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SAZETAK

Kalcijevi fosfati (CaP), tesko topljive soli fosfatne kiseline, od posebne su vaznosti u raznim
interdisiciplinarnim podru¢jima znanosti poput geologije, biologije, kemije i (bio)medicine.
Siroko su rasprostranjeni u Zivim organizmima i u prirodi. IstraZivanja kalcijevih fosfata danas
su usmjerena na bolje razumijevanje procesa normalne i patoloSke biomineralizacije i razvoj
novih materijala poboljSanih svojstava. lako su talozni dijagrami CaP u uvjetima bliskim

fizioloSkima eksperimentalno istrazeni, nisu izradeni njihovi teoretski talozni dijagrami.

U ovom radu izradeni su teoretski talozni dijagrami Cetiri bioloski vazne faze kalcijevih fosfata
(amorfni kalcijev fosfat (ACP), oktakalcijev fosfat (OCP), kalcijev hidrogenfosfat dihidrat
(DCPD) i hidroksiapatit (HA)) u sustavima bez aditiva te uz dodatak magnezija, citrata (Cit) ili
oba aditiva (t=25°C i pH 7,4):

CaClz — Na2HPOsq,

CaClz— NaHPO4 — MgCl; (¢ = 0,0015 mol dm3),

CaCl,— NazHPO4 — NasCit (c = 0,000125 mol dm™3),

CaCl,— NazHPO4 — MgCl; (¢ = 0,0015 mol dm2) — NasCit (¢ = 0,000125 mol dm~3).

Dobiveni rezultati su pokazali da se u svim taloZznim sustavima mogu, ovisno o sastavu taloga,
razlikovati Cetri talozna podrucja, u skladu s topljivosti pojedine soli. Razlike u obliku teoretske
granice taloZzenja za DCPD u odnosu na ostale istrazivane CaP ukazuje na mogucu razliku u
dominantnim procesima kojima otopljene ionske i druge vrste prelaze u krutu fazu. Razlike u
poloZaju teoretskih granica taloZenja u razlicitim taloZnim sustavima za pojedinu fazu kalcijevih
fosfata u skladu su s eksperimentalo opaZzenim utjecajima koje Mg?* i Cit> ioni imaju na procese

njihovog nastanja.

Kljuéne rijeci: kalcijevi fosfati, taloZni procesi, talozni dijagrami, amorfni kalcijev fosfat
(ACP), oktakalcijev fosfat (OCP), kalcijev hidrogenfosfat dihidrat (DCPD), hidroksiapatit

(HA), biomineralizacija



SUMMARY

Theoretical precipitation diagrams of calcium phosphates

Calcium phosphates (CaP), the sparingly soluble salts of phosphoric acid, are of particular
importance in various interdisciplinary fields of science such as geology, biology, chemistry and
(bio) medicine. They are widespread in living organisms and in nature. Calcium phosphate
research is today focused on a better understanding of the processes of normal and pathological
biomineralization and the development of new materials with improved properties. Although
CaP deposition diagrams have been investigated experimentally in conditions close to

physiological ones, their theoretical deposition diagrams have not been developed.

In this paper, theoretical precipitation diagrams of four biologically important phases of calcium
phosphate (amorphous calcium phosphate (ACP), octacalcium phosphate (OCP), calcium
hydrogen phosphate dihydrate (DCPD) and hydroxyapatite (HA)) are made in systems without
additives and with the addition of magnesium, citrate (Cit) or both additives (t = 25 °C and pH
7.4):

CaCl2 — Na2HPO4,

CaCl,— Na;HPO4 — MgCl; (¢ = 0.0015 mol dm~3),

CaCl,— NaHPO; — NasCit (c = 0.000125 mol dm™3),

CaCl,— Na;HPO4 — MgClz (c = 0.0015 mol dm-%) — NasCit (¢ = 0.000125 mol dm3).

The obtained results showed that, in all precipitation systems, depending on the composition of
the precipitate, four precipitation areas can be distinguished, in accordance with the solubility of
each salt. The differences in the shape of the theoretical precipitation boundary for DCPD with
respect to the other CaPs studied indicate a possible difference in the dominant processes by
which dissolved ionic and other species enter the solid phase. The differences in the position of
theoretical precipitation limits in different deposition systems for each phase of calcium
phosphates are consistent with the experimentally observed effects that Mg?* and Cit> ions have

on the processes of their formation.



Keywords: calcium phosphates, precipitation processes, precipitation diagrams,
amorphous calcium phosphate (ACP), octacalcium phosphate (OCP), calcium hydrogen

phosphate dihydrate (DCPD), hydroxyapatite (HA), biomineralization
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1. UVOD

Istrazivanja kalcijevih fosfata, CaP, tesko topljivih soli fosfatne kiseline, zanimljiva su zbog
vaznosti tih spojeva ne samo u bioloskoj (kosti, zubi) i1 patoloskoj (mokra¢ni kamenci, karijes)
mineralizaciji, ve¢ 1 za procese talozenja u prirodnim i otpadnim vodama, proizvodnji gnojiva,
keramika, bioimplantanata, te nastanku kamenca u industrijskim hladilima.® Glavna mineralna
komponenta zuba i kostiju je bioloSki apatit — ionski supstituirani kalcij deficijentni
hidroksiapatit (HA, Cai10(PO4)s(OH)z2), dok su oktakalcijev fosfat
(OCP, Cag(HPO4)2(POa4)s - 5H,0), kalcijev hidrogenfosfat dihidrat (DCPD, CaHPO4-2H20) i
B-trikalcijev fosfat (B-TCP, Cas(PO4).) sastojci patoloskih depozita.?

Talozenje je proces nastajanja nove faze iz homogene roditeljske faze, a odvija se u nekoliko
koraka, od kojih je prvi nukleacija, a zatim slijede kristalni rast i sekundarni procesi. Nastajanje
kalcijevih fosfata u organizmima moze se smatrati procesom talozenja anorganske faze unutar
organske matrice.? Kalcijevi fosfati, ovisno o eksperimentalnim uvjetima, mogu nastati ili
direktnom kristalizacijom ili preko amorfnih faza.! U neutralnim i bazi¢nim otopinama kalcijevi
fosfati obi¢no nastaju u dva koraka. Prvi korak je nastajanje amorfnoga kalcijevog fosfata,
ACP-a ¢iji sastav ovisi o eksperimentalnim uvjetima. U dodiru s mati¢nicom, ovisno o pH i
koncentraciji reaktanata, ACP se moze transformirati u OCP, kalcij deficijentni apatit, CaDHA
ili HA.! Talozni dijagrami su grafic¢ki prikazi koncentracijskih podru¢ja postojanja ¢vrstih faza
definiranog sastava, kristalnog oblika ili morfologije. Konstruiraju se unutar dobro definiranih
eksperimentalnih uvjeta i unutar unaprijed odredenog vremena starenja. Talozni dijagrami sadrze
niz osnovnih podataka o talozima, pa se njihova konstrukcija smatra prvim korakom za svako
dodatno i sloZenije ispitivanje odredenog sustava.® Iako su talozni dijagrami CaP u uvjetima

bliskim fizioloSkima eksperimentalno istrazeni, nisu izradeni njihovi teoretski talozni dijagrami.

Cilj ovog rada bio je izraditi teoretske talozne dijagrame ACP-a, OCP-a, HA i DCPD-a u cetiri
razliCita sustava (t = 25 °C i pH 7,4):

CaClz — Na2HPOq,

CaClo— Na,HPO4 — MgCls (¢ = 0,0015 mol dm),



CaCl,— NazHPO4 — NasCit (c = 0,000125 mol dm™3),
CaCl,— NazHPO4 — MgCl; (¢ = 0,0015 mol dm=3) — NasCit (¢ = 0,000125 mol dm=).

Na temelju indeksa prezasi¢enosti razli¢itih faza kalcijevih fosfata dobivenih u programu Visual
Minteq 3.1, pomocu programa OriginPro 8.1 konstruirani su talozni dijagrami. Kako bi se
ustanovila ovisnost talozenja o osnovnim termodinamickim parametrima, rezultati za pojedine

faze usporedivani su medusobno i s eksperimentalnim rezultatima.



2. OPCI DIO

2.1. TaloZni procesi

Talozenje je proces stvaranja nove faze iz homogene roditeljske faze, kao Sto je nastajanje
kapljica iz pare, mjehurica iz tekucine, Cvrste faze iz otopine itd. U uzem smislu definirano je
kao nastajanje Cvrste faze iz, najcesce, elektrolitnih otopina, a ukoliko pri tome nastala Cvrsta

faza posjeduje kristalnu strukturu proces taloZenja naziva se kristalizacija.*

Osim u formiranju sedimentnih stijena, kao jedan od prirodnih procesa, talozenje je izuzetno
vazno u medicini 1 biologiji, jer se normalna i patoloska mineralizacija, $to ukljucuje stvaranje
kostiju 1 zubi, ljustura Skoljkasa, te kamenaca, moze smatrati taloZenjem Cvrste anorganske faze
unutar slozene organske matrice.* Brzina i mehanizmi procesa koji vode do talozenja tesko
topljivih soli, ovise o prezasicenosti, S, glavnoj pokretackoj sili talozenja. Prezasi¢enost je
jednaka omjeru produkta aktiviteta konstitutivnih iona i termodinamickoga produkta topljivosti

pojedine soli. Pri konstantnoj temperaturi i tlaku, prezasicenost (S) je definirana kao:
S = (a/as)pr )

gdje su a i as aktiviteti otopljene tvari u prezasicenoj i stabilnoj zasi¢enoj otopini. Tako je za
binarni elektrolit (AB), prezasi¢enost dana jednadZbom:
S = [(anas/Ksp) o7 )

gdje su aa i ag aktiviteti iona A i B, a Ksp je termodinamicki produkt topljivosti.®

Proces talozenja odvija se u nekoliko koraka (slika 1.).1
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Slika 1. Talozni procesi koji se odvijaju pri talozenju slabo topljivih soli iz prezasi¢enih otopina.

Konstruirano prema ref. 5.

TaloZenje zapocinje spontanim nastajanjem embrija ili nukleacijom na necisto¢ama nakon ¢ega
slijedi rast nukleusa u kristale, koji moZe biti popra¢en nastajanjem sekundarnih nukleusa $to
uzrokuje prisutnost kristala razli¢itih dimenzija u otopini.> Posljednji stupanj procesa obi¢no je
sedimentacija do koje dolazi uslijed rasta kristala ili koaguliranih agregata. Nastali talog
podlozan je brojnim fizikalnim i kemijskim promjenama izazvanim sekundarnim procesima.
Teoretski, taloZenje zavrSava kada se ukupan suviSak otopljene tvari istalozi, a sustav postigne

termodinami¢ku stabilnost.®

2.1.1. Nukleacija

Nukleacija je nastajanje centara (nukleusa) na kojima moZe do¢i do spontanog rasta i predstavlja
prvi korak u nastajanju taloga. Prema klasi¢noj teoriji nukleacije, nukleusi nove faze spontano

nastaju homogenom nukleacijom iznad kriti¢ne prezasi¢enosti (S*). Do taloZenja dolazi i kada je



stupanj prezasi¢enosti otopine niZi od kriti¢ne prezasi¢enosti, ako su u otopini prisutne prasSina ili
neéistoée koje imaju ulogu centara heterogene nukleacije!, ili je talozenje potaknuto prisutno§éu

povrsine (npr. stijenke posude).’

NUKLEACHA
PRIMARNA SEKUNDARNA
HOMOGENA HETEROGENA CHJEPLJENJE
LOM
STRUJANJE
KONTAKTNA

Slika 2. Mehanizmi nukleacije. Konstruirano prema ref. 6.

Kao S$to je prikazano na slici 2., homogena i heterogena nukleacija procesi su primarne
nukleacije. Ukoliko je nukleacija inducirana prisutnoséu kristala u otopini, govorimo o
sekundarnoj nukleaciji.” Brzina homogene nukleacije raste s povisenjem temperature i
prezasic¢enosti te smanjenjem energije povrsine, a brzina heterogene nukleacije ovisi o prisutnosti
nedisto¢a.”® Brzina i mehanizmi kristalnog rasta i sekundarnih procesa ovise o nukleaciji.t
Ukoliko je nukleacija brza, vecina kristala formira se istodobno te raste do priblizno jednake
veli¢ine. Suprotno tome, kod spore nukleacije, istovremeno se formira manja koli¢ina kristala,
prezasicenost otopine se polako smanjuje, dolazi do nukleacije novih kristala te se formiraju
kristali razli¢itih veli¢ina.® Koli¢ina kristala koja nastaje heterogenom nukleacijom ovisi o
koli¢ini prisutnih necisto¢a i znatno je manja od koli¢ine kristala nastalih homogenom
nukleacijom pri visokoj prezasiéenosti.> Zbog toga je kontrola nukleacije izuzetno vazna jer
njezinom kontrolom reguliramo veli¢inu kristala, veli¢inu raspodjele, polimorfizam 1 ostala

svojstva kristala.>®



2.1.2. Kiristalni rast

Drugi korak taloznih procesa, nakon formiranja stabilnih nukleusa u prezasi¢enoj otopini, jest
kristalni rast. Rast u kristale vidljive veli¢ine rezultat je uzastopnih procesa u otopini i na
povrsini kristala kao $to su: prijenos iona ili molekula kroz otopinu, difuzija na povrSini kristala,
adsorpcija na medupovrsini kristal — otopina, dehidratacija na medupovr$ini, nukleacija na
medupovrsini, te ugradnja u kristalnu resetku.® Brzina kristalnog rasta kontrolirana je najsporijim
od tih procesa, bilo procesima na povrSini, bilo prijenosom tvari kroz otopinu (difuzija ili
konvekcija). Glavni parametri koji odreduju brzinu i mehanizam kristalnog rasta su:

prezasiéenost, veli¢ina kristala, dostupna povrsina i parametri kristalnih strana.?

Pri niskoj i srednjoj prezasi¢enosti nastaju kompaktni ili dendriti¢ni kristali, koji se Ostwaldovim
zrenjem ili faznim transformacijama dalje modificiraju, dok pri visokoj prezasi¢enosti prvotno
nastaje metastabilna faza koja se nakon odredenog vremena indukcije transformira u stabilniju

fazu.?

2.1.3. Sekundarni procesi

Talog nastao u prethodno opisanim procesma podlozan je brojnim fizikalnim i kemijskim
promjenama, bilo da je u dodiru s mati¢nicom ili ne.® Te promjene nazivaju se sekundarni

procesi, a medu najvaznijima su:

e agregacija,
e Ostwaldovo zrenje,

e transformacija metastabilnih faza.®

Agregacija je spontano povezivanje dviju ili vise manjih estica u jednu Cesticu vecih dimenzija
jakim intermolekulskim silama. Agregacija se uglavnom javlja u zasi¢enim otopinama, ali se
moze pojaviti i u prezasienim i nezasienim otopinama.'’ Energija potrebna za nastajanje

agregata manja je od energije potrebne za njegovu razgradnju.?



Ostwaldovo zrenje je proces rasta velikih kristala uslijed otapanja manjih, Sto rezultira
smanjenjem energije i rastom vecih Cestica. Do zrenja dolazi zbog povecanja termodinamicke
stabilnosti snizavanjem medupovrSinske energije izmedu taloga i mati¢nice. Pri tome se prvo
otapaju dijelovi kristala visoke energije (bridovi, uglovi), dok se na mjestima nize energije talozi

visak otopljene materije (stepenice, dislokacije).?

Ukoliko u taloznim procesu moze nastati nekoliko faza, prvo ¢e istaloziti najtopljivija,
najnestabilnija faza. Starenjem se otapaju metastabilne faze 1 dolazi do talozenja sljedece,
termodinamicki stabilnije faze. Nukleacija nastalog sekundanog taloga uglavnom je heterogena,
pri cemu je supstrat prekursor. Nastajanje metastabilnih taloga i njihove transformacije vazne su

u biologkim i industrijskim taloznim sustavima.?

2.1.4. TaloZni dijagrami

Sistematskim variranjem koncentracija reaktanata u otopini u kojoj nastaje talog, moguce je
odrediti koncentracijska podru¢ja u kojima nastaju pojedine ¢vrste faze definiranoga sastava,
kristalnog oblika ili morfologije. Rezultati takvih istraZivanja se uobi€ajeno graficki prikazuju u
obliku taloZznih dijagrama. Konstrukcija taloznih dijagrama jest prvi i bitan korak u istrazivanju
kompleksnih i specificnih sustava, buduci da sadrze osnovne informacije o talozima, uz pomo¢

kojih se dalje raznim metodama i tehnikama provode detaljnija istrazivanja.!!

Prikazivanje eksperimentalnih rezultata u tzv. taloZnim dijagramima ili taloZnim tijelima jest
rezultat sustavnog ispitivanja ravnoteZa izmedu heterogenih i homogenih faza pri razli¢itim
odnosima koncentracija reaktanata u otopinama. Medusobni odnosi koncentracija reaktanata u
otopinama odgovorni su za ravnoteZe granica topljivosti te nastajanje makrocestica 1 nanocestica

razli¢itih vrsta, struktura i veli¢ina u podrugjima talozenja.™

Talozni dijagrami Konstruiraju se pri to¢no definiranim eksperimentalnim uvjetima i unutar
unaprijed definiranog vremena starenja.® Za dobivanje podataka o pojedinom taloznom sustavu,
uobicajeno se Kkoristiti metoda kontinuirane varijacije koncentracija glavnih taloznih
komponenata i prate¢ih iona otopine u kojoj nastaje talog. Uobicajeno se na apscisi nalaze

logaritmi koncentracija kationske komponente, a na ordinati logaritmi koncentracija anionske
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komponente. Talozni dijagrami daju uvid u granice izmedu podrucja u kojemu nastaje talog i
podrucja u kojemu nema taloga te diskontinuitete u brzini stvaranja taloga. Postoje Cetiri glavna
tipa taloznih dijagrama, a medusobno se razlikuju prema dominantnim procesima Kojima

otopljene ionske i druge vrste prelaze u krutu fazu (slika 3.)!!, a to su:

e ionska topljivost,
e neutralizacija,

e stvaranje ionskih parova i asocijata,

e asimetri¢na ionska topljivost.t?

- Ig [anion]
(koncentracija
opada prema a b
beskonat¢nom
razrjedenju)

N W
|
(=9

C ?

o
w2
o

0 1
- Ig [kation]
(koncentracija opada prema beskona¢nom razrjedenju)

Slika 3. Prikaz taloznih tijela ograni¢enih granicama topljivosti: (a) produkt topljivosti,
(b) neutralizacijsko taloZenje, (c) ionski asocijati i (d) asimetri¢na ionska topljivost.

Konstruirano prema ref. 11.



Granice taloZenja karakteristicne su za vrstu Cestica koje se taloze iz elektrolitnih otopina uslijed
promjene odnosa koncentracije kationske i anionske komponente. Crtkana podruc¢ja odgovaraju
podru¢ju koncentracija reaktanata u kojem dolazi do talozenja, a podrucja izvan granica

topljivosti oznadavaju bistre sustave, sustave u kojima ne nastaje talog (slika 3.).1*

2.1.5. TaloZenje u prisutnosti aditiva

Aditivi su kemijski spojevi ili smjese koje se dodaju u otopinu radi poboljSanja odredenih
svojstava kristala (kinetike, medupovrsinske energije, morfologije itd.) i mogu utjecati na bilo
koji od koraka u procesu taloZenja.>!? U brojnim podru¢jima poput geologije, te bioloske i
patoloske mineralizacije, temelj procesa kristalizacije jesu medudjelovanja anorganskih kristala i
organskih molekula (aditiva). Osnova istrazivanja utjecaja aditiva na talozne procese je strogo
ponovljiva procedura taloZenja, kako se promjene uzrokovane nereproducibilno$éu ne bi
pripisale djelovanju aditiva. Istrazivanja su pokazala da pojedina molekula aditiva, ovisno o
svojoj koncentraciji i vrsti, moze biti inhibitor ili promotor talozenja. Ukoliko su prezasi¢enost,
omjer koncentracija reaktanata, temperatura i nacin mijeSanja konstantni, proces talozenja

kontroliran je aditivima.}>*3

Na slici 4. prikazane su mogucée uloge aditiva u procesu talozenja. Prema tome, aditivi mogu
uzrokovati inhibiciju rasta ili promjenu oblika kristala procesima starenja. Flokulacijom ili
inhibicijom dalje uzrokuju agregaciju kristala, dok stabilizacijom metastabilnih zona dovode do
rekristalizacije koja se manifestira kao fazna promjena ili kroz Ostwaldovo zrenje. Takoder,
aditivi mogu biti promotori ili inhibitori nukleacije. Prilikom nukleacije aditiv se adsorbira na
povrsinu nukleusa §to uzrokuje smanjenje medupovrSinske energije, a brzina nukleacije trebala
bi se povecati. Budu¢i da aditiv zauzima mjesta rasta na nukleusu ¢iji je broj ogranicen, tek

nekoliko molekula adsorbiranih na mjesta rasta smanjuje brzinu nukleacije.’* Promjena brzine

nukleacije uzrokuje promjene u broju nukleusa, morfologiji i sastavu évrste faze.!
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Slika 4. Shematski prikaz moguce uloge aditiva u procesima talozenja tesko topljivih soli koji su inicirani

heterogenom nukleacijom. Konstruirano prema ref. 13.

Aditivi mogu utjecati na procese rasta kristala, bilo da se odvijaju na povrsini kristala, ili u
otopini. Adsorpcija iona ili molekula aditiva na povrSinu kristala uzrokuje smanjenje
medupovrsinske energije izmedu kristala 1 otopine. Ako se ioni ili molekule prvotno adsorbiraju
na odredene kristalne plohe na njima ¢e povrSinska nukleacija biti onemogucena, a rasti ¢e one
plohe na kojima ioni ili molekule nisu ili su samo djelomi¢no adsorbirani. To rezultira
promjenama u morfologiji kristala.’® Kemijske veze koje se formiraju izmedu aditiva i povrsine
kristala su Van der Waalsove, vodikove i ionske. Adsorpcija aditiva na povrsinu kristala moze se
odvijati samo Van der Waalsovim interakcijama, ili one mogu biti jedna od vrsta interakcija koje
se pojavljuju pri adsorpciji. Nastajanje vodikovih veza igra vaznu ulogu tijekom adsorpcije
aditiva u rastu organskih 1 anorganskih kristala. Ionske interakcije vazne su u kristalizaciji

ionskih soli iz vodenih otopina.® U slu¢aju visoke prezasiéenosti, velika brzina kristalnog rasta
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ometa adsorpciju iona i molekula na kristalne plohe S§to rezultira smanjenjem njihove

uéinkovitosti, a moZe se izbjeéi isklju¢ivo poveéanjem koncentracije aditiva.'*

Naboj i struktura aditiva, posebice polielektrolita, odreduje hoce li se primarne Cestice agregirati
ili ¢e biti stabilne u otopini. Djelovanje polielektrolita na taloZzne procese ovisi o njihovoj
koncentraciji, konformaciji i naboju. Pri nizim koncentracijama polielektroliti induciraju

agregaciju dok pri ve¢im koncentracijama isti polielektrolit djeluje kao stabilizator.?

Mehanizam selektivne adsorpcije aditiva na nukleuse i kristalne povrSine izuzetno je vazan
(slika 5.). Mehanizam se temelji na tome da, ako u otopini moze nastati viSe faza, rasti ¢e ona
faza na Cije se nukleuse aditiv nije adsorbirao. Faza na ¢ije se nukleuse aditiv selekivno

adsorbirao rasti ¢e usporeno ili neée rasti.

"8 ° g
oM g [ B
‘m " S 2

Slika 5. Prikaz selektivne adsorpcije aditiva na nukleuse jedne kristalne faze u prezasic¢enoj otopini s

obzirom na dvije faze. Preuzeto iz ref. 17.

Ako izmedu nekih ploha kristala i molekule aditiva postoji strukturna i stehiometrijska
kompatibilnost, aditiv ¢e se selektivno adsorbirati na te kristalne plohe, ali ne 1 na ostale. To
usporava rast u smjeru okomitom na tu plohu, Sto rezultira pove¢anjem te plohe u odnosu na
izvorni kristal (slika 6.) Prisustvo aditiva moZe uzrokovati nastanak nove kristalne povrsine, pa
se usporedbom morfoloSkih osobina kristala nastalih u sustavima sa aditivom 1 bez njega mogu

odrediti mehanizmi medudjelovanja kristala i aditiva.®
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Slika 6. Selektivna adsorpcija aditiva na plocama rastuéeg kristala. Konstruirano prema ref. 17.

2.2. Biomineralizacija

Biomineralizacija podrazumijeva kompleksne i strogo regulirane biokemijske i fizioloske
procese kojima zivi organizmi, stvaraju ¢vrste organsko-anorganske strukture unutar organske
matrice koja sadrzi proteine.’®?® Procesom biomineralizacije formiraju se mineralna tkiva
gradena od visoko-organiziranih, hijerarhijskih struktura, s rezultiraju¢im izvrsnim mehanickim
svojstvima i fleksibilnosti.?! Tako nastaju ljudski i Zivotinjski endo- i egzoskeleti, zubi, kosti, te
ljusture SkoljkaSa. Pri patoloskim uvjetima, mineralizacijom mekih tkiva dolazi do urolitijaze
(mokracni kamenac), gihta, talozenja zu¢nih kamenaca i drugih poremecaja. Mineralizirana tkiva
su u stalnom kontaktu s tjelesnim teku¢inama poput krvne plazme, sline i urina, a koje imaju
visoku ionsku jakost, izrazito su kompleksne, sadrze bioloske makro- i male organske molekule

te anorganske ione.?

Ovisno o stupnju bioloske kontrole procesi biomineralizacije podijeljeni su u dvije
fundamentalno razlicite skupine. Prva je bioloSki inducirana mineralizacija u kojoj dolazi do
taloZenja izvanstani¢nih mineralnih faza kao posljedica promjene u bioloSkim procesima i
mikrookolisu. Proces kristalizacije nije strogo kontroliran pa nastale Cestice nisu jedinstvenog
oblika i Siroke su raspodjele veli¢ine. Cesto se javlja u formi patoloske mineralizacije.?? U
drugom procesu, bioloski kontroliranoj mineralizaciji, organizam svojom stani¢nom aktivno$éu
kontrolira nukleaciju, kristalni rast te odreduje morfologiju i polozaj mineralne faze koja se

talozi. Takvi procesi dalje se dijele ovisno o mjestu na kojemu se odvija biomineralizacija, pa
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tako razlikujemo inter-, intra- i ekstrastanicnu bioloski kontroliranu mineralizaciju.
Kontroliranom biomineralizacijom postize se stroga kontrola veli¢ine, morfologije, sastava,

poloZaja i orijentacije Sestica.?

Strukture nastale procesom biomineralizacije odgovaraju mineralima po kemijskom sastavu i
kristalnoj strukturi, ali ih izgraduju zivi organizmi. Naj¢e$¢i biominerali jesu kalcijevi fosfati koji
¢ine 25 % svih poznatih biominerala i karbonati koji su najbrojniji i najrasprostranjenija skupina
biominerala, a medusobno se razlikuju po svojoj funkciji u organizmu. Jo§ su poznati

biominerali stroncijevih, silikatnih, barijevih i Zeljezovih soli.?

2.3. Kalcijevi fosfati

Kalcijevi fosfati, CaP, tesko topljive soli fosfatne kiseline, su od posebnog interesa u mnogim
interdisciplinarnim  podru¢jima znanosti, ukljucujué¢i geologiju, biologiju, kemiju 1

2 Prisutni su u zivim

(bio)medicinu.?®> Vazni su u bioloskoj i patoloskoj mineralizaciji.
organizmima (od bakterija do kraljeznjaka) te Siroko rasprostranjeni u prirodi. Kod kraljeznjaka,
CaP su glavna anorganska komponenta normalnih (kosti, zubi itd.) 1 patoloskih (zubni karijes,

mokraéni kamenac itd.) &vrstih tkiva.?*

Prirodni kalcijevi fosfati koriste se kao glavni izvor fosfora u proizvodnji poljoprivrednih
gnojiva, deterdzenata i keramike.?® S obzirom da su materijali bazirani na kalcijevim fosfatima
biokompatibilni, nisu toksi¢ni, posjeduju osteokonduktivna svojstva, te su sli¢ni anorganskoj
komponenti kostiju,?® jedna od najatraktivnijih primjena je ona u biomedicini, kao biomaterijali
za regeneraciju kostiju i zuba.?’ Isto tako, dotiéna svojstva upuéuju i na $iroku primjenu takvih

materijala u biomimetici odn. oponasanju procesa biomineralizacije.?3%

Kada govorimo o biomineralizaciji u tkivima kraljeznjaka, najvaznija faza fosfata je bioloski
apatit, HA, glavna komponenta kostiju i zuba, zatim kalcij deficijentni hidroksiapatit, CaDHA,
amorfni kalcijev fosfat, ACP, oktakalcijev fosfat, OCP, te kalcijev hidrogenfosfat dihidrat,

DCPD.%3! Kalcijevi fosfati vazni za ovaj rad prikazani su u Tablici 1.
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Tablica 1. Bioloski vazni kalcijevi fosfati, njihove kratice, formule, pripadaju¢i kristalni sustavi i prisutnost u

bioloskim sustavima. Konstruirano prema ref. 32.

PRISUTNOST
NAZIV KRATICA FORMULA KRISTALNI U
SUSTAV | BIOLOSKIM
SUSTAVIMA
Amorfni kalcijev ACP CaxHy(PO4);:nH20 - kalcifikacija
fosfat 3<n<45 mekog tkiva
Oktakalcijev OCP Cag(HPO4)2(PO4)4 triklinski mokraéni i
fosfat -5H,0 zubni kamenac
Kalcijev zubni kamenac,
hidrogenfosfat DCPD CaHPO4-2H20 monoklinski karijes
dihidrat
kosti, zubni i
Hidroksiapatit HA Ca10(PO4)s(OH)2 heksagonski mokracni
kamenac, dentin
Svi poznati kalcijevi fosfati mogu nastati ili direktnom Kkristalizacijom (pri vrlo niskoj

prezasi¢enosti) ili preko amorfne faze. U uvjetima bliskim fizioloSkim, taloZenje kalcijevih
fosfata odvija se u dva koraka gdje je prvi korak nastajanje metastabilnog amorfnog prekursora

&iji je sastav odreden uvjetima taloZenja (temperatura, pH, utjecaj aditiva, na¢in mjesanja).!

Smatra se da, tijekom taloZenja kalcijevih fosfata iz neutralnih i bazi¢nih otopina, prva faza koja
nastaje je amorfni kalcijev fosfat, ACP. Osnovna strukturna jedinica ACP-a je sferi¢ni klaster
iona, Cag(PO4)s promjera oko 0,95 nm, nazvan Posnerovim klasterom (slika 7.). Vecina tih
klastera je nasumi¢no gusto pakirana u sfere promjera 3000 — 10000 nm.** Daljnjim
istrazivanjima utvrdeno je da je u prostoru izmedu klastera smjesteno 15 — 20 % vode od
ukupnog udjela vode u ACP-u.3* ACP je vrlo nestabilna faza koja se u dodiru s mati¢nicom,
ovisno o vrijednosti pH i koncentraciji reaktanata, procesima starenja i hidrolize transformira u
stabilnije kristalne faze kalcijevih fosfata; OCP, CaDHA ili HA.?35 Bioaktivni kompoziti ACP-a

14



pogodni su za uporabu u stomatologiji (materijal za punjenje) gdje sprijeCavaju demineralizaciju

zuba i u kirurgiji.?®

nasumicno pakirani
klasteri za formiranje
ACP cestica

Slika 7. Struktura ACP-a. Konstruirano prema ref. 33.

Oktakalcijev fosfat, OCP je bioloski znacajan jer je jedna od stabilnijih komponenti ljudskog
zubnog i mokraénog kamenca. Ima vaznu ulogu u in vivo formiranju apatitnih biominerala;*
cesto je meduprodukt iz kojeg hidrolizom tijekom taloZenja iz vodenih otopina nastaje
termodinamicki stabilniji HA. Kristalizira u triklinskom kristalnom sustavu, a njegova jedini¢na
¢elija sastoji se od naizmjeni¢nih slojeva s rasporedom kalcijevih i1 fosfatnih iona slicnim onima
u HA te hidratiziranih slojeva koji sadrze molekule vode, ione kalcija i fosfata (slika 8.).%¢ U
vodenim otopinama na povrSini kristala formira se hidratizirani sloj s dominantnom (100)

plohom.*’
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Slika 8. Struktura OCP-a. Konstruirano prema ref. 36,37.

Kalcijev hidrogenfosfat dihidrat, DCPD, nastaje direktnim talozenjem pri nizim pH (< 5,5).%8
Kristalizira u monoklinskom kristalnom sustavu, a njegova jedini¢na c¢elija sastoji se od
naizmjeniénih dvosloja kristalne vode i dvosloja iona kalcija i hidrogenfosfata (slika 9.).3%4°
Dvosloji vode su u vodenim otopinama veéinu vremena na povrsini dominantne (010) plohe, dok
boéne plohe imaju mijeSani ionski karakter s uklopljenim molekulama vode.**** Pri pH < 6,5
DCPD lako kristalizira iz vodenih otopina, a na temperaturama iznad 80 °C prelazi u DCPA,

dikalcijev fosfat.*?

dvosloj iona kalcija [
i hidrogenfosfata

I

(

.

dvosloj vode 2
(

r

Slika 9. Struktura DCPD-a. Konstruirano prema ref. 39,40.
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Bioloska vaznost DCPD-a proizlazi iz njegove prisutnosti u patoloskim kalcifikacijama (zubni
kamenac, kristalurija, mokra¢ni kamenac, kondrokalcinoza). U medicini se upotrebljava u
kalcijevim ortofosfatnim cementima i kao intermedijer za remineralizaciju zuba. Dodaje se

zubnoj pasti za zastitu od karijesa i kao sredstvo za poliranje.*?

Biolo$ki apatit, HA, je termodinamicki najstabilnija faza CaP.° Jedno od najvaznijih svojstava
HA je njegova slaba topljivost u vodi.*® Kristalizira u heksagonskom kristalnom sustavu, a
jedini¢na celija se sastoji od deset kalcijevih i Sest fosfatnih iona te dvije hidroksilne skupine
(slika 10.).** Hidroksidni ioni smjesteni su u uglovima jedini¢ne éelije i okruzeni su s kalcijevim
i fosfatnim ionima.*® Mreza fosfatnih iona od velike je vaznosti za stabilnost strukture. Zbog
takvog polozaja iona u strukturi moguéa je jednostavna zamjena kalcijevih iona sa ionima
stroncija, silicija, cinka i mangana.> Omjer Ca/P u talozima nastalim u vodenim otopinama, kreée

se u intervalu 1,50 — 1,66, pa je posebna paZnja usmjerena na dobivanje stehiometrijskog HA.*

Slika 10. Struktura HA. Konstruirano prema ref. 44.

Za dobivanje hidroksiapatita moZe se koristiti nekoliko metoda koje se mogu podijeliti na

reakcije u krutom stanju i reakcije u otopini, koje ukljucuju taloZenje, hidrotermalne reakcije i
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hidrolizu drugih kalcijevih ortofosfata. Cisti hidroksiapatit nikada se ne pojavljuje u bioloskim
sustavima, ali zbog kemijske slicnosti s mineralima zuba i kostiju nerijetko se koristi kao premaz
u zubnim i ortopedskim implantatima. Mozemo ga pronaci u nekim vrstama paste za zube gdje
zamjenjuje kalcijev karbonat kao sredstvo za poliranje. Koristi se u tekucinskoj kromatografiji

nukleinskih kiselina, proteina i drugih bioloskih spojeva te za isporuku lijekova.*?

2.3.1. Talozni dijagrami kalcijevih fosfata

Zbog vaznosti kalcijevih fosfata konstruirani su njihovi eksperimentalni talozni dijagrami u
uvjetima koji odgovaraju bioloskoj ili patoloskoj mineralizaciji. Najjednostavniji istrazeni talozni
sustav jest Ca(OH)2 — HsPOg4 prit =25 °C i pH = 2,2 — 12,3, gdje su prisutni CaP konstituirajuci
ioni, a pripravljen je neutralizacijom otopina kalcijevog hidroksida s odgovaraju¢om
koncentracijom fosforne kiseline (slika 11.). U tom sustavu pH se slobodno mijenjao tokom 60
min starenja. TaloZenjem u danim uvjetima nastali su CaDHA kao prevladavaju¢a faza i DCPD
u nesto manjoj koli¢ini. Teoretska granica taloZenja, S — 1 = 0 asimetri¢nog je oblika. Podrucje
izmedu teoretske 1 eksperimentalno odredene granice talozenja, tzv. metastabilna zona poprilicno

je velika pri malim koncentracijama fosfata i kalcija.®

Podebljane linije predstavljaju granice talozenja odnosno granicu izmedu podrucja detekcije
taloga 1 podru¢ja u kojima se talog, u konkretnom slucaju, nije pojavio niti nakon 60 min
reakcije. Linija oznacena kao S — 1 = 0 oznacava granicu topljivosti ¢vrste faze tj. granicu
taloZzenja. Tanke linije oznaCavaju izergone, tj. izograme konstantne relativne prezasicenosti
(S — 1). Puni krugovi oznaCavaju sustave u kojima se pojavljuje talog, a prazni krugovi
oznaCavaju sustave u kojima je talog izostao. Razli¢ito zasjenjena podrucja oznacavaju
formiranje taloga sli¢nih i specifi¢nih sastava obzirom na njihovu termodinamicku stabilnost. U
ovom taloznom sustavu uocena su dva podru¢ja talozenja, jedno na relativno niskoj
prezasicenosti i drugo na relativno visokoj prezasi¢enosti. Pri niskoj i srednjoj S — 1 nastaje

jedna &vrsta faza, CaDHA, dok je pri visokoj S — 1 naden samo DCPD.?
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Slika 11. TaloZni dijagram jednostavnog sustava, Ca(OH), — H3PO. pri 25 °C nakon 60 min starenja,
pH = 2,2 — 12,3. Konstruirano prema ref. 3.

Nesto slozeniji talozni sustav CaClz — NazHPOgy istrazivan je pri pocetnom pH 7,4 (slika 12.) i bez
namjestanja pH (slika 14.), a sadrzavao je ione konstituenata i njihove protuione. U sustavu s
pocetnim pH 7,4 promjene u pH vrijednostima i totalne koncentracije reaktanata pracene su
tijekom formiranja ¢vrste faze, kako bi se podaci koristili u procjeni sastava taloga tijekom
cijelog procesa. U svim istrazivanim sustavima uoceno je dvostupanjsko taloZenje, s
formiranjem amorfnog metastabilnog prekursora (ACP), te sekundarnog taloga ¢iji je sastav
uglavnom odgovarao OCP-u, a uzrokuje znacajne promjene u pH vrijednostima otopine.

Stabilnost prekursorskog i sastav sekundarnih taloga ovise o pocetnim koncentracijama

reaktanata. Tijekom sekundarnog taloZenja tijek svih kemijskih promjena ovisi o promjeni pH.
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Ukratko, u neutralnom pH podru¢ju OCP prelazi u apatitnu formu, odn. pri pH > 7 nastaje
smjesa OCP + CaDHA sa niskim omjerom Ca/P (1,33 — 1,37), dok pri pH =5 — 6 pretezno
nastaje smjesa DCPD + CaDHA (slika 12.). Prema rezultatima dobivenim rentgenskom
difrakcijom, prijelazi iz amorfne forme u kristalnu formu nisu u potpunosti zavrSeni tijekom
sekundarnog taloZenja, stoga se smatra da neko vrijeme nakon taloZenja u otopini koegzistiraju

forme kalcijevih fosfata razli¢ite kristalnosti i sastava.*®
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Slika 12. Shematski prikaz 24-satnog taloznog dijagrama sustava (CaCl, — Na;HPQ.) pri pH 7,4 i 25 °C.
Punim krugom oznaceni su produkti koncentracije sustava prouc¢avanih u radu.

Konstruirano prema ref. 46.
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TaloZenje slabo topljivih soli kalcijevih fosfata iz vodenih otopina CaCl, (3-10* — 1-107
mol dm3) i NazHPO4 (10 — 6:102 mol dm ) proucavano je na 25 °C, uz prethodno podesen pH
na 7,4. Talozi su nakon 24-satnog starenja izolirani i identificirani mikroskopijom, kemijskom

analizom i tehnikama odredivanja strukture (slika 13.).%

-4 ]

CISTA OTOPINA

log e(CaTtor/M)

log e(PtoT/M)

Slika 13. TaloZni dijagram sustava CaCl, (3-:10— 1-10mol dm™) — Na,HPO, (103 — 6-102mol dm)
pri pH 7,4 i 25 °C. Jednakostrani¢ni trokut oznacava €istu otopinu, punim krugom oznaceno je podrucje u
kojem nastaju mikrokristalni aglomerati OCP-a. Crno bijelim krugom oznaceno je podrucje u kojem

nastaju smjese DCPD-a i apatita. Konstruirano prema ref. 47.

U podrucju niskih koncentracija oznac¢enom kao podrucje 2, pri 25 °C vecina taloga sastojala su
se od kristalita dobro definirane morfologije, tzv. plocastih 1 iglicastih kristala, pojedinacnih ili

povezanih u veée aglomerate. U ovom podrucju je OCP formiran kao dominanta faza nastala
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transformacijom iz kriptokristalne faze. U podrucju vecih koncentracija oznacenom kao podrucje
3, raznim analizama nastalog taloga utvrdeno je da su nastale smjese DCPD-a i apatita, vidljive
kao veliki romboidni kristali i mikrokristalni aglomerati. Pri tome nije bilo moguce odrediti radi
li se o hidroksiapatitu, HA ili o kalcij deficijentnom apatitu, CaDHA, ali je utvrdeno da apatit

nastaje hidrolizom iz OCP-a.*’

U kompleksnom sustavu, CaCl, — NazHPOa, u kojem pocetni pH nije namjestan (slika 14.),
takoder su uo¢ena dva podrucja taloZenja, jedan pri niskoj, a drugi pri visokoj S — 1. Pri niskoj S
— 1 nastaje samo CaDHA, a pri (S — 1) > 8 nastaje smjesa DCPD-a i CaDHA. Teoretska granica
talozenja, S — 1 = 0 simetri¢nog je oblika, kao i metastabilna zona koja je prilicno velika, kao i u
jednostavnom sustavu (slika 11.). Rezultati istrazivanja koje su proveli Fiiredi-Milhofer i
suradnici i Buljan Mei¢ sa suradnicima pokazuju da se istovremeno mogu pojaviti dva
dominantna mehanizma nastajanja taloga. Mehanizmi su izravna nukleacija DCPD-a i formiranje
OCP-a, CaDHA i HA iz prekursorske faze ACP-a.®
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Slika 14. Talozni dijagram kompleksnog sustava, CaCl, — Na;HPOj4 pri 25 °C nakon 60 min starenja,
pH = 6,8 — 8,6. Konstruirano prema ref. 3.

TaloZenje kalcijevih fosfata iz 0,15 mol dm™ otopine NaCl-a prou¢avano je u irokom rasponu

koncentracija CaClz i NazHPOa. TaloZenje je praéeno 24 sata, pri 25 °C i pH 7,4 (slika 15.).4
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Slika 15. Talozni dijagram sustava CaCl, — Na;HPO, — 0,15 mol dm= NaCl, pri pH 7,4 i 25 °C.
Prikazani su poloZzaji granica taloZenja i granice izmedu podruc¢ja koncentracije unutar kojih prevladavaju
mikrokristalni aglomerati OCP-a (oznaéeni znakom x) u suvis$ku ukupnog fosfata (podrucje I) ili CaDHA
(oznaéen punim krugom) u suvisku ukupnog kalcija i intrakristalne smjese DCPD-a i CaDHA (oznacene

crno bijelim krugom) (podrucje II). Izo-pH linije koje dijele podrué¢ja koncentracija unutar kojih uzorci

pokazuju konstantne kona¢ne pH vrijednosti oznacene su tockastim linijama. Konstruirano prema ref. 48.

Pri srednjoj prezasi¢enosti u procesu dvostupanjskog talozenja preko amorfnog prekursora
nastali su mikrokristalni aglomerati OCP-a i CaDHA (podruc¢je I). Molarni omjer Ca/P taloga
dobivenih u suvisku fosfatnih iona iznosio je oko 1,33, §to odgovara OCP-u. U suvisku
kalcijevih iona nastao je kalcij deficijentni apatit, CaDHA s niskim molarnim omjerom Ca/P
(1,35 — 1,45).4%% Pri visokim pocetnim koncentracijama reaktanata identificirana je smjesa

CaDHA + DCPD (podrugje 11).48
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Fiziologki talozni sustav (CaCl, : NazHPO4 — NaCl (¢ = 0,15 mol dm) — MgCl,) sastoji se od
iona konstituenata, NaCl i MgCl., a istrazen je s ciljem simuliranja anorganskog kemijskog
okruZenja u zivim organizmima (slika 16.). Uocena su dva podrucja taloZenja, jedan pri niskoj, a
drugi pri visokoj S — 1. Pri (S — 1) < 5,6 detektiran je samo ACP, dok je pri relativno visokoj
S — 1 uz ACP detektiran i DCPD. Teoretska granica talozenja, S — 1 = 0 simetri¢nog je oblika i
pomaknuta je prema nizim koncentracijama fosfata u usporedbi s teoretskom granicom talozenja
kompleksnog sustava. Metastabilna zona simetri¢nog je oblika te je uza u odnosu na jednostavni

i kompleksni sustav, §to je pokazatelj promjene sastava otopine.>
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Slika 16. Talozni dijagram fizioloSkog sustava, CaCl, : Na;HPO4 — NaCl (c = 0,15 mol dm) — MgCl. pri
25 °C nakon 60 min starenja. Konstruirano prema ref. 3.
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2.3.2. Utjecaj citrata na taloZenje kalcijevih fosfata

Interes za ispitivanje utjecaja citratnih iona na taloZzenje kalcijevih fosfata proizlazi iz njegove
fizioloSke vaznosti. Oko 70 % citrata pronadeno je u ljudskom organizmu, a vecina se nalazi u
mineralnom dijelu. Citratni ioni vezu se na povrSinu Kkostiju istovremenim istiskivanjem
ekvivalentne koli¢ine fosfornih iona.>! Limunska Kiselina je mala molekula ¢iji su ioni sastojci
mokra¢e i imaju znaCajnu ulogu u sprjeavanju nastajanja oksalatnih i fosfornih kamenaca.
Citratni ioni inhibiraju rast i agregaciju kalcijevih oksalata, DCPD-a i HA.52°3% Primijerice,
pacijenti s kalcij-oksalatnim kamencima izlu¢uju u mokra¢i znatno manje iona citrata nego

zdrave osobe,>>*® pa se citrat radi prevencije daje u prehrani bolesnika.®’

Ispitivanjem utjecaja citrata na taloge kalcijevih fosfata u trajanju od 24 h na temperaturi od
25 °C IR spektroskopijom, dokazano je da citrat ne ulazi u kristalnu reSetku kalcijevog fosfata,
ali da je zatvoren ili povrSinski adsorbiran na njegovoj povrSini. Istrazivanja su pokazala da su
ucinci citrata na nastajanje 1 transformaciju taloga kalcijevih fosfata razli¢iti 1 ovise 0
koncentraciji citrata. Niske koncentracije citrata tijekom taloZzenja mogu inducirati usporavanje
rasta kristala CaDHA ili OCP-a, promjenu morfologije DCPD-a, usporavanje otapanja DA i
usporavanje ekvibrilacije u interkristalicnim smjesama DCPD 1 apatita. Takvi su ucinci vrlo
vjerojatno uzrokovani povrSinskom adsorpcijom negativnho nabijenih iona citrata koja je

uzrokovala promjenu naboja izvorno neutralnih ili pozitivno nabijenih taloga.>!

Kinetika nukleacije pokazuje da se uvodenjem citrata u otopinu ACP-a produzuje vrijeme
njegove indukcije. Naime, citrat se moze ugraditi u ACP ili pak adsorbirati na njegovu povrsinu.
Kada se citrat uvede u sustav prije samog formiranja ACP-a, tako da se omoguéi njegova
ugradnja u ACP, a time 1 znatno veca koli¢ina citrata povezana s ACP-om, ono ne utjece na
njegovu stabilnost.®® Jednom kada je citrat uveden u sustav nakon $to je krenulo taloZenje
ACP-a, najvjerojatnije mjesto povezivanja s citratom je na povrsini ACP-a.*® Pri tome, citrat
uzrokuje modifikaciju povrSine ACP-a, dok se veli¢ina ¢estica ACP-a bez i u prisutnosti citrata
ne mijenja. Poslijedi¢no tome, citrat adsorbiran na ACP ima bitnu ulogu u inhibiciji nukleacije
HA, dok je efekt citrata ugradenog u ACP ili onog u otopini izrazito slab. Iz toga proizlazi

dokazana tvrdnja da citrat moze stabilizirati ACP, tako da je ACP to stabilniji §to je viSe citrata
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adsorbirao. Na ovaj nacin citrat kontrolira nukleaciju povezivanjem sa amorfnom prekursorskom

fazom i njenom stabilizacijom, koja dalje inhibira povrsinske reakcije potrebne za nukleaciju.®

U sustavu s kalcijevim kloridom (¢ = 3102 mol dm®) , natrijevim fosfatom (c = 3-10"® mol dm)
i citratom (¢ = 0 — 1:10° mol dm), pri pH 7,4, nakon 24 h starenja, formira se OCP kao
dominantna faza. Medudjelovanjem citrata i OCP-a dolazi do usporavanja kristalnog rasta
OCP-a, sto je dokazano iz morfoloskih razlika uocenih u elektronskim mikrografijama (slika

17.). Takoder je uo¢eno da nije doslo do modifikacije kristalnog oblika.®!

Slika 17. Elektronske mikrografije taloga dobivenih mijeSanjem CaCl; (¢ = 3-10°mol dm3),
Na;HPO, (¢ = 3-10°*mol dm®) i NasCit ((a) c =0, (b) ¢ = 1-10“*mol dm*) nakon 24-satnog starenja pri
25 °CipH 7,4. Preuzeto iz ref. 51.

Adsorpcija citrata na povrSini OCP-a je nespecificna i nije uzrokovala promjenu kristalnog
oblika. To je uzrokovano povrSinskom adsorpcijom negativno nabijenih citratnih vrsta, pri ¢emu

dolazi do preokretanja naboja izvorno neutralno ili pozitivno nabijenih taloga.>*
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Medudjelovanja citrata s kristalima DCPD su elektrostatske prirode i to su izraZenija Sto je
koncentracija citrata vec¢a. Nadeno je da citratni ioni utjeCu na brzinu taloZenja i uzrokuju
specificne promjene u morfologiji DCPD kristala (nastaju Stapi¢asti DCPD kristali), $to ukazuje

na to da se citrat prvo adsorbira na bo¢ne povrsine DCPD-a.®

Na povrSini HA citratni ioni adsorbiraju se zamjenjujuci fosfatne ione, pri ¢emu stvaraju
intrasferne komplekse. Na taj nacin citratni ioni mjenjaju karakter povrsine HA, odnosno
uzrokuju povecanja gustofe negativno nabijenih skupina na njegovoj povrsini. Kao posljedica
varijacije vrste 1 koli¢ine dodanih citratnih molekula, formiranje kompleksa Ca-Citrat prati
varijacije u ionskim koncentracijama vrsta u otopini, a time i varijacije u stupnju prezasi¢enosti
HA. Cestice HA nastale u prisutnosti citrata su manje veli¢ine od onih nastalih bez citrata.5! Van
Der Houven i suradnici su tijekom provedenih eksperimenata na kalcijevim fosfatima zakljucili
da citrat povecava prezasi¢enost potrebnu za talozenje HA, vjerojatno kao posljedica vezanja
citrata na aktivna mjesta rasta na HA, a ¢ime se inhibira njegovo taloZenje. Stupanj
prezasi¢enosti odn. brzina nukleacije pada s veom koli¢inom dodanog NasCit, ili manjom
koli¢inom dodane citratne kiseline. Veli¢ina ¢estica HA raste s vecom koli¢inom dodane citratne

kiseline, dok se s ve¢im dodatkom NasCit veli¢ina ¢estica smanjuje.?

2.3.3. Utjecaj magnezija na taloZenje kalcijevih fosfata

Magnezij je anorganska komponenta koja se redovito nalazi u bioloskim tekué¢inama u
koncentracijama veéim od koncentracije kalcijevih iona. Mg?" ioni imaju vaznu ulogu u
geokemijskim sustavima i u biomineralizaciji, uglavnom kao inhibitor talozenja CaP-a.53646
Mg?* ioni predloZeni su kao vitalni ¢Gimbenici za inhibiciju spontanog talozenja HA u prirodi.5
Magnezij se javlja u talozima dobivenim iz otopina kalcijevog fosfata koji sadrze magnezij, te u
prirodnim 1 sintetskim mineralima kalcijevog fosfata. Svojstva magnezija sli¢na su svojstvima
kalcija.%® Smanjene dimenzije kristalne resetke minerala kalcijevog fosfata koji sadrze magnezij

sugeriraju da magnezij zamjenjuje kalcij u kristalnoj reSetki. Magnezij je takoder prisutan u

mineralima kostiju i u koloidnoj fazi mlijeka. U kostima je prisutan u dva oblika razlicite
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Mg?* ili MgOH", dok manje topljivi zamjenjuje kalcij kristalne resetke.®’

Ispitivanjem utjecaja magnezija (¢ = 1 — 8 mol dm™) na taloZenje u otopinama kalcijevog fosfata
nakon dodavanja alkalija dobiveni su gelasti, granulirani i mijeSani talozi CaP-a. TaloZenje tih
soli inducirano je dodavanjem razrijedenog natrijevog hidroksida vodenim otopinama. Nadeno je
da gelasti kalcijev fosfat sadrzi manje magnezija nakon suspenzije u otopinama magnezija nego
pri taloZenju u prisutnosti magnezija. To se dogada zbog toga $to se Mg?* ion (ili MgOHY)
natjeée s Ca®* ionom (ili CaOH") za izmjenu s H* ionom gelastog taloga, a veée zadrzavanje
magnezija dobivenog talozenjem mozZe se pripisati njegovoj ugradnji u kristalnu resetku taloga.®’
Granulirani kalcijev fosfat dobiva se talozenjem nakon uklanjanja gelastog kalcijevog fosfata.
Rezultati ispitivanja granuliranog taloga pokazali su da je prisutnost magnezija povecala vrijeme
indukcije potrebno za talozenje, povecala konac¢ni pH supernatanta i smanjila odnos Ca/P do
vrijednosti sli¢ne onoj za dikalcijev fosfat. Talozi dobiveni u prisutnosti magnezija nisu imali
izgled normalnog granuliranog taloga, nego su se sastojali od malih kristala nalik onima
dikalcijeva fosfata pomijesani s nekoliko zrnatih ¢estica. Promjene u omjeru Ca/P ukazuju na to
da prisutnost magnezija u otopini za taloZenje inhibira konverziju dikalcijeva fosfata u alkalniju
granuliranu sol. Progresivno smanjenje konaéne vrijedosti pH, pri smanjenoj koncentraciji
magnezija (1 — 2 mol dm=) upucuje da je doslo do konverzije dikalcijeva fosfata u vise alkalni
oblik.%557 Pri ve¢im koncentracijama magnezija (6 — 7 mol dm®) promjene pH odvijale su se
sporije, sadrzaj kalcija i fosfata se kontinuirano smanjivao, magnezij je postupno iS¢ezavao i1z
taloga, a potpuno je nestao kada je odnos Ca/P dostigao vrijedost 1. Gubitak magnezija iz taloga

ukazuje da je doslo do otapanja gelaste soli s rekristalizacijom dikalcijeva fosfata.’

Mijesani kalcijev fosfat dobiven u prisutnosti magnezija mogao bi biti ili granulirani precipitat ili
dikalcijev fosfat (ili smjese obaju). Tijekom njegovog stvaranja magnezij se postupno gubi iz
taloga, a gelasti talog konvertira se u granulirani. Povecanje koncentracije magnezija u otopini
rezultiralo je povecanjem produkta topljivosti gelastog taloga i smanjenjem topljivosti

granuliranog taloga.®’

Utjecaj magnezija na talozenje kalcijevih fosfata istrazen je u sustavu za simulaciju tekuc¢ina za
anaerobnu digestiju i simulaciju otpadnih voda iz kuéanstva. Nakon talozenja napravljene su

kemijske analize i rendgenska difrakcija dobivenih krutina. Ispitivanje je pokazalo da na taloge
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utjecu koncentracija magnezija, vrijeme talozenja i pH. Nadeno je da se, pri vrijednostima pH
nizim od 9, povecanjem koncentracije magnezija smanjuje uklanjanje fosfata i taloZenje
kalcijevih fosfata. Porastom pH do 11 povecalo se uklanjanje fosfata, a pri ve¢im vrijednostima
pH efekt povecanja koncentracije imao je neznatan uéinak. Pri pH 8 u sustavu bez magnezija
prvo je doSlo do polaganog uklanjanja fosfata, nakon cCega je uslijedilo ubrzano uklanjanje
fosfata u roku od 8 do 24 h. U prisutnosti magnezija koncentracija fosfata neznatno se smanjila

tijekom eksperimenta.®®

Mg®* moze ucinkovito stabilizirati ACP kako bi se osigurala regulirana kinetika
biomineralizacije.%® Stabilizacija ACP-a pomoéu Mg pripisana je njegovoj sposobnosti da
formira jace komplekse s fosfatnim ionima nego $to to ¢ini Ca, ¢ime je sprije¢eno nastajanje
apatita. Niske koncentracije Mg produljuju ukupno vrijeme transformacije ACP-a u HA i
vrijeme indukcije, te smanjuju topljivost ACP-a. Smanjenje topljivosti moze se objasniti
nastajanjem neke vrste povriinskog kompleksa magnezijevog fosfata.”® Smanjenjem topljivosti
ACP-a magnezij inhibira ve¢ spomenutu transformaciju ACP-a u HA, pri ¢emu su adsorbirani
Mg?* ioni u¢inkovitiji od onih ugradenih u kristalnu resetku ACP-a.”* Pri ve¢im koncentracijama
magnezija topljivost ACP-a smanjena je do te mjere da uop¢e ne dolazi do transformacije u
HA.™

Prisutnost magnezijevih iona nema vidljiv utjecaj na brzinu kristalizacije DCPD-a, ali znatno
usporava brzinu kristalizacije OCP-a, gotovo neovisno o stupnju prezasi¢enosti. Takav uéinak
magnezijevih iona na brzinu kristalizacije OCP-a pripisuje se takoder njihovoj adsorpciji na
aktivnim mjestima rasta na povrsini OCP kristala.®* Magnezijevi ioni su efektivni i jaki inhibitori
nukleacije i kristalnog rasta HA. Oni smanjuju brzinu nukleacije HA stabiliziranjem gel-ACP
faze. Takoder magnezijevi ioni u priblizno fizioloskim uvjetima (pH = 7.4, t = 37 °C,
| = 0,150 mol dm?) produzuju vrijeme indukcije i transformacije HA.”> To je posljedica
frakcijskog smanjenja konstante brzine, objasnjeno kao blokiranje aktivnih mjesta rasta putem

adsorpcije magnezijevih iona na povrsini kristala HA.”
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3. RACUNSKI DIO

3.1. Talozni dijagrami

Teoretski talozni dijagrami kalcijevih fosfata u sustavima bez aditiva, s dodatkom magnezijevog
klorida, natrijevog citrata i s dodatkom magnezijevog klorida i natrijevog citrata izracunati su
pomocu programa Visual Minteq 3.1. (besplatno dostupan na: https://vminteq.lwr.kth.se/), a
zatim konstruirani u programu OriginPro 8.1. Program Visual Minteq 3.1. simulira razliite
reakcijske uvjete te na temelju ravnoteznih reakcija pretpostavlja vjerojatnost pojavljivanja
pojedinih kemijskih vrsta. Pomoc¢u poznatih pocetnih koncentracija reaktanata, pH, temperature
taloznog sustava, konstanti stabilnosti kompleksa i1 konstanti produkta topljivosti, racuna
koncentracije nastalih ionskih vrsta (slobodnih iona i kompleksa), ionsku jakost, ionske produkte

aktiviteta, aktivitet slobodnih iona i indeks prezasi¢enosti.

U Visual Mintequ koncentracija moze biti izrazena u nekoliko mjernih jedinica; mol kg%,
log(mol kg™), mmol kg?, umol kg?, mg dm® i pg dm?3 Pri tome prve &etiri jedinice
predstavljaju molalitet, a preostale dvije (mg dm= i pg dm) predstavljaju masenu koncentraciju.

U vodenim otopinama i pri niskim ionskim jakostima (< 0,3 mol dm) vrijedi:
b mol kg ~cmol L*

Stoga se kod 1 < 0,3 mol dm? jedinica mol kg moZe zamijeniti s mol dm= bez izazivanja
ozbiljnih pogresaka. Kada su odabrane jedinice mg dm™ ili pg dm= Visual Minteq ée pretvoriti
jedinice u mol/kg prije izra¢una. Pri tome, program pretpostavlja da je gustoéa vode 1000 kg m™,
$to je prihvatljiva aproksimacija za | < 0,3 mol dm=. Kada je 1 > 0,3 mol dm™ razlika izmedu
molaliteta i koncentracije je prevelika da bi se zanemarila. U tim slu¢ajevima, potrebno je
pretvoriti koncentracije u molalitete prije koristenja programa, jer je molalitet osnova za izracun
aktiviteta. U takvim okolnostima bi, dakle, trebalo izbjegavati uporabu jedinica mg dm i

ug dm3,

Ionska jakost u Visual Mintequ moze biti ili definirana od strane korisnika (opcija ,,Fixed at* u
izborniku programa) ili izraCunata pomocu programa (opcija ,,Calculated” u izborniku

programa). U drugoj opciji, ionska jakost ¢e se izracunati iz molaliteta vrsta prisutnih u otopini
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koje se nalaze u ravnoteZi. Jedinica ionske jakosti je mol kg™ (molalitet). lonska jakost dana je

sljedecom jednadzbom:
I(molkg™) =0,5-%;b; * z? (3)
gdje je bi molalitet ionske vrste i, a zj je njezin naboj.

Racun zapocCinje uz pretpostavku da je ionska jakost 0, a koeficijenti aktiviteta 1, dok su
konstante ili odredene pri | = 0 ili korigirane na tu vrijedost ionske jakosti. lonske koncentracije
izraCunate u prvom krugu raunanja koriste se za izracun daljnjih ionskih jakosti, iz kojih se
onda pomocu Daviesove modifikacije proSirene Debye-Hiickelove jednadzbe racunaju novi

koeficijenti aktiviteta, y;:

f;_
4‘% —B- (mol Zlm_3) (4)
moldm™

gdje je yi koeficijent aktiviteta vrste i, A je Debye-Hickelova konstanta koja ovisi o relativnoj

—logy; = A"z}

permitivnosti i temperaturi, a na 25 °C iznosi 0,51, zj nabojni broj iona, a | je ionska jakost. B je
takozvani Daviesov B parametar, koji ima zadanu vrijednost 0,3 u Visual Mintequ. Omjer
umnozaka koeficijent aktiviteta produkata i reaktanata za reakciju u kojoj a mola tvari A i b mola
tvari B tvore ¢ mola tvari C i d mola tvari D ustvari je konstanta kemijske ravnoteze, K, koja je

za takvu reakciju jednaka:

c.,,d
K =22 (5)

a,
Ay ap

gdje je a aktivitet tvari A, B, C i D koji je jednak umnosku molalnosti i koeficijenta aktiviteta y,
pa je za vrstu i jednak:

a;, =b;y; (6)

Klju¢nu teoriju za izracun koeficijenata aktiviteta pri svim uvjetima tek treba utvrditi. Stoga se
sve jednadZzbe za izraCun y mogu promatrati kao empirijske, koje mogu biti valjane u danim
uvjetima. U Visual Mintequ postoje tri alternativne jednadzbe za izvodenje korekcija aktivnosti

(konverzije izmedu molalnosti i aktiviteta): Daviesova jednadzba, prosirena Debye-Huckelova
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jednadzba i SIT (Teorija specificne interakcije iona prema Brensted-Guggenheimu). U ovom
radu je, kako je ranije navedeno, koriStena Daviesova modifikacija proSirene Debye-Hickelove
jednadzbe. Valjanost Daviesove jednadzbe ogranic¢ena je na nisku ili srednju ionsku jakost. Za
veé¢inu problema Daviesova jednadzba c¢e vjerojatno dati prihvatljive rezultate kod
| <0,3 mol dm™. Za neke sustave kao §to su fiktivni ionski parovi, npr. NaClg), mozZe se koristiti
kod nesto veéih ionskih jakosti. Opéenito, uporaba Daviesove jednadzbe na | > 0,5 mol kg™ ne
preporucuje se ni pod kojim uvjetima. Koncentracije relevantnih ionskih vrsta u otopini
izraCunate su na temelju pocetnih koncentracija reaktanata te konstati ravnoteza i pripadaju¢ih

konstanti stabilnosti kompleksa danih u Tablici 2.7

33



Tablica 2. Logaritmi konstanti stabilnosti kompleksa na t = 25 °C, pri pH 7,4, koristene za izracun

prezasicenosti i teoretskih granica talozenja u istrazivanim sustavima. Konstruirano prema ref. 74.

RAVNOTEZA logK
Ca?* + Cit* o CaCit 4,87
Ca’* +CI > CaCl 0,4
Ca®* + HoCit - CaH.Cit* 12,59
Ca?* + HoPOy - CaH2PO4* 20,923
Ca?* + HCit* TN CaHCit(ag) 9,256
Ca?* + HPO4* TN CaHPO4g) 15,035
Ca?* + OH" TN CaOH* -12,697
Ca?* + POs* TN CaPOs 6,46
2H* + Cit* > H.Cit 11,157
H3PO4 > H* + H,PO4 21,721
HoPO4 > H* + HPO4> 19,573
3H* + Cit* TN HsCit(ag) 14,285
H* + Cit* TN HCit*> 6,396
HPO.* TN H* + POs* 12,375
Mg?* + Cit* > MgCit 4,89
Mg?* + CI TN MgClI* 0,6
Mg?* + HoCit" “ MgH-Cit" 12,29
Mg?* + HCit> TN MgHCit(g) 8,906
Mg?* + HPO4> TN MgHPO4aq) 15,175
Mg% + OH" TN MgOH* -11,417
Mg?* + POs> o MgPO4 4,654
2Na* + HPO,* - NazHPOs(aq) 13,32
2Na* + POs> - Na2PO4 2,59
Na* + Cit* TN NaCit* 1,39
Na* + CI- TN NaClag) -0,3
Na* + HoPO4 TN NaH2PO4aq) 19,873
Na* + HPO4* “ NaHPO4 13,445
Na* + OH" > NaOHaq) -13,897
Na* + POs* - NaPO4> 1,43
H>O — H* + OH" -14
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3.2. Obrada podataka

Koncentracije reaktanata varirane su unutar $irokog podruéja, ¢(CaCl) = 10 — 10 mol dm,
c(NazHPOs) = 101 — 10° mol dm?, dok su koncentracije magnezijevih i citratnih iona

odgovarale fizioloskim uvjetima.>*! Ukupno su ispitana ¢etiri razli¢ita sustava:
CaCl>— NazHPO4

CaCl,— NaHPO4— MgCl: (c = 0,0015 mol dm~3)

CaCl, — NazHPO4 — NasCit (c = 0,000125 mol dm)

CaCl, — Na;HPO4 — MgCl; (¢ = 0,0015 mol dm~3) — NasCit (c = 0,000125 mol dm3)

Za svaku kombinaciju pocetnih koncentracija iona reaktanata pomoc¢u racunalnog programa

Visual Minteq 3.1 izraCunati su indeksi prezasic¢enosti, SlI, za Cetiri nastale faze; ACP, OCP,
DCPD i HA.

Indeks prezasi¢enosti definiran je kao:

SI = log “‘—P )
gdje je IAP produkt aktiviteta iona definiran jednadzbom?:

IAP = a} - bg (8)

U skladu s time, indeks prezasi¢enosti pojedinih faza CaP-a definiran je kao:

Shycp = log{[ c(Ca?*)? - c(POL°)?  y3v51/KS,) ©)
Slocp = log{[ c(Ca®*)* - c(PO, )3 - c(H*) - v3¥3v1l/KS} (10)
SIpcpp = log{[ c(Ca**) - c(PO,°7) - c(H) * v2y3¥1l/Ksp) (11)
Slya = log{[c(Ca**)® - (PO, 7)* - c(H*) " y5v3v1l/KSp} (12)
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gdje brojke u indeksu koeficijenta aktivnosti predstavljaju naboj iona.®

Prezasi¢enost, S, definirana je kao:

S = (10SH"/n (13)

gdje je n broj iona u formuli spoja.®

Relativna prezasi¢enost, S — 1 jednaka je:

S—1=(10)"n -1 (14)

Temeljem dobivenih Sl izra¢unate su prezasi¢enosti za navedene faze prema jednadzbama:

Sacp = (1081acr) /s (15)
Socp = (10Slocr) /s (16)

Spcpp = (1OSIDCPD)1/3 (17)
Sua = (105H4)"/s (18)

Na temelju dobivenih vrijednosti, izraGunate su relativne prezasic¢enosti, S — 1 svih dobivenih
faza za sve kombinacije koncentracija reaktanata te su pomocu njih u programu OriginPro 8.1

konstruirani istrazeni talozni dijagrami.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Analiza taloZnih dijagrama

4.1.1. Talozni dijagrami sustava CaClz — Na2HPOg4

Na slici 18. prikazani su talozni dijagrami ACP, OCP, DCPD i HA u taloZnom sustavu
CaCly — NaHPOgs, pri pH = 7,4 i t = 25 °C. Podebljana linija je granica topljivosti ¢vrste faze t;.
teoretska granica talozenja, a tanke linije su izergone tj. linije konstantne relativne
prezasicenosti. Brojevi uz linije oznacavaju vrijednosti relativne prezasic¢enosti, S — 1. Teoretska
granica taloZenja ukazuje da do talozenja ACP-a dolazi pri koncentracijama CaCl, ve¢im od 1073
mol dm= i Na;HPOs ve¢im od 10! mol dm=3. OCP talozi pri koncentracijama veéim od
¢(CaCly) = 10 mol dm i ¢(NazHPO4) = 10> mol dm, DCPD pri koncentracijama veéim od
¢(CaCly) = ¢(NazHPO4) = 1028 mol dm, dok HA pri koncentracijama veéim od ¢(CaClz) = 10-
>4 mol dm i ¢(NazHPO4) = 10° mol dm™, Prema polozaju teoretske granice topljivost raste u
nizu HA < OCP < DCPD < ACP. Granice talozenja ACP-a, OCP-a i HA asimetri¢nog su oblika,
za razliku od granice taloZzenja DCPD-a koja je simetricna. Prema Tezaku asimetri¢ni oblik
taloZznih dijagrama moze ukazivati na nastajanje specifi¢nih ionskih parova ili kompleksa u

otopini ili na poveéanu topljivost ¢vrstih faza pri veéim koncentracijama fosfatnih iona.”

Na slici 19. prikazane su teoretske granice topljivosti sve Cetiri faze CaP-a. S obzirom na
poloZaje granica topljivosti moguce je definirati Cetiri podrucja taloZenja u kojima nastaje talog
razli¢itog sastava. Podrucje I predstavlja podrucje najmanje koncentracije reaktanata u kojemu
nastaje samo HA. Povecanjem koncentracije, odnosno pri srednjim vrijednostima istrazenih
koncentracija reaktanata nastaje smjesa HA + OCP oznacena kao podrucje II. Pri nesto veéim
koncentracijama reaktanata (podrucje III) uz HA 1 OCP pojavljuje se i DCPD, odnosno nastaje
njihova smjesa. Pri najve¢im koncentracijama (podrucje IV) nastaje smjesa sve Cetiri faze CaP-a;

HA + OCP + DCPD + ACP.

37
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Slika 18. Talozni dijagrami: a) ACP-a, b) OCP-a, c) DCPD-a i d) HA u sustavu CaCl, — Na;HPOs,
pH=74it=25"°C.
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Slika 19. Granice taloZzenja ACP, OCP, DCPD i HA u sustavu CaCl,— Na;HPOs,
pH=7,41t=25"°C.

Takvi rezultati djelomi¢no se slazu s rezultatima ispitivanja koja su proveli Fiiredi-Milhofer i
suradnici.*’ Oni su naime u podru¢ju manjih koncentracija (c(CaClz) = 3:10* mol dm? i
c(NazHPO4) = 10 mol dm™), pri istim uvjetima pronasli mikrokristalne aglomerate OCP-a
nastale transformacijom iz kriptokristalne faze. U ovom istrazivanju OCP se pojavljuje u smjesi s
HA, pri nesto manjim koncentracijama kalcija i fosfata (c(CaClz) = 1-10*mol dm™ i ¢(NazHPO,)
= 10" mol dm™). Pri ve¢im koncentracijama reaktanata (c(CaClz) = 10 mol dm™ i c¢(NazHPO4)

= 102 mol dm™) Firedi-Milhofer i suradnici uo¢ili su i raznim analizama nastalog taloga
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dokazali pojavu velikih romboidnih kristala i mikrokristalnih aglomerata, tj. smjese DCPD-a i
apatita, ¢iji to¢an sastav nisu mogli odrediti (slika 13.).#” U ovom eksperimentu pri jednakim
koncentracijama kalcija 1 fosfata nastaje smjesa sve Cetiri faze fosfata (HA + OCP + DCPD +
ACP), a DCPD se javlja pri koncentracijama c¢(CaClz) = 1038 mol dm= i ¢(NazHPO4) = 1038
mol dm™ u smjesi s HA i OCP-om (slika 19.).

Prema rezultatim Buljan Meié i suradnika®, u kompleksnom sustavu CaCl, — NazHPO4 bez
prethodnog namjeStanja pH, detektirana je smjesa DCPD + CaDHA pri koncentracijama
c(CaCly) = 10%° mol dm= i c¢(NazHPOs) = 102° mol dm= &to je djelomiéno u skladu s
rezultatima ovoga eksperimenta (slika 14.). Naime, ovdje DCPD nastaje pri nesto manjim
koncentracijama kalcija i fosfata, $to se moze pripisati utjecaju fizioloskog pH (7,4). Usporedba
teoretskih 1 eksperimentalnih taloznih dijagrama za sustav CaCl, — NapHPOs, ukazuje da

termodinamicki parametri nisu dovoljni za opis takvih sustava.

4.1.2. Talozni dijagrami sustava CaClz — Na2HPOs — MgCl2

Na slici 20. prikazani su talozni dijagrami ACP-a, OCP-a, DCPD-a i HA u taloznom sustavu
CaCl, — NazHPO4 — MgCl2 (¢ = 0,0015 mol dm™3), pri pH = 7,4 i t = 25 °C. Teoretska granica
talozenja ukazuje da do taloZzenja ACP-a dolazi pri koncentracijama CaCl, veéim od
10 mol dm=i Na;HPO4 veéim od 10+ mol dm=. OCP ne taloZi pri koncentracijama manjim od
c¢(CaClp) = 10* mol dm= i ¢(NazHPO4) = 105! mol dm™, DCPD ne taloZi pri koncentracijama
manjim od c(CaCly) = c(Na;HPO4) = 1028 mol dm™, a HA pri koncentracijama manjim od
c(CaCly) = 102 mol dm™ i ¢(Na;HPO4) = 10%° mol dm=. Prema polozaju teoretske granice
topljivost raste u nizu HA < OCP < DCPD < ACP. U ovom sustavu oblik granice taloZenja
asimetrican je za ACP, OCP i HA te simetrican kod DCPD kao i u sustavu CaCl, — NazHPOa.
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Slika 20. Talozni dijagrami: a) ACP-a, b) OCP-a, ¢) DCPD-a i d) HA u sustavu CaCl,— Na;HPO4—
MgCl, (c = 0,0015 mol dm=3), pH=7,4it=25"°C.
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Na slici 21. nalaze se granice topljivosti sve Cetiri faze CaP-a. Sli¢no kao i u sustavu CaCl; —
Na;HPOs razlikuju se cetiri taloZzna podrucja. Podrucje I predstavlja podrucje najmanje
koncentracije reaktanata u kojemu nastaje samo HA. Pri srednjim vrijednostima koncentracija
reaktanata nastaje smjesa HA + OCP oznacena kao podrucje II. U podrucju III nastaje smjesa
HA + OCP + DCPD. Konacno, pri najve¢im koncentracijama (podrucje IV) nastaje smjesa sve
Cetiri faze CaP-a; HA + OCP + DCPD + ACP.
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Slika 21. Granice talozenja ACP, OCP, DCPD i HA u sustavu CaCl,— Na;HPO.,— MgCl;
(c =0,0015 mol dm=), pH=7,4it=25 °C.
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Rezultati prikazani na slici 21. djelomi¢no se slazu s rezultatima ispitivanja koja su proveli
Buljan Mei¢ i suradnici®, a gdje je u cilju simuliranja anorganskog kemijskog okruZenja u Zivim
organizmima ispitan fizioloski talozni sustav, CaCl, — NaHPO4—NaCl (¢ = 0,15 mol dm=) — MgCl.
pri 25 °C i bez prethodnog namjestanja pH (slika 16.). Buljan Mei¢ i sur. detektirali su ACP pri
koncentracijama reaktanata ve¢im od ¢(CaClz) = 10°3° mol dm™ i ¢(NazHPO4) = 10-*° mol dm?,
bilo kao jedinu nastalu fazu, bilo u smjesi s DCPD-om pri koncentracijama reaktanata ve¢im od
c¢(CaClz) = 102 mol dm= i ¢(NazHPO4) = 102° mol dm™. U teoretskom taloznom dijagramu ACP
je detektiran u gotovo jednakom koncentracijskom podru¢ju (c(CaClz) = 102 mol dm? i
c(NazHPOs) = 10*! mol dm?). Takoder, kao i u eksperimentalnom dijagramu pri veéim
koncentracijama reaktanata nastaje DCPD. Ova dva talozna dijagrama se razlikuju u obliku
granice talozenja. U eksperimentalnom taloznom dijagramu u kojem pH nije prethodno
namjesten granica taloZenja simetri¢nog je oblika3, za razliku od teoretskog sustava u kojemu je

pH prethodno namjesten na 7,4.

4.1.3. TalozZni dijagrami sustava CaCl2 — Na2HPOs — NasCit

Na slici 22. prikazani su talozni dijagrami ACP-a, OCP-a, DCPD-a i HA u taloznom sustavu
CaCl, — NazHPO4 — NasCit (¢ = 0,000125 mol dm=), pri pH = 7,4 i t = 25 °C. Teoretska granica
taloZzenja ukazuje da do talozenja ACP-a dolazi pri koncentracijama CaCl, ve¢im od
103 mol dmi Na;HPO4 ve¢im od 10*! mol dm=. OCP ne taloZi pri koncentracijama manjim od
¢(CaCly) = 10* mol dm i ¢(NazHPO4) = 10! mol dm™, DCPD ne talozi pri koncentracijama
manjim od c(CaClz) = ¢(NazHPO4) = 10® mol dm=, dok HA pri koncentracijama manjim od
c(CaClp) = 102 mol dm= i ¢(Na;HPO4) = 10%° mol dm™. Prema polozaju teoretske granice
topljivost raste u nizu HA < OCP < DCPD < ACP. Granica talozenja asimetri¢na je za ACP,
OCP i HA, dok je za DCPD simetricna kao i u prethodnim taloZznim sustavima. To moze
ukazivati na razliku u dominantnim procesima kojima otopljene ionske i druge vrste prelaze u
krutu fazu prilikom nastajanja DCPD-a u odnosu na nastajanje ACP-a, OCP-a i HA.!! Takav
rezultat u skladu je i s dva mehanizma nastajanja CaP-a, direktnom kristalizacijom kojom nastaje
DCPD, i preko amorfnih faza kojim HA nastaje preko ACP-a i OCP-a.°
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Slika 22. Talozni dijagrami: a) ACP-a, b) OCP-a, c) DCPD-a i d) HA u sustavu CaCl, — Na;HPO4 —
NasCit (¢ = 0,000125 mol dm=3), pH=7,4it=25°C.
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Na slici 23. prikazane su granice topljivosti sve Cetiri faze CaP-a. I u ovom slucaju detektirana su
Cetri talozna podruéja. Podru¢je I predstavlja podrucje najmanje koncentracije reaktanata u
kojemu nastaje samo HA. U podrucju II, pri srednjim vrijednostima koncentracija reaktanata
nastaje smjesa HA + OCP. Kod nesto vec¢ih koncentracija reaktanata nastaje smjesa HA + OCP +
DCPD (podrucje III). Pri najve¢im koncentracijama (podruc¢je IV) nastaje smjesa sve Cetiri faze

CaP-a; HA + OCP + DCPD + ACP.
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Slika 23. Granice talozenja ACP, OCP, DCPD i HA u sustavu CaCl,— Na;HPO.— NasCit
(c =0,000125 mol dm=3), pH=7,4it=25°C.
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4.1.4. Talozni dijagrami sustava CaCl2 — NazHPO4 — MgCl2 — NasCit

Na slici 24. prikazani su talozni dijagrami ACP-a, OCP-a, DCPD-a i HA u taloZznom sustavu
CaCl, — NazHPO4 — MgCl2 (¢ = 0,0015 mol dm=) — NasCit (¢ = 0,000125 mol dm3), pri pH =
7,41t =25 °C. Prema polozaju teoretske granice topljivost raste u nizu HA < OCP < DCPD <
ACP. ACP, OCP i DCPD pocinju taloziti pri jednakim vrijedostima koncentracija CaCl> i
Na2HPO4 kao u sustavu bez aditiva i u sustavu s dodatkom magnezija. Granica talozenja HA
pomaknuta je prema ve¢im koncentracijama kalcija, ¢(CaClz) = 10> mol dm i ¢(NazHPO4) =
108> mol dm™. Takoder i u ovom sustavu oblik granice taloZenja asimetri¢an je za ACP, OCP i

HA, te simetri¢an za DCPD.

Granice topljivosti za sve Cetiri ispitane faze CaP-a prikazane su na slici 25. Podruc¢je najmanje
koncentracije reaktanata u kojemu nastaje samo HA oznaceno je kao podrucje I. U podrucju II,
pri srednjim vrijednostima koncentracija reaktanata nastaje smjesa HA + OCP. Smjesa HA +
OCP + DCPD nastaje u podrucju III. Pri najve¢im koncentracijama (podrucje IV) nastaje smjesa

HA + OCP + DCPD + ACP.
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Slika 24. Talozni dijagrami: a) ACP-a, b) OCP-a, ¢) DCPD-a i d) HA u sustavu CaCl, — Na,HPO4 —
MgCl, (¢ = 0,0015 mol dm-3) — NasCit (¢ = 0,000125 mol dm=3), pH=7,4it =25 °C.
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Slika 25. Granice talozenja ACP, OCP, DCPD i HA u sustavu CaCl, — Na;HPO, — MgCl,

(c = 0,0015 mol dm~3) — NasCit (¢ = 0,000125 mol dm=), pH=7,4it =25 °C.
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4.1.5. Usporedba taloznih dijagrama pojedinih faza

Na slici 26. nalazi se grafi¢ki prikaz granica taloZzenja ACP-a u svim ispitanim sustavima.
Dodatak Mg?* i Cit> iona u taloZni sustav ne dovodi do znadajnijeg pomaka taloznih granica
ACP-a. Obzirom da je poznato da Mg?* i Cit> stabiliziraju ACP 86970 dobiveni rezultat se &ini
neocekivan. No to moze potvrditi eksperimentalne nalaze da je za stabilizaciju ACP-a bitnija
adsorpcija aditiva na povrsinu, dok je smanjenje prezasic¢enja zbog stvaranja kompleksa aditiva s
konstitutivnim ionima vrlo malo.®® Najve¢i pomaci granica taloZenja su pri koncentracijama
bliskim liniji ekvivalencije, gdje su koncentracije kalcijevih i fosfatnih iona jednake. Najveci
pomak granice uzrokuje dodatak oba aditiva u sustav, iako je pomak granice uzrokovan
dodatkom Mg?* iona neznatno manji od njega. To moZe ukazivati da je utjecaj Mg?" iona

izrazeniji od utjecaja Cit",

Graficki prikaz granica talozenja OCP-a u ispitanim sustavima nalazi se na slici 27. Dodatkom
Mg?* i Cit* iona u sustav CaCl, — Na;HPO: dolazi do izraZenijeg pomaka granica taloZenja u
odnosu na pomake granica kod ACP-a. U podru¢ju manjih koncentracija fosfata taj pomak je
neznatan, a najveéi u sustavu gdje su prisutna oba aditiva. U podrucju koncentracija c(P) > ¢(Ca)
odnosno kod vecih koncentracija fosfata dolazi do zna€ajnijih pomaka granica taloZenja. Najveci
utjecaj na oblik 1 pomak granice taloZenja ima dodatak citratnih iona. Pomak granice taloZenja
OCP-a u prisutnosti citrata mozZe se objasniti medudjelovanjem citrata i OCP-a, pri cemu dolazi
do usporavanja kristalnog rasta doti¢ne faze.>® Takoder, adsorpcija Mg?* iona na aktivna mjesta
rasta na povrsini kristala OCP-a, dovodi do smanjenja brzine kristalizacije OCP-a® i pomaka

granice taloZenja prema ve¢im koncentracijama fosfata.
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Slika 26. Granice talozenja (S — 1 = 0) amorfnog kalcijevog fosfata u sustavima sa i bez dodatka aditiva,
izraCunate pri pH = 7,4.
= (ranica talozenja za sustav bez dodatka aditiva,
s Qranica talozenja za sustav s MgCly,
granica talozenja za sustav s NasCit,

= granica taloZzenja za sustav s MgCl; i NasCit.

50



log(c(CaCly) / moldm3)

Slika 27. Granice talozenja (S — 1 = 0) oktakalcijevog fosfata u sustavima sa i bez dodatka aditiva,

-1 _'2 _3 _:1_ T
log(c(Na,HPO,) / moldm™)

izraCunate pri pH = 7,4.

granica talozenja za sustav bez dodatka aditiva,
granica talozenja za sustav s MgCly,
granica talozenja za sustav s NasCit,

granica talozenja za sustav s MgClz i NasCit.
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Na slici 28. prikazane su granice talozenja DCPD-a u sustavima bez i sa aditivima. Znacajnije
promjene oblika 1 poloZaja granice talozenja nisu uocCene unutar cijelog koncentracijskog
podrucja. Najveci pomak polozaja granice taloZzenja uocen je pri koncentracijama bliskim liniji
ekvivalencije. Dodatak Mg?* iona nema znatan utjecaj na talozenje DCPD-a, §to je u skladu s
literaturnim nalazima.®* Citratni ioni utje¢u na brzinu taloZzenja DCPD-a, tako da uzrokuju
usporavanje taloZenja pri koncentracijama veéim od 0,0001 mol dm™, te uzrokuju morfoloske
promjene njegovih kristala pri koncentracijama manjim od 0,0001 mol dm3, gdje plocasti kristali
DCPD-a prelaze u $tapicaste kristale.®® Obzirom na to doslo je do ocekivanog pomaka granice
talozenja nakon dodatka Cit* iona u sustav. Dodatkom oba aditiva istovremeno u sustav ne

dolazi do znacajnijeg pomaka granice taloZzenja niti do promjene njezinog oblika.

Na slici 29. prikazane su granice talozenja HA u sustavima bez i sa dodatkom aditiva. Promjene
oblika i polozaja granice taloZzenja HA najznacajnje Su u odnosu na ostale faze. Najznacajniji
pomaci granice taloZzenja pojavljuju se u podrucju vecih koncentracija fosfata, gdje je najveci
pomak granice taloZenja ostvaren dodatkom Cit® iona u sustav. Takvo ponaSanje HA je u skladu
s rezultatima eksperimenta kojega su proveli Van Der Houven i suradnici.®? Oni su zaklju¢ili da
citrat povecava prezasi¢enost potrebnu za talozenje HA, vjerojatno kao posljedicu vezanja citrata
na aktivna mjesta rasta na HA, ¢ime se inhibira njegovo taloZenje,®? a §to se o¢ituje promjenom
polozaja i oblika granice taloZenja. Granice taloZenja gotovo su identiéne u sustavima s Mg?" i
Mg?* + Cit¥, i pojavljuju se pri ve¢im koncentracijama u odnosu na granicu taloZenja u sustavu
CaCl>— NazHPO4sto je u skladu s prethodnim istrazivanjima koja su pokazala da su magnezijevi

ioni u¢inkoviti i jaki inhibitori nukleacije i kristalnog rasta HA."
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Slika 28. Granice talozenja (S — 1 = 0) kalcijevog fosfata dihidrata u sustavima sa i bez dodatka aditiva,

izraCunate pri pH = 7,4.

granica talozenja za sustav bez dodatka aditiva,
granica talozenja za sustav s MgCly,
granica talozenja za sustav s NasCit,

granica talozenja za sustav s MgClz i NasCit.
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Slika 29. Granice talozenja (S — 1 = 0) hidroksiapatita u sustavima sa i bez dodatka aditiva, izraGunate pri

pH=7,4

granica talozenja za sustav bez dodatka aditiva,
granica talozenja za sustav s MgCly,
granica talozenja za sustav s NasCit,

granica taloZenja za sustav s MgCl, i NasCit.
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5. ZAKLJUCAK

Konstruirani su teoretski talozni dijagrami Cetiri talozna sustava, U kojima su koncentracije

magnezijevih i citratnih iona odgovarale fizioloskim uvjetima:>°!

CaCl2— Na;HPO4

CaCl,— NazHPOs— MgCl; (¢ = 0,0015 mol dm™3)

CaCl, — NazHPO4 — NasCit (¢ = 0,000125 mol dm™3)

CaCl, — NazHPO4 — MgCl2 (¢ = 0,0015 mol dm~3) — NasCit (c = 0,000125 mol dm3).

Usporedbom polozaja i1 oblika teoretskih granica taloZenja Cetiri faze kalcijevih fosfata (ACP,

OCP, DCP i HA) pokazano je da:

e u svim talozenim sustavima razlikuju se s obzirom na sastav taloga Cetiri taloZna
podrucja:
1.) pri najmanjim koncentracijama reaktanata nastaje samo HA,
2.) pri srednjim vrijednostima koncentracija reaktanata nastaje smjesa HA + OCP,
3.) pri nesto ve¢im koncentracijama reaktanata nastaje smjesa HA + OCP + DCPD,
4.) pri najve¢im koncentracijama reaktanata nastaje smjesa HA + OCP + DCPD +
ACP.

e teoretska granica taloZenja asimetricna je za ACP, OCP i1 HA, dok je za DCPD
simetricna. To moze ukazivati na razliku u dominantnim procesima kojima otopljene
ionske i druge vrste prelaze u krutu fazu prilikom nastajanja DCPD-a u odnosu na
nastajanje ACP-a, OCP-a i HA.

e razlike u polozaju teoretskih granica talozenja u razliitim taloznim sustavima za
pojedinu fazu kalcijevih fosfata u skladu su s eksperimentalo opazenim utjecajima koje

Mg?* i Cit> ioni imaju na procese njihovog nastanja.
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6. POPIS SIMBOLA | KRATICA

a Aktivitet otopljene tvari u prezasi¢enoj otopini

aa Aktivitet iona A

as Aktivitet iona B

as Aktivitet otopljene tvari u stabilnoj zasi¢enoj otopini
AB Binarni elektrolit sastavljen od iona A i iona B

ACP Amorfni kalcijev fosfat

c Mnozinska koncentracija (mol dm=)

CaDHA Kalcij deficijentni hidroksiapatit

CaP Kalcijevi fosfati

Cit Citrat

DCPD Kalcijev hidrogenfosfat dihidrat
HA Hidroksiapatit

IR Infracrveno zracenje

K Konstanta kemijske ravnoteze
Ksp Termodinamicki produkt topljivosti
mi Molalnost

NasCit Natrijev citrat

OCP Oktakalcijev fosfat

p Tlak

S Prezasi¢enost

T Termodinamicka temperatura

Vi Koeficijent aktiviteta
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