkanom crnom linijom.
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Slika 5.29. Relativne promjene parametra kristalne reSetke Ac za kalcit dobiven rastom kristala pri

razli¢itim koncentracijama odabranih aminokiselina u uvjetima c,(Ca)

=¢(CO,),, = 5 mmol dm™3,

tot tot

pH, = 7,919 =25 °C. Referentni sustav bez AA prikazan je crtkanom crnom linijom.
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5.4.1.3. EPR spektroskopija

Distorzija kristalne resetke kalcita dodatno je procijenjena koristenjem EPR spektroskopije.
Kao i u slu¢aju analize koriStenjem PXRD-a, prou¢avan je samo sloj kalcita koji je narastao
tokom eksperimenta, §to je postignuto s time da je proba Mn?" dodavana u prezasi¢enu
metastabilnu otopinu tijekom rasta na sjemenu. loni Mn?* nisu bili prisutni u prethodno

pripravljenomu kristalnom sjemenu.

Dobiveni EPR spektri prikazani su na slici 5.30. Moze se uociti da se spektri mijenjaju
tako da se linije Sire u slucaju svih AA, te se efekt povecava povecanjem koncentracije AA.

Analizom spektara odredeni su intenziteti dozvoljenih prijelaza (I ) i intenzitet rezonantne
linije pri najve¢em magnetskom polju (l,) za odabrane AA pri koncentracijama od 25 mmol

dm= (EPR spektri ozna¢eni podebljano crveno na slici 5.30). Jedina iznimka je Tyr, kod
kojeg koncentracija od 25 mmol dm= nije bila koristena, zbog slabe topljivosti pri
eksperimentalnom pH te su intenziteti izradunani za spektar pri 2,5 mmol dm=3. Parametar
distorzije moze se izraziti kao omjer odredenih intenziteta.”* Tako je na slici 5.31 prikazan
parametar distorzije kao funkcija koncetracija odabranih AA. Najveca razlika dodatkom
odabranih AA moze se uociti kod omjera intenziteta dobivenog pri prijelazu M, = -5/2.
Usporeduju¢i AA koje posjeduju razli¢it naboj boc¢noga lanca, Asp pokazuje najvecu
distorziju, dok su Asn i Lys slabiji. Usporedujuci prema potencijalu za dodatne vodikove veze
Tyr pokazuje manji efekt, no treba uzeti u obzir da je njegova koncentracija 10 puta niza.
Slijedom navedenog, moze se zakljuciti da Tyr uzrokuje veéu distorziju. Sukladno uocenom
trendu da aminokiseline sa sposobno$¢u stvaranja dodatne vodikove veze preko bo¢noga
lanca snaznije medudjeluju s kalcitom, moze se primijetiti da Ser uzrokuje jacu distorziju od
Ala. Rezultati dobiveni EPR metodom potvrduju rezultate dobivene PXRD metodom, ali i

rezultate Langmuirovih konstanti adsorpcije.
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¢(Asp) / mmol dm™

c(Asn) / mmol dm™

0

Kt

330 350

290 310 370 290 310 350 370
B/mT B/mT
¢(Lys) / mmol dm™
} } t
290 310 330 350 370
B/mT

¢(Tyr) / mmol dm

330
B/mT

290 310

¢(Ser) / mmol dm

330
B/mT

370

¢(Ala) / mmol dm

330
B/mT

290 310 350 370

290 330

B/mT

370

Slika 5.30. EPR spektar Mn?* u kalcitu, dobivenog rastom kristala pri razli¢itim koncentracijama

=5

odabranih AA u uvjetima c,(Ca) ot

=¢,(CO,)

tot

mmol dm™3, pH, = 7,91 9= 25 °C.
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Slika 5.31. Parametar distorzije (D-parametar) definiran kao omjer intenziteta (I /1.,) dozvoljenog

5/2
prijelaza i rezonantne linije pri najve¢em polju pri koncentraciji c(AA) = 25 mmol dm=3, osim u
slucaju Tyr pri kojem je koristena koncentracija ¢ = 2,5 mmol dm=. Crne oznake su za talog bez
dodatka AA.
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5.4.2. Kinetike rasta kalcita uz dodatak dipeptida

Istrazivanje kinetike rasta kristalnog sjemena kalcita provedeno je i rezultati su analizirani uz
dodatak odabranih dipeptida, pri istim eksperimentalnim uvjetima kao i uz dodatak AA.
Dipeptidi su odabrani na temelju pretpostavke da dvije AA sinergijski djeluju na rast kristala,
uslijed zbirnog djelovanja njihovih bo¢nih lanaca. Zbog toga, odabrani su parovi peptida: Ala-
Asp i Ser-Asp, kako bi se proucilo djelovanje —dodatne OH iz Ser. Takoder, prouc¢avani su

dipeptidi s istovrsnim bo¢nim ogrankom: Ser-Ser, Asp-Asp i Glu-Glu.

Potenciometrijske krivulje rasta kalcita uz prisutstvo razli¢itih koncentracija dipeptida
prikazane su na slici 5.32. S obzirom na usporedive koncentracije aditiva, ve¢ i kvalitativnim
pregledom moze se uociti da dodatak Ser-Asp jace inhibira rast kalcita nego dodatak Ala-Asp.
Najsnaznije inhibicijsko djelovanje pokazao je dipeptid Asp-Asp, dok je Glu-Glu nesto slabije

djelotvoran. Takoder je vidljivo da je najslabija inhibicija uo¢ena dodatkom Ser-Ser.

Iz potenciometrijskih krivulja izraCunani su brzine reakcija te su izrazene kao funkcija
prezasicenosti (slika 5.33). Prema Sangwalovom modelu® (j. 56) odredene su k, i S* za svaku
koncentraciju dipeptida. Dobivene vrijednosti su dane u tablici 5.4. Relativne brzine reakcija
uz razli¢ite koncentracije dipeptida izrazene su kao funkcije koncetracije dipeptida (slika

5.34). Daljnjom analizom prema modelu Kubote i Mullina®® (j. 51) odredene su Kglaza

adsorpcije dipeptida na povrsinu kalcita (tablica 5.5).
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pH c(Ala-Asp) / pmol dm™  pH c(Ser-Asp) / pmol dm™?
—0 —0
8,0 —50 8,0 —50
7.8 oo 78 —1oo
—200 —200
7.6 —250 76 —250
74 74
7.2 72
7.0 7.0
6.8 : ‘ : 6.8 = . |
0 1000 2000 3000 0 1000 2000 3000
t/s tl's
pH c(Ser-Ser) / umol dm™ pH c(Asp-Asp) / pmol dm™
—() —()
8.0 — 100 8.0 10
7.8 —150 7.8 —25
—250 —50
76 —500 7.6 —100
74 —1000 74 —250
72 72
7.0 7.0
6.8 } t 6.8 - t t +
0 1000 2000 3000 0 1000 2000 3000
t/s tls
pH c(Glu-Glu) / pmol dm*?
—0
8.0 —23
78 —350
—100
7.6 s
74 —200
72
7.0
6.8 : : :
1000 2000 3000
t/s
Slika 5.32. Potenciometrijske krivulje napredovanja kristalnog rasta kalcita pri razli¢itim

koncentracijama dipeptida u uvjetima c,(Ca)

tot

=¢,(CO,)

=5mmoldm3, pH. =7,9i9=25"°C.

tot
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Slika 5.33. Prikaz brzine

koncentracijama dipeptida u uvjetima c,(Ca)

Referentni sustav (bez AA)

rasta kristala kalcita izrazen kao funkcija prezasic¢enosti pri razli¢itim
= ¢,(CO,),, =5 mmol dm™, pH, =7,9i 9 = 25 °C.

tot tot

prikazan je zadebljanom crnom linijom.
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Tablica 5.4. Kineticki parametri (kriticna prezasicenost S* i konstanta brzine reakcije k) adsorpcije

dipeptida na povrsinu kalcita dobiveni iz podataka rasta Kristala kalcita uz razli¢ite koncentracije

dipeptida.?
dipeptid c(dipeptid) / pmol dm™ ks / pmol dm= m=2 s S*
Ala-Asp 50 2,13 £0,09 1,21 +0,02
100 1,59 + 0,08 1,38 + 0,02
150 1,35+ 0,04 1,58 + 0,01
200 1,30 £ 0,04 1,56 + 0,02
250 1,06 + 0,03 1,96 + 0,01
Ser-Asp 50 1,76 £ 0,06 1,11 £ 0,03
100 1,42 +0,03 1,44 + 0,02
150 1,04 + 0,03 1,78 £+ 0,02
200 0,10+ 0,02 1,96 + 0,01
250 0,7 +£0,02 2,18 £0,01
Ser-Ser 150 20+0,1 1,23 +0,03
200 1,18 £ 0,05 1,23 +0,03
250 1,09 £ 0,02 1,37 £ 0,02
500 0,72+0,01 1,908 £ 0,008
1000 0,333 £ 0,008 2,52 +£0,01
Asp-Asp 10 1,53 £ 0,05 1,13+ 0,02
25 1,51 £ 0,03 1,52 +0,01
50 1,29 + 0,04 1,66 + 0,01
100 0,69 £ 0,04 2,41+ 0,02
250 0,38 £ 0,06 3,515 + 0,005
Glu-Glu 25 2,03 £0,09 1,35+ 0,02
50 1,55+ 0,02 1,438 £ 0,007
100 1,29 + 0,02 1,940 £ 0,006
150 0,75+0,01 2,475 + 0,005
200 0,32+0,01 2,899 £+ 0,004

aNepouzdanosti su iskazane kao standardne devijacije.
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Slika 5.34. Prikaz relativne brzine rasta kristala kalcita izrazen kao funkcija koncentracije dipeptida u

uvjetima c(Ca), , = ¢,(CO,),, =5 mmol dm™, pH. =7,9i 9=25°C.
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Tablica 5.5. Termodinamicki parametri adsorpcije (parametar djelotvornosti aditiva a i Langmuirova

konstanta adsorpcije K ) odabranih dipeptida na povrsinu kalcita dobiveni iz podataka rasta kristala

kalcita uz razli¢ite koncentracije dipeptida.?

dipeptid S o Kad / dm® mmol™
Ala-Asp 2,2 1,7+0,3 6,0+04
2,4 1,7+04
2,6 1,7+0,4
2,8 1,7+0,4
Ser-Asp 2,2 1,8+0,3 6,1+0,1
2,4 1,7+0,3
2,6 1,7+0,3
2,8 1,7+0,3
Ser-Ser 2,6 1,4+0,2 3,7+0,1
2,8 1,4+0,2
3,0 14+0,2
3,2 1,4+0,2
Asp-Asp 2,5 1,14 + 0,09 54,0+ 0,5
2,6 1,13+ 0,09
2,7 1,12 + 0,09
2,8 1,10 £ 0,09
Glu-Glu 2,5 1,51+0,04 18,9+0,5
2,6 1,50 + 0,04
2,7 1,50 + 0,04
2,8 1,49 +0,04

®Nepouzdanosti su iskazane kao standardne devijacije.

Na slici 5.35 usporedene su vrijednosti Langmuirove konstante adsorpcije dipeptida

na povrsinu kalcita, odredene na temelju kinetickih mjerena rasta. Treba skrenuti paznju na

jedinicu prema kojoj je izrazena K_,. U usporedbi s AA (slika 5.27), kod kojih je konstanta

bila izrazena u mol™ dm®, u sluéaju dipeptida konstante su izrazene u mmol™ dm?®. Dobivene

vrijednosti su znatno viSe od odgovarajuc¢ih rezultata za aminokoseline: efekt je priblizno

1000 puta izrazeniji za dipeptide.
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Usporedujuci Ala-Asp i Ser-Asp moze se uociti da se Ser-Asp jaCe adsorbira, $to
ukazuje da —OH skupina povecava adsorpciju. Sli¢an sinergijski efekt je uocen i u sustavu

Asp derivata salicilne kiseline, opisan u literaturi.?°

Rezultati takoder ukazuju da se od svih dipeptida Asp-Asp najjae adsorbira na
povrsinu kalcita, dok je djelovanje Glu-Glu slabije, sto nedvojbeno ukazuje na interakcije
dvije —COOH skupine. Medutim, uoceno je snaznije djelovanje Asp-Asp u odnosu na Glu-
Glu je objasnjeno dodatnom —CH, skupinom boc¢nog ogranka koji udaljava -COOH skupinu
boc¢nog ogranka od terminalne a-COOH skupine. Dipeptid Ser-Ser najslabije djeluje, Sto se
moze objasniti Cinjenicom da posjeduje samo o-COOH skupine, za razliku od ostalih
dipeptida. Sinergijski utjecaj ve¢ je uoCen u literaturi poveéanjem broja karboksilnih

skupina® i broja Asp vezanih u peptidni lanac.%>%

60

50

40

e B EREE

K,q/ dm3 mmol-!

20

Ala-Asp Ser-Asp Asp-Asp Glu-Glu Ser-Ser

Slika 5.35. Langmuirove konstante adsorpcije dipeptida na povrsinu kalcita.
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5.4.3. Kinetike rasta kalcita uz dodatak derivata salicilne kiseline

Na temelju rezultata zakljuceno je da Asp od svih AA uspostavlja najjace medudjelovanje s
povrsinom Kkalcita. Povecanjem broja Asp povecava se i medudjelovanje. Zbog toga je
razmatrana mogucénost KoriStenja asparaginske kiseline za modifikaciju potencijalnih
farmaceutskih proizvoda koji bi se koristili kao modeli kontrolirane isporuke lijeka. Pri tome,
odabrani su tripeptidi Asp za vezanja salicilne kiseline kao lijeka na povrSinu Kalcita.
Pripravljeno je sedam derivata salicilne kiseline, kojima je testirana njihova djelotvornost s
obzirom na razli¢itu Kiralnost i fleksibilnost lanca. Derivatima salicilne kiseline s tripeptidima
razli¢ite Kkiralnosti mijenjan je kiralnost srednje Asp. Na taj je nacin postignuto da su u
sluaju L-Asp-D-Asp-L-Asp epimera sve tri —COOH skupine boénih lanaca s iste Strane
peptidne okosnice, dok je kod L-Asp-L-Asp-L-Asp —COOH skupina srednje Asp s druge
strane peptidne okosnice. Takoder su koristeni i derivati s Gly kao poveznicom izmedu

salicilne kiseline i tripeptida, ali i derivati bez Gly.

Fleksibilnost je istrazena tako da su pripremljeni spojevi s produljenjom poveznicom:
molekuli Gly je dodavane —CH> skupine izmedu —NH> skupine i -COOH. Tako je poveznica
s dvije —CH2 skupine nazvana B-Gly, s tri y-Gly, a s cetiri 6-Gly, dok su odgovarajuci Sal-
derivati oznaceni kraticama sbgLDL, sggl. DL i sdgLDL. Da bi se uocio samo utjecaj
fleksibilnosti, a ne i kiralnosti, odabran je tripeptid L-Asp-D-Asp-L-Asp za sve derivate s
razli¢itim poveznicama. Sukladno literaturnim podacima L-Asp-D-Asp-L-Asp trebao bi

iskazati jace medudjelovanje s povrsinom kalcita.>2
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5.4.3.1. Kiralnost

Utjecaj Kiralnost ispitan je promjenom Kiralnosti srednje Asp tripeptida (LDL i LLL), ali i s

Gly poveznicom (sgLDL i sgLLL) i bez (sLDL i sLLL). Razlika djelovanja istrazenih Sal-

derivata nije toliko izrazena kao kod AA 1 dipeptida, kao $to se moze procijeniti na temelju

kinetickih krivulja rasta (slika 5.36). Medutim, moze se uociti da Sal-derivati s LLL

tripeptidom slabije inhibiraju rast kalcita od derivata s LDL tripeptidom.
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’ —35.0
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6,8 } t ¢
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Slika 5.36.

koncentracijama salicilnih derivata razlicitih kiralnosti u uvjetima c,(Ca)

pH.=7913=25°C.
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Potenciometrijske krivulje napredovanja rasta kristala kalcita pri razli¢itim

o = 6(CO,),,, = 5 mmol dm’?,
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Odredene su brzine reakcije uz dodatak razli¢itih koncentracija Sal-derivata, te su
prikazane kao funkcija prezasi¢enosti na slici 5.37. IzraCunane su vrijednosti ks i S* prema

modelu Sangwala®® (j. 56) te su prikazane u tablici 5.6.

2.0 2.0
¢(sLDL) / pmol dm- J ¢(sLLL) / pmol dm
H

o —0.0 - —0.0
hf." 1.5 + . 05 “.'ﬁ 1.5 + e 1.0
& ¢ 10 E ¢ 20
g =50 B =50
B 0 o 06 S 107 = 100
S g o 15.0
g g
=05 T Zost
5 B4

0.0 T t 0.0 T } +

1 13 1 1.3
S
2.0 2.0
¢(sgLDL) / pmol dm i ¢(sgLLL) / pmol dm-3
H

oA —0.0 % —0.0
n LS T e 05 n L5 T e 10
=1 e 1.0 = e 20
= =50 - oy
S 1.0 T g 8 S 101 = 10,0
._9 S o 15.0
goﬁs T Y 50.5 -

0.0 e Tax™ | aam® Rl 0.0 =

1 13 1.6 1.9 2.2 2.5 1 1.3
N N

Slika 5.37. Prikaz brzine rasta kristala kalcita pri razlicitim koncentracijama salicilnih derivata

razli¢itih Kiralnosti izrazen kao funkcija prezasicenosti u uvjetima c,(Ca),, = ¢,(CO,)_, = 5 mmol

tot

dm3, pH, =7,91 9 =25 °C. Referentni sustav (bez AA) prikazan je zadebljanom crnom linijom.
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Tablica 5.6. Kineticki parametri (kriti¢na prezasi¢enost S* i konstanta brzine reakcije k) adsorpcije

Sal-derivata na povrsinu kalcita dobiveni iz podataka rasta Kristala kalcita uz razli¢ite koncentracije

Sal-derivata razli¢itih kiralnosti.?

Sal-derivat  c(Sal-derivat) / umol dm=  ks/ umol dm3m=2s? S*

sLDL 1,0 1,84 + 0,05 1,56 = 0,01
2,0 1,57 +£0,03 1,716 + 0,009

50 1,46 £ 0,06 2,06 £0,01

10,0 0,62 £ 0,05 2,30 £ 0,01
sLLL 1,0 1,88 £ 0,03 1,477 £ 0,009

2,0 1,89+£0,04 1,63+0,01

50 1,88 £0,08 1,96 £ 0,01

10,0 1,80 £ 0,05 2,28 £0,01

15,0 1,7+0,1 2,51 £0,02
sgLDL 0,5 1,93+£0,02 1,403 + 0,007
1,0 1,79 £0,02 1,533 £ 0,007

5,0 1,63 = 0,06 1,99 £ 0,01

10,0 1,56 £0,07 2,31 £0,01
sgLLL 1,0 1,82 +0,04 1,449 + 0,007
2,0 1,76 £ 0,02 1,616 £ 0,006

5,0 1,75+0,04 1,97 +£0,01

10,0 1,65+ 0,05 2,28 £ 0,01

15,0 1,64 £0,07 2,42 £ 0,01

aNepouzdanosti su iskazane kao standardne devijacije.
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Na slici 5.38 prikazane su relativne brzine reakcije kao funkcije koncentracije Sal-
derivata odabrane prema kiralnosti. Analizom podataka prema Kuboti i Mullinu®® (j. 51)
odredene su Langmuirove konstante adsorpcije Sal-derivata, rali¢itih kiralnosti, na povrsinu

kalcita (tablica 5.7).

1,00 & S
0235
0.75 02,40
0245
v 02,50
EO.?@U
s
025
0,00 T —— -
0 3 6 9 12 15
¢(sLDL) / pmol dm=
S
02,35
02,40
0245
02,50
0 3 6 9 12 15 3
¢(sgLDL) / pmol dm-? ¢(sgLLL) / pmol dm’?

Slika 5.38. Prikaz relativne brzine rasta kristala kalcita izrazen kao funkcija koncentracije salicilnih

derivata razlicitih kiralnosti u uvjetima c(Ca),, = ¢,(CO,),, = 5 mmol dm3, pH.=7,919=25°C.

tot tot
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Tablica 5.7. Termodinamicki parametri adsorpcije (parametar djelotvornosti aditiva o i Langmuirova

konstanta adsorpcije K ;) Sal-derivata na povrsinu kalcita dobiveni iz podataka rasta Kristala kalcita uz

razli¢ite koncentracije Sal-derivata razli¢itih kiralnosti.?

Sal-derivat S a Kad / dm® pumol™
sLDL 2,35 1,06 £0,02 1,20 £ 0,04
2,40 1,05+ 0,02
2,45 1,04 £0,02
2,50 1,04 £0,03
sLLL 2,55 1,02 £ 0,05 0,785 £ 0,003
2,60 1,00 £ 0,05
2,65 0,99 + 0,05
2,70 0,97 £ 0,04
sgLDL 2,35 1,01 +£0,04 1,5853 + 0,0007
2,40 0,99 + 0,03
2,45 0,97 £ 0,03
2,50 0,96 £ 0,03
sgLLL 2,55 1,01 £0,03 0,869 = 0,005
2,60 0,99 + 0,03
2,65 0,97 £ 0,03
2,70 0,96 £ 0,03

& Nepouzdanosti su iskazane kao standardne devijacije.
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Vrijednosti izracunatih konstanti, koje su prikazane na slici 5.39, ukazuju da je
adsorpcija Sal-derivata za tri reda veli¢ine snaznija od adsorpcije odgovarajucih dipeptida, a 6
redova veli¢ine od AA. U oba slucaja su epimeri s LDL Asp tripeptidom pokazali vecu

sposobnost za adsorpcije od LLL Asp tripeptida.

2,5

20 1---

1,0 +---

K,q/ dm3pumol?

05 +---

0,0

sLDL SsLLL sgLDL sgLLL

Slika 5.39. Langmuirove konstante adsorpcije derivata salicilne kiseline razli¢itih Kiralnosti na

povrsinu kalcita.

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da intenzitet medudjelovanja Sal-
derivata s povrSinom kalcita jako ovisi o kiralnosti tripeptida te da je najveci efekt kod
molekula kod kojih su sve tri —-COOH skupine na istoj strani peptidnog lanca. Takoder,
pokazalo se i da poveznica, u ovom slucaju Gly, smanjuje adsorpciju. Dobiveni rezultati
mogu se usporediti s rezultatima molekulskog modeliranja medudjelovanja®® R-Sal (sLDL) i
S-Sal (sLLL). Sukladno tim rezultatima (slika 2.10), sLDL se veze na povrSinu kalcita sa sve
4 —COOH skupine, dok se sLLL veze s tri —-COOH dok je —COOH skupina Asp kiseline

najbliZe poveznici 1 salicilnoj kiselini udaljenija od povrSine.
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5.4.3.2. Fleksibilnost lanca

Utjecaj fleksibilnosti Sal-derivata istrazen je na molekulama kojima je mijenjana duljina
poveznice izmedu salicilne kiseline i Asp tripeptida. Na slici 5.40 shematski su prikazane
pripravljene molekule, pri ¢emu je osnovna jedinica poveznice Gly, kojoj su dodavane —CH:
skupina. Povecavanje poveznice omogucuje peptidnom lancu da se savija, §to moze utjecati

na medudjelovanje salicilne kiseline s povrSinom.

\L, OH COOH \r H
sgLDL : @T(\\)k L{( o
o | é\:iu..h “ g\'””"
sbgL DL ¢ E; /::\)J\ /(’(
E\n COH N é\-,r_’»;:n
Sgg;I/DL ”@(h \./J\J N v COOH
™~ E\C. OH %\ COOH
sdgLDL : 11\/J\ -
£ @ :: y \/
‘ ‘ é\ } -:-\o':(:H

COOM

Slika 5.40. Shematski prikaz molekula kojima je produZivana poveznica izmedu Asp tripeptida i

salicilne kiseline s ¢ime se mijenja i fleksibilnost lanca.
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Iz potenciometrijskih krivulja (slika 5.41) ne moze se vidjeti znacajna razlika
adsorpcije uzrokovane povecanjem fleksibilnost lanca Sal-derivata. Odredene su brzine rasta

kalcita, uz dodatak razli¢itih koncentracija odgovarajucih derivata.
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Slika 5.41. Potenciometrijske krivulje napredovanja rasta kristala kalcita pri razlicitim

koncentracijama sbgLDL, sggLDL i sdgLDL u uvjetima c,(Ca) = ¢,(CO3) = 5 mmol dm=3, pH. =79
i $=25°C.
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Na slici 5.42 prikazane su brzine rasta izrazene kao funkcije prezasic¢enosti. Analizom

dobivenih rezultata prema Sangwalovom modelu®® odredene su odgovarajuce vrijednosti kg i

S*, koje su prikazane u tablici 5.8.
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Slika 5.42. Prikaz brzine rasta kristala kalcita pri razli¢itim koncentracijama Sal-derivata razli¢itih

fleksibilnosti lanca izrazen kao funkcija prezasi¢enosti u uvjetima ¢(Ca), , = ¢,(CO,),, = 5 mmol dm™,

tot tot

pH.= 7,913 =25 °C. Referentni sustav (bez AA) prikazan je zadebljanom crnom linijom.
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Tablica 5.8. Kineticki parametri (kriti¢na prezasi¢enost S* i konstanta brzine reakcije k) adsorpcije

Sal-derivata na povrsinu kalcita dobiveni iz podataka rasta Kristala kalcita uz razli¢ite koncentracije

Sal-derivata razli¢itih fleksibilnosti lanca.?

Sal-derivat  c(Sal-derivat) pmol dm™ ks / umol dm= m=2 s S*
sbgLDL 0,5 1,83 +0,03 1,32 +0,01
2,0 1,78 +0,01 1,62 +£0,01
5,0 1,68 + 0,05 1,98 + 0,01
10,0 1,59 + 0,07 2,31+£0,02
sggLDL 1,0 20+0,1 1,58 + 0,04
2,0 1,80 + 0,02 1,64 + 0,06
5,0 1,63+ 0,03 1,933 £ 0,008
10,0 1,61+ 0,06 2,24 £ 0,02
sdgLDL 0,5 1,64 + 0,02 1,316 + 0,005
1,0 1,62 + 0,02 1,437 £ 0,009
2,0 1,63+ 0,02 1,611 £ 0,06
5,0 1,58 + 0,04 1,907 £ 0,009
10,0 1,28 £ 0,08 2,14 £ 0,02

®Nepouzdanosti su iskazane kao standardne devijacije.

Lara Stajner

Doktorska disertacija



§ 5. Rezultati i rasprava 131

Prema dobivenim kinetickim parametrima odredene su relativne brzine rasta uz
prisustvu Sal-derivata razlic¢itih fleksibilnosti lanca i prikazane kao funkcije koncentracije Sal-
derivata (slika 5.43). Prema Kuboti i Mullinu!® odredene su termodinamicki parametri
inhibicije rasta (tablica 5.9).

0235
02,40
0245
02,50
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¢(sbgLDL) / pmol dm?
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Slika 5.43. Prikaz relativne brzine rasta kristala kalcita izrazen kao funkcija koncentracije Sal-derivata

razlicitih fleksibilnosti lanca u uvjetima ¢,(Ca), , = ¢,(CO,), , = 5 mmol dm=® pH =79i9=25°C.
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Tablica 5.9. Termodinamicki parametri adsorpcije (parametar djelotvornosti aditiva o i Langmuirova

konstanta adsorpcije K ;) Sal-derivata na povrsinu kalcita dobiveni iz podataka rasta Kristala kalcita uz

razli¢ite koncentracije Sal-derivata razli¢itih fleksibilnosti lanca.?

Kad / dm® pumol™

Sal-derivat S a

shgLDL 2,35 1,01 + 0,06 1,226 + 0,008
2,40 0,99 £ 0,06
2,45 0,98 £ 0,06
2,50 0,96 + 0,06

sggLDL 2,35 1,01£0,05 1,13+0,01
2,40 0,99 £ 0,05
2,45 0,97 £ 0,04
2,50 0,96 £ 0,04

sdgLDL 2,35 0,93 £0,05 1,80+ 0,01
2,40 0,92 £ 0,05
2,45 0,91 £0,05
2,50 0,90 £ 0,05

®Nepouzdanosti su iskazane kao standardne devijacije.
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U cilju usporedbe efekta fleksibilnosti molekule na njena adsorpcijska svojstva, na
slici 5.44 prikazani su i reuiltati Sal-derivati s istom kiralnos¢u tripeptida (LDL). Vidljivo je
da se povecanjem fleksibilnosti smanjuje adsorpcija do poveznice B-Gly, kojoj odgovara
najniza vrijednost Kag, nakon koje adsorpcija raste. Zanimljivo je da se adsorpcija ne mijenja

linearno s promjenom poveznice.

Sukladno objavljenim rezultatima molekulskog modeliranja interakcija Sal derivata
sgLDL, u literaturi nazna¢enog kao R-Sal (slika 2.10)% tripeptid medudjeluje s povriinom
kalcita preko sve 4 —-COOH skupine, a salicilna kiseline ne sudjeluje u medudjelovanju.
Dodatkom viSe od dvije ~CH, skupine (sggLDL i sdgLDL) moze do¢i do svijanja peptidnog

lanca, pa salicilni prsten moze pridonijeti medudjelovanju Sal-derivata s povrSinom kalcita.

2,5

2,0 1---

1,0 +---

Ky / dm3pumol-?

05 1---

0,0
sLDL sgLDL sbgLDL sggLDL sdgLDL

Slika 5.44. Langmuirove konstante adsorpcije derivata salicilne kiseline razli¢itih fleksibilnosti lanca

na povrsinu kalcita.
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5.5. Sinteza biokompozitnih materijala kalcita i gelatora male molekulske

mase

Sinteza biokompozitnih materijala kalcita i hidrogela omoguéena je svojstvima gelatora male
molekulse mase (LMWG). Gelator se otapa u luznatim uvjetima, a gelira spustanjem pH Sto
je povezano s talozenjem CaCQOs. Ispitan je utjecaj masenog udjela gelatora na taloZenje, ali i
koncentracije konstitucijskih iona, §to je prikazano u tablici 5.10. Da bi se to lakse pratilo

uvedene su oznake za kompozite, tablica 5.10.

Tablica 5.10. Uvjeti sinteze kompozitnih materijala CaCOs; i LMWG

oznaka  Ci(COs)wt/ mmol dm=  ci(Ca)wt / mmol dm™  w(gelator) / %

A - 20 1,0
B 10 10 1,0
C 20 20 0,5
D 50 100 0,5
E 20 20 1,0
F 50 100 1,0
G 100 100 1,0

Kao referentni sustav (hidrogel A) pripremljen je hidrogel bez dodatka CO.%, umjesto

kojeg je dodan NaOH da bi se gelator otopio. Dodatak Ca?* iona tvori netopljivu sol gelatora

koji se organizira u vlakna pri pH blizu fizioloSkom (pH = 8).

U svim ispitanim slucajevima nastao je bijeli hidrogel, osim u sluCaju najvise
koncentracije CaCl, i Na,COs, Sto bi se moglo objasniti naglim nastajanjem CaCOs, Sto

uzrokuje nedostatak dostupnog Ca?* nuznog za nastajanje hidrogela (slika 5.45). Pri najnizoj
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koncentraciji Ca?* i COs> (kompozit B) dobiven je hidrogel, ali ne i kalcit, na $to ukazuje
izostanak difrakcijske linije na 29° / 20 (slika 5.46b).

Slika 5.45. Fotografije kompozitnih materijala CaCOz i LMWG pri razli¢itim masenim udjelima

gelatora, te ¢ (Ca),, i ¢,(CO,),, prema oznakama u tablici 5.10.

tot

Reproducibilnost je ispitana ponavljanjem eksperimenta s 1,0 % gelatora i pri vi$oj i
niZoj koncentraciji Ca®* i CO,? (E i F) Na slici 5.46a moZe se vidjeti da je u svim sustavima
nastao kalcit i da se difraktogrami u oba slucaja preklapaju pri cemu se moze zakljuditi da je
sinteza kompozita reproducibilna. Usporedbom odgovaraju¢ih difraktograma sustava u

kojima je rasla koncentracija Ca®* i CO,” (slika 4.46b) uocava se i povecanje udjela kalcita.

Usporedbom kompozita s 0,5 % gelatora i 1,0 % gelatora moze se uociti da u oba slucaja

nastaje kalcit prema piku na 29° / 26.
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Slika 5.46. PXRD spektri osusenih kompozitnih materijala CaCOs i hidrogelova, usporedujuci prema

reproducibilnosti (a), koncentraciji c¢(Ca),, i ¢,(CO,),, (b) te masenom udjelu gelatora (c). Oznake

tot tot

kompozita prema tablici 5.10.
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Na slici 4.47 prikazana je morfologija kristala kalcita pripravljenih pri razli¢itim
eksperimentalnim uvjetima. Na slici je ujedno vidljivo i umrezavanje hidrogela u strukturu
kalcita. Slike ukazuju da su kristali kalcita manji ako su pripravljeni pri vi$oj koncentraciji
konstitucijskih iona, $to se moze objasniti ve¢im brojem nukleusa, a time i manji kristali.
Osim promjene u obliku kristala kalcita, uocljive su i promjene teksture gela Pri vecem
masenom udjelu gelatora vidi se 1 ve¢i utjecaj na morfologiju, vise stepenica i razlomljenih

kristala, §to se moZe usporediti s ranije spomenutim efektima aminokiselina.!’

koncentracija

o
=

w (gelator) / %

Slika 4.47. SEM slike kalcita u kompozitnim materijalima CaCOs i hidrogela pri razli¢itim masenim

udjelima gelatora te nizoj (c(Ca),, = ¢,(CO,), , = 20 mmol dm=3, kompozit E i C) i visoj koncentraciji

(c(Ca),,, = 100 mmol dmi ¢,(CO,), , = 50 mmol dm'®, kompozit F i D).
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Da bi se bolje proucila morfologija kalcita kompoziti su isprani s etanolom, a rezultati
su prikazani na slici 4.48. Moze se uociti optimalno medudjelovanje LMWG-a i kalcita pri 1
% gelatora i nizoj koncentraciji (kompozit E), jer kalcit ima prepoznatljivu romboedarsku
morfologiju, ali je jako porozan dok su vlakna hidrogela duga. Stoga su reoloska svojstva

ispitana na tom kompozitu (slika 4.49)

koncentracija

-
c.

w (gelator) / %

N
N

Slika 4.48. SEM slike kalcita u kompozitnim materijalima CaCOs i hidrogela pri razli¢itim masenim

udjelima gelatora, te nizoj (c(Ca),, = ¢,(CO,),, = 20 mmol dm®, kompozit E i C) i vi$oj koncentraciji

(c/(Ca)

tot tot

=100 mmol dm™ i ¢(CQ,),, = 50 mmol dm3, kompozit F i D) nakon ispiranja s etanolom.

tot tot
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Slika 4.49. Ovisnost modula pohrane (G', plavi kvadrati¢i) i gubitka (G", crveni kruzi¢i) o deformaciji

(y) i kutnoj frekvenciji (), te test tiksotropnosti za kompozit s 1 % gelatora i pri nizoj koncentraciji

(c(Ca),, = ¢,(CO,),, = 20 mmol dm™3, kompozit E).

tot tot

Iz ovisnosti modula pohrane (G') i modula gubitka (G") o deformaciji i kutnoj
frekvenciji moze se zaklju¢iti da je gel relativno &vrst.?’ U oba slu¢aja je G' za red veli¢ine
veéi od G" $to ukazuje da se hidrogel ponasa slicno krutini (engl. solidlike). Iz ovisnosti 0
kutnoj frekvenciji moze se zakljuéiti da hidrogelovi ne ovise o frekvenciji u cijelom ispitanom
podrudju, $to dodatno potvrduje svojstvo sli€no krutini. Ispitivanjem tiksotropnosti utvrdeno
je da je dobiveni kompozit tiksotropan, jer se poveéanjem potiska G' smanjuje ispod G" i nije
konstantan, Sto ukazuje da je doSlo do nastanka tekuce faze. Smanjivanjem potiska hidrogelu
je potrebno odredeno vrijeme, ali se svejedno ponovno vrati u stanje gela (G' > G").
Ponavljanjem potiskivanja i otpuStanja potiska ponaSanje se ponavlja. Navedeno ponasanje je
uodeno ranije kod hidrogelova LMWG koji geliraju dodatkom Ca?".?’ Tiksotropnost olaksava
potencijalnu upotrebu kompozita kao injekcijskog hidrogela, jer je u tekucoj fazi kad se
injektira, a o¢vrsne kad miruje. Za razliku od hidrogelova LMWG bez kalcita, hidrogelovi

LMWSG s kalcitom veoma brzo geliraju.

Dodatak kalcita omogucuje da nastali gel ima visi pH $to je uvijek problem kod
sinteze hidrogelova s LMWG, jer pri nizem pH nisu biokompatibilni. Osim toga, kalcit je
veoma slican kalcijevim fosfatima koji su sastavni dio kosti pa mogu sluziti kao nukleus za

regeneraciju kostiju.
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§ 6. ZAKLJUCAK

U ovoj disertaciji opisana su sustavna istrazivanja djelovanja jednostavnih modelnih
molekula, kao S§to su aminokiseline 1 male organske molekule, na talozenje kalcijeva
karbonata. Pomocu izradenog taloznog dijagrama odabrane su koncentracije kalcijevih iona i
karbonata pogodne u istrazivanjima spontanog talozenja kalcijeva karbonata, transformacije

kalcita u vaterit te rasta na kristalnom sjemenu kalcita.

Kao jednostavni modeli molekula koje sudjeluju u procesu biomineralizacije kalcijeva
karbonata ljustura skoljaka, odabrane su aminokiseline: asparaginske kiseline (Asp), lizina
(Lys), asparagina (Asn), tirozina (Tyr), fenilalanina (Phe), serina (Ser) i alanina (Ala). Pri
tome su Asp, Asn i Lys odabrani zbog razli¢itog naboja bo¢nih ogranaka, dok se parovi Tyr /
Phe te Ser / Ala razlikuju u polarnosti molekula. U eksperimentima spontanog taloZzenja uo¢en
je njihov utjecaj u fazi nukleacije, vidljiv kroz promjenu morfologiju kalcita (SEM),
polimorfnog sastava (FTIR i PXRD) te distorziju kristalne reSetke kalcita (PXRD i EPR).
Morfologija kalcita promijenjena je dodatkom svih koristenih aminokiselina, pri ¢emu su
nastale stepenice na romboedrima. Znac¢ajnim poviSenjem koncentracije aditiva, uoCene su
potpune promjene romboedarske morfologije u morfologiju sli¢nu ruzi, u slucaju Asp. Pod
utjecajem nizih koncentracija odabranith aminokiselina povefanjem koncentracije
aminokiselina povecavao se udio vaterita. Takoder je uoceno da je pri viSim koncentracijama
aditiva doslo do nastanka Cistog kalcita, ali promjenjene morfologije. Najveéi utjecaj na
distorziju kristalne reSetke kalcita uocen je dodatkom Asp. Sve navedene promjene upuéuju
da na nukleaciju kalcijeva karbonata ne utjecu samo negativno nabijene aminokiseline nego i

aminokiseline s potencijalom stvaranja dodatne vodikove veze preko bo¢noga lanca.

Istrazivanjem djelovanja aminokiselina uoceno je nastajanje dva polimorfa: vaterita i
kalcita. Oc¢igledno je u sustavu doslo do transformacije vaterita u kalcit. NajizraZeniji utjecaj
je pokazala Asp, pa je ispitano njeno djelovanje pri niskih koncentracija na transformaciju
kalcita u vaterit. Potenciometrijskim mjerenjima i semikvantitativnom FTIR analizom uoceno
je produljenje vremena transformacije uslijed povecanja koncentracije asparaginske kiseline,

Sto moze biti rezultat inhibicije rasta kalcita ili otapanja vaterita. Dodatak Asp uzrokuje
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mjerljivu promjenu kristalne reSetke vaterita i kalcita, §to je utvrdeno PXRD metodom. Za
razliku, koristenjem EPR spektroskopije te Mn?* kao probe, nije uocena promjena kristalne
reSetke, iz Cega se moze zakljuc¢iti da je EPR manje osjetljiva metoda od PXRD pri
primijenjenim uvjetima istrazivanja. Na SEM slikama nije uofena znaCajna promjena
morfologije vaterita pri povecanju koncentracije Asp, ali su se romboedri nastalih kalcita
zaoblili te su se razvile nove plohe. Rezultati ukazuju da promjena kristalne resetke ne mora
biti usko povezana s promjenom morfologije. Da bi se detaljnije proucilo produljenje vremena
transformacije uslijed povecanja koncentracije asparaginske kiseline te se odgovorilo na
pitanje je li produljenje rezultat inhibicije rasta kalcita ili otapanja vaterita, provedeni su
eksperimenti rasta na kristalnom sjemenu vaterita, otapanja vaterita i rasta na kristalnom
sjemenu kalcita. Utvrdeno je da se poviSenjem koncentracije Asp redovi reakcije rasta vaterita
(n = 3) i otapanja vaterita (n = 1) znaajno ne mijenjaju, dok se red reakcije rasta kalcita
promjeni s 2 na 3, Sto ukazuje da je doslo do promjene mehanizma rasta iz mehanizma
spiralnog rasta u mehanizam povrsinske nukleacije. Kineti¢ki rezultati ukazuju da vaterit raste
mehanizmom povrSinske nukleacije, dok je otapanje kontrolirano difuzijom reaktanata u

otopini.

Istrazivanjem rasta kristala kalcita uz dodatak kristalnog sjemena te odabranih
aminokiselina odredeni su kinetickih parametri ¢ijom analizom je definirana vrsta i doseg
veza izmedu aminokiselina i povrSine kristala kalcita. Analiza je provedena primjenom
modela Kubote i Mullina i Sangwalovog modela. Odredene su Langmuirove konstante
adsorpcije odabranih aminokiselina na povrSinu kalcita, prema kojima se utjecaj
aminokiselina moze kvantitativno izraziti kao vrijednost konstante adsorpcije. Pri tome je
uocen redoslijed djelovanja: Asp > Tyr > Asn > Lys > Ser > Phe > Ala. Redoslijed je
usporediv s rezultatima dobivenim spontanim taloZenjem. Osim toga, utvrdeno je da i
aminokiseline s potencijalom stvaranja dodatne vodikove veze, djeluju na rast kalcijeva
karbonata. Djelovanje aminokiselina potvrdeno je i mjerenjem distorzije kristalne resetke

kalcita, odredenom PXRD i EPR spektroskopijom, a rezultati su sukladni s kineti¢kim.

Mehanizam moguceg sinergijskog djelovanja nabijenih i polariziranih aminokiselina
bio je istrazen u sustavima u kojima je kristalno sjeme kalcita raslo uz dodataka odabranih
dipeptida. Odredene su Langmuirove konstante adsorpcije dipeptida L-alanil-L-asparaginska
kiselina (Ala-Asp), L-seril-L-asparaginska Kiselina (Ser-Asp), L-seril-L-serin (Ser-Ser), L-
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aspartil-L-asparaginska kiselina (Asp-Asp) i L-glutamil-L-glutaminska kiselina (Glu-Glu) na
povrsinu kalcita. Dipeptidi Ala-Asp i Ser-Asp razlikuju se u hidroksilnoj skupini koju Ser
posjeduje, dok Ala ne. Pokazano je da navedena razlika omogucuje sinergijsko djelovanje
hidroksilne skupine Ser i karboksilne skupine Asp. Istrazeni su i efekti dipeptida s dvije
hidroksilne skupine (Ser-Ser), dvije karboksilne skupine te razli¢itih duljina bo¢nih ogranaka
(Asp-Asp / Glu-Glu). Utvrdeno je da se Asp-Asp najjace adsorbira na povrSinu kalcita, dok je
utjecaj Glu-Glu slabiji. Rezultati ukazuju da dvije —COOH skupine uzrokuju jac¢u adsorpciju
molekula. Takoder je utvrdeno usporedbom Asp-Asp i Glu-Glu dipeptida da dulji lanac
znacajno smanjuje adsorpciju na povrsinu kalcita. Smanjenje se moze objasniti udaljavanjem
—COOH skupina bo¢nog ogranka od terminalne a-COOH skupine. Od istrazenih dipeptida,
Ser-Ser najslabije djeluje, §to se moze objasniti tim $to posjeduje samo a-COOH skupine, za
razliku od ostalih dipeptida.

Znanje i razumijevanje osnovnih medudjelovanja izmedu CaCO3z i aminokiselina, ali i
dipeptida, moze se koristiti za optimiziranje medudjelovanja aktivne tvari (lijeka) i nosaca za
njegovu distribuciju. Kalcit je odabran kao referentni anorganski nosa¢ lijekova (engl. drug
delivery) upravo zbog netoksi¢nosti, biokompatibilnosti i biodegradacije, ali i izrazite
kemijske aktivnosti prema organskim molekulama s hidroksilnim i karboksilnim skupinama.
Za primjer aktivne supstance odabrana je salicilna kiselina koja je Cesto koristen protuupalni
lijek. Odredene su Langmuirove konstante adsorpcije za odabrane derivate salicilne kiseline s
motivom Asp tripeptida. Pri tome, proucen je utjecaj kiralnosti unutar Asp tripeptida, kao i
duljine poveznice izmedu salicilne kiseline 1 tripeptida u svrhu optimizacije medudjelovanja
povrsine kalcita i aktivne tvari. Moze se zakljuciti da medudjelovanju Sal-derivata s
povrsinom kalcita ovisi 0 kiralnost tripeptida te da je izraZenije kada su sve tri -COOH
skupine na istoj strani peptidnog lanca. Povecanjem fleksibilnosti smanjuje se adsorpcija do

poveznice glicina s dvije —CH, skupine nakon koje adsorpcija raste. Uoceno djelovanje

moguce je objasniti svijanjem peptidnog lanca, tako da i skupine na salicilnom prstenu mogu

pridonijeti medudjelovanju derivata salicilne kiseline s povrSinom kalcita.

Za procjenu vaznosti ionotropnosti na taloZenje kalcijeva karbonata kao relevantni
modelni sustav sintetiziran je biokompozitni materijal kalcita i gelatora male molekulske
mase, koji se razvija kao potencijalna alternativa za konvencionalne metode obnove kostanog

tkiva (engl. bone repairing). Provedana su preliminarna mjerenja. UoCena je promjena
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morfologije kalcita koji je potpuno umrezen u hidrogel gelatora male molekulske mase.
Prednost sintetiziranog biokompozita je tiksotropi¢nost $to zna¢i da gel pod utjecajem
mijeSanja postaje tekucina te mirovanjem ponovno formira gel. Osim toga, kalcit unutar
biokompozita moze sluziti kao kristalno sjeme za obnavljanje kostiju zbog toga Sto je kalcijev

karbonat slican kalcijevim fosfatima koji tvore kosti.
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§ 7. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

Popis oznaka i kratica

AA
Ala-Asp
Asp-Asp
BET
CaCO3
EPR
FTIR
Glu-Glu
LMWG
PXRD
sbgLDL

sdgLDL
SEM
Ser-Asp
Ser-Ser
sgLDL
sgLLL
sggLDL

sLDL

sLLL

aminokiseline

L-alanil-L-asparaginska kiselina

L-aspartil-L-asparaginska kiselina

Brunauer-Emmet-Teller metoda odredivanja specifi¢ne povrsine
kalcijev karbonat

elektronska paramagnetska rezonancija

infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom
L-glutamil-L-glutaminska kiselina

gelatori male molekulske mase

difrakcija rendgenskih zraka na polikristalnom uzorku
N-salicioil-B-glicin-L-asparaginska kiselina-L-asparaginska kiselina-D-
asparaginska kiselina

N-salicioil-3-glicin-L-asparaginska kiselina-L-asparaginska kiselina-D-
asparaginska kiselina

skenirajuca elektronska mikroskopija

L-seril- L-asparaginska kiselina

L-seril-L-serin

N-salicioil-glicin-L-asparaginska kiselina-D-asparaginska Kiselina-L-
asparaginska kiselina

N-salicioil-glicin-L-asparaginska kiselina-L-asparaginska kiselina-L-
asparaginska kiselina

N-salicioil-y-glicin-L-asparaginska kiselina-L-asparaginska kiselina-D-

asparaginska kiselina

N-salicioil-L-asparaginska kiselina-D-asparaginska kiselina-L-asparaginska

kiselina

N-salicioil-L-asparaginska kiselina-L-asparaginska kiselina-L-asparaginska

kiselina
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Popis simbola

Aa
Ai
Ac
Ci
Cad
Cppt

Ctot

relativna promjena parametara kristalne reSetke U smjeru osi a
povrsina kristalnog sjemena kalcita dodanog u reakciju
relativna promjena parametara kristalne reSetke u smjeru osi ¢
pocetna koncentracija

koncentracija aditiva

koncentracija istaloZenog kalcijevog karbonata

ukupna koncentracija otopljene tvari

predeksponencijalni faktor

promjena Gibbsove energije

Langmuirova konstanta ravnoteze adsorpcije

Boltzmanova konstanta

koeficijent brzine rasta kristala mehanizmom spiralnog rasta

konstanta raznoteze otapanja

udaljenost izmedu aktivnih mjesta adsorpcije
udaljenost izmedu adsorbiranih molekula
pocetna masa kalcitnog sjemena

radijus kriticnog nukleusa

brzina rasta kristala, op¢a plinska konstanta

brzina rasta kristala u sustavu bez aditiva

prezasicenost

kritina prezasi¢enost
specificna povrSina

faktor djelotvornosti aditiva

udio aktivnih mjesta na povrsini
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