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KASUTATUD LUHENDID

AAS - Aatomabsorptsioon-spektromeetria (ingl Atomic Absorption Spectroscopy)
ATR - Norgendatud téielik sisepeegeldus (ingl Attenuated Total Reflectance)
CaAp — Kaltsiumapatiit (ingl Calcium Apatite)

CIAp — Kloorapatiit (ingl Chlorapatite)

CuAp — Vaskapatiit (ingl Copper Apatite)

FAp — Fluorapatiit (ingl Fluorapatite)

FT-IR — Fourier' teisendusega infrapunaspektroskoopia (ingl Fourier transform infrared
spectroscopy)

Glu — Glutamiinhape (ingl Glutamic acid)

Gly — Glutsiin (ingl Glycine)

HAp — Hidroksuapatiit (ingl Hydroxyapatite)

His — Histidiin ( ingl Histidine)

L-Ser — L-Seriin (ingl L-Serine)

L-Pro — L-Proliin (ingl L-Proline)

OPL-Ser — Fosfoseriin (ingl Ortho-Phospho-L-Serine)
PZC — null-laengu punkt (ingl Point of Zero Charge)

ZnAp — Tsinkapatiit (ingl Zinc Apatite)



SISSEJUHATUS

Kasvav ndudlus ja hind maailmaturul on loonud ajendi Eesti rahvusliku rikkuse ehk fosforiidiks
ladestunud fluorkarbonaatapatiidist koosnevate lingulaatide kojapoolmete rikka liivakivi uurimise
Pbhja-Eesti Kkivimites. Lisaks fosforhappe, vdetiste ning pesuaine komponentide tootmisele
looduslikest apatiitidest, on Gha enam pakkunud huvi siinteetiliste apatiitide keemiline olemus ja

uute kasutusalade leidmine.

Vdime siduda oma struktuuri kataltttiliselt aktiivseid katioone, adsorbeerida ning moodustada
kompleksiihendeid orgaaniliste ja metallorgaaniliste Ghenditega vdimaldavad apatiite kasutada
madala keskkonnam®ju ning kdrge efektiivsusega heterogeensete katallisaatorite slinteesimiseks.
[1] Lisaks on vdimalik biolhilduvate omadustega apatiite kasutada meditsiinis luude
asendusmaterjalidena vOi ravimikandjatena. Bioapatiitides (luud ja hambad) on aminohapetel
katalttiline roll orgaanilises slinteesis (nt hammaste mineraliseerumine). Seetbttu on
biomolekulaarsetes siisteemides huviorbiidis aminohapete ja apatiitide metalli-ioonidest
moodustunud kompleksuhendid, mis sarnanevad bioaktiivsetele tsentritele ning on seotud

bioloogilistes funktsioonides metallide toksikoloogia ning toiteainete ringlusega. [2,3]

Kéesoleva magistritdd eesmargiks oli uurida aminohapete seostumist apatiitidega, hinnates
lahuse omaduste (pH, kontsentratsioon) ning apatiidi koostise mdju sidumisprotsessile. T60s
uuriti seriini (L-Ser) ning fosfaatriihma sisaldava fosfoseriini (OPL-Ser) seostumist sunteetiliste

Ca- ning osalise Cu ja Zn asendustega hudroksiulapatiitidega vesilahustes.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1.1. Apatiitide keemiline koostis, struktuur ja omadused

Apatiit on fosforit ja kaltsiumit sisaldav mineraal, mille keemiline Gldvalem on Ca;o(PO4)sX2,
kus X on tavaliselt hudroksiid-, fluoriid- v6i kloriidioon. Vastavad nimetused on hidroksuapatiit
(HAp), fluorapatiit (FAp) ning kloorapatiit (CIAp). Apatiidi kristallid on heksagonaalse
struktuuriga ja kuuluvad ruumigruppi p6s/m. Joonisel 1.1 on esitatud Ca, F, O ning PO,
paikemine FAp kristallvores. Heksagonaalsel teljel paiknevaid (hevalentseid anioone (X)
umbritsevad 6 Ca(2) aatomit, mis moodustavad telje Umber kanali. Tetraeedriline PO, seob
kolme hapniku aatomiga Ca(1) ning neljanda hapniku aatomiga Ca(2). F" ioonid asetsevad Ca
aatomiga samal tasapinnal. OH" ning CI" ioonid on md6tmetelt suured ning asetsevad uleval voi

allpool tasapinda, pdhjustades kérvalekaldeid kristalli simmeetrias. [1,4,5,6]

Joonis 1.1. FAp-i heksagonaalne struktuur, milles Ca** ning F~ on seotud tetraeedrilise PO,>

iooniga. [4]

Selline struktuur v@imaldab mitmesuguseid asendusi nii Kkatioonide kui ka anioonide
positsioonides [5]. Nii looduslike kui ka silinteetiliste apatiitide enamlevinumad asendused on
esitatud tabelis 1.1. Apatiitide erinevad asendused vdivad toimuda samal ajal ning sdltuvalt
keemilisest koostisest, on vdimalik saada uute omaduste ja kasutusaladega apatiite. Struktuursed

asendused mdojutavad oluliselt apatiidi keemilisi ja fuusikalisi omadusi. [1,4]



Tabel 1.1. Enamlevinumad uhe-, kahe- ja kolmevalentsete ioonide asendused apatiidis. [1,4,7]

Me10(XO4)sY2
y ca’*, cu®*, zn”*, Sr** Ba®*, Pb**, Cd** Mn?*,
e
Mg**, Sr**, Fe®*, Ni**, Na', K*,...
X0, PO.>, AsO,>, VO,*, COs%, S0, Siog ...
Y F,CI, I', Br, OH, 0%, S%, CO47,..

Apatiidi kristallid on ndeljad heksagonaalsed prismad. Nende varvus s6ltub lisanditest, kuid
enamasti on apatiidid vérvuselt valged, hallikad, rohelised, kollakad, lillakad voi sinised.
Apatiitide suhteline kdvadus Mohsi skaala alusel on 5 ning tihedus jaab vahemikku 3,1 - 3,2

glcm®. Apatiitide null-laengu punkt (pzc) jaab pH vahemikku 6,5 - 8,5. [5,6,8]

Apatiitide omadused sdltuvad nii Ca/P molaarsuhtest kui ka apatiidi eripinnast. Stohhiomeetrilise
kaltsiumapatiidi Ca/P molaarsuhe on 1,67. Eripind sdltub sunteesi tingimustest ning vdib ulatuda

150 - 200 cm?/g-ni. See on vaiksem kui teistel kataluiitilistel materjalidel (nt tseoliidid). [1,5]

Apatiit on vahelahustuv tahke mineraal ning selle lahustuvus séltub oluliselt pH-st. Apatiitide
lahustuvus vees suureneb pH vahenemisel. Sealjuures vdga madalatel pH vadrtustel on margatav
jarsk lahustuvuse tdus. Kui lahuse pH on 7 on FAp-i lahustuvus 3 ppm ning kui lahuse pH on 4,
suureneb lahustuvus 253 ppm-ni [9]. Lahuse kontsentratsiooni suurenemisel suureneb Ca
lahustuvus apatiidist. R6hu suurenemisel apatiidi lahustuvus vees véheneb [9,10]. Mineraalide
lahustuvus soltub kristallvore energiast. Néaiteks lahustub HAp (34092 kJ/mol) kergemini Kkui
FAp (34118 kJ/mol). Vastavad lahustuvuskonstandid on FAp-I Ks = 3,19-10°®! ning HAp-l K =
7,36:10%°. Mida suurem on apatiidi pinna funktsionaalsete riihmade reaktiivsus, seda suurem on
mineraali lahustuvus. Lahustuvust mdjutavad ka struktuursed asendused. Enamtuntud on

lahustuvuse suurenemine karbonaatasenduse korral. [5,6]

Fourier' teisendusega infrapunaspektroskoopia (FT-IR) ning tuumamagnetresonantsi
spetkroskoopia (SS-NMR) meetoditel p6hinevad uuringud on ndidanud, et apatiidi kristallid on
lahuses kaetud hudreeritud pinnaga (joonis 1.2). See pind erineb tahke apatiidi pinnast, on véga

orn ega séili kuivades. Mittestbhhiomeetrilise pinnakihi teke tuleneb Ca ja OH riilhmade
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vakantside tekkimisest ning fosfaatrihma protoneerumisest. Hidreeritud pind koosneb ndrgalt
seotud ioonidest, mida on vOimalik liita kasvava apatiidi struktuuri, asendada ioonidega lahusest

ning valkudes esinevate laetud rihmadega (Pr). [6,7]

Ca?* HCO,

Apatiidi Hldreeritud  Lahus
pind pind

Joonis 1.2. Hudreeritud pinnal toimub ioonvahetus apatiidi ja lahuse vahel. [7]

Apatiidile iseloomulik hidreeritud pind ja kristalliline struktuur vdimaldavad adsorptsiooni ning
kompleksi moodustumist ehk ioonide v6i molekulide sidumist pinna funktsionaalsete riithmadega
[10]. Adsorptsioon toimub adsorbendi pinna aktiivsetel tsentritel, on vaadeldav keemilise

reaktsioonina ning see 16peb monomolekulaarse kihi moodustumisega [11].

Adsorptsioon apatiidis on seotud elektrostaatiliste jéududega ning pinna ioonide
vahetusprotsessiga. Apatiidi pinnal toimub ioonvahetus lahuse ioonidega, milles hiidreeritud
pinnal on oluline osa. Lihtsusatud mudeli alusel vdib apatiidi pinda Kirjeldada kahe
funktsionaalse rihmaga, =CaOH ning =OPO3H,, kus ,,=* tdhistab tahket pinda. Lahuses toimub
nende rihmade protoneerumine, deprotoneerumine ning lisaks kompleksuhendite moodustumine
erinevate ioonidega (fosfaat-, kaltsium-, fluoriidioon jt) apatiidi pinnal. Apatiitide pinnal vdib
toimuda ioonvahetusprotsess ning selliselt on vdimalik apatiitide koostist modifitseerida.
Erinevates  uurimistoédes  on  Kirjeldatud  mitmed  ioonvahetusprotsesse  nagu
karbonaat/vesinikfosfaat, magneesium/kaltsium vdi strontsium/kaltsium. loonvahetus s6ltub

protsessis osalevatest ioonidest ning seda Kirjeldatakse Langmuir- tulpi isotermiga. [6,7,12]

Sarnaselt metallioonide sidumisele vdib ka anioonsete molekulide sidumine toimuda nii
ioonvahetuse kui ka lahustumis — sadenemis protsessi tulemusel. Adsorptsiooni mdjutavad

apatiidi pinna laeng, mis soltub tema koostisest, keskonna pH-st ja seotava molekuli



funktsionaalsete riihmade konfiguratsioonist. Soltuvus pinnalaengust ei ole lineaarne, sest
katioonide ja anioonide jaotus pinnal ei ole uhtlane. [7]

1.1.2. Apatiitide leidumine looduses

Ideaalse struktuuri ja koostisega apatiite looduses ei leidu - need esinevad Kkeeruliste
kompleksiihenditena. Apatiite leidub nii meteoriitides kui ka tard-, moonde- ja settekivimites.
Vulkaanilise péaritoluga FAp ja CIAp leidub nditeks Koola poolsaarel Venemaal ning Nelsoni
maakonnas Virginias. Moondekivimitest périnevad apatiitide suurimad leiukohad asuvad
Durango osariigis Mehhikos ning Cape provintsis Lduna-Aafrikas. Merelise péritoluga
settekivimid (fosforiidid) sisaldavad fluorkarbonaatapatiiti ning seda leidub Marokos. Eestis
leiduv fosforiit on biogeense tekkega. Imetajate kdvakudedes (luudes ja hammastes)

moodustavad apatiidid pdhilise anorgaanilise osa. [5,8,13]
1.1.3. Apatiitide stintees

Apatiitide slinteesimiseks on erinevaid meetodeid — marjad sadestamismeetodid, kuivad
tahkefaasilised ning sool-geel meetodid. Temperatuuri alusel eristatakse madala ja korge
temperatuuriga sunteesimeetodeid. Séltuvalt suinteesi tingimustest erinevad saadud apatiidid nii

omadustelt, struktuurilt kui ka morfoloogialt. [1,13,14]

Kuivadest tahkefaasilistest meetoditest tuntakse mehhanokeemilist ning koérgtemperatuurilist
meetodit. Kuivad meetodid sobivad suuremahuliseks tootmiseks, kuid stinteesitud apatiidid on

ebakorrapérase kujuga kristallid. [14]

1. Korgtemperatuurilise tahke faasi sunteesil Ca- ja P-sisaldavad soolad jahvatatakse ning
kaltsineeritakse kdrgel temperatuuril (1000 °C). Korge temperatuuri kasutamise téttu on
meetod energiakulukas, lisaks saadakse ebakorrapérase kujuga heterogeensed apatiidi
kristallid.

2. Mehhanokeemilisel meetodil saadakse korrapérase struktuuriga apatiidid. Lahteaineid
jahvatatakse ja segatakse kuulveskis stohhiomeetrilises vahekorras. Produktide omadused
sOltuvad reagentide thubist, kuulveskist, kuulide diameetrist ja kuulveski

poorlemiskiirusest.



Mérjad meetodid vOimaldavad sunteesida korrapdrase kujuga apatiite. Apatiitide omadusi on

vOimalik reguleerida protsessi parameetritega.

1. Keemiline sadestamine on lihtsaim meetod HAp stnteesimiseks, sest HAp on
toatemperatuuril vahelahustuv ja stabiilne, kui lahuse pH on suurem kui 4,2. HAp
siinteesimiseks vOib  kasutada kaltsiumi ning fosfaati sisaldavaid reagente
(kaltsiumhiidroksiid ~ v8i  kaltsiumnitraat Ca** allikana ning fosforhape V@i
diammoniumfosfaat PO,* allikana). Siinteesi meetodi kaigus lisatakse reagente tilkhaaval
pidevalt segades kontrollitud pH-ga lahusesse. Saadud suspensiooni hoitakse
atmosfaariréhul, filtreeritakse, seejarel sade pestakse, kuivatatakse ning purustatakse
pulbriks.

2. Sintees hudrotermilisel meetodil viiakse labi sarnaselt sadestamisega lahuses, kuid
kilipsemise protsess toimub k&rgendatud temperatuuril (vee keemistemperatuurist
kdrgemal) ning r6hu all. Protsessi kdigus saadakse stohhiomeetriline ning kristalliline
HAp. Hudrotermilise meetodi tdovahendid on kdrgendatud temperatuuri ja réhu téttu
kallimad.

3. Sool-geel meetodi rakendamisel segatakse omavahel Ca- ja P- sisaldavad reagendid
(alkoksiidid) vees vdi orgaanilises lahustis. Selle kaigus tekivad kompleksiihendid, mis
moodustavad geeli. Apatiidi saamiseks geel kuivatatakse ja pdOletatakse. Meetodi
puuduseks on toormaterjalide kdrge hind ning sekundaarsete faaside (CaO, Caz(POy),)
teke.

Lisaks kasutatakse marja meetodi korral apatiitide siinteesimiseks emulsioon voi sonokeemilist
meetodit. Viimasel aastakimnel on tahelepanu podratud apatiitide slinteesile biogeensetest
materjalidest (luud, munakoored, veeloomade skelett) ning kombineeritud meetoditele

(hudrotermiline/mehhanokeemiline, hidrotermiline/hidroliius jt kombinatsioonid). [13,14]
1.1.4. Kasutusalad

Apatiitidel on palju kasutusalasid nii keemias kui ka biokeemias. Sunteetilised apatiidid on
biotihilduvad ning seega on voOimalik kasutada neid meditsiinis luude asendus- ja
parandusmaterjalidena, ravimikandjatena v0i kasutada modifitseeritud kujul valkude ja geenide
transportimisel. [1,4,10,13]
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Sb vdi Mn asendustega FAp-te kasutatakse fluorestsents materjalina luminofoorlampides, Ho voi
Nd asendusega apatiite aga laserites [5]. Apatiitidel on omadus siduda oma struktuuri
mikroelemente ning seetdttu on vdimalik neid kasutada muldade ja vee puhastamiseks toksilistest
metallioonidest. HAp-id on stabiilsed, vahe lahustuvad ning seega leiavad rakendust
heterogeensete katallisaatoritena orgaanilises sinteesis (Ru/HAp ja Au/HAp katalUsaatorid).
[5,10,15]

Looduslik apatiit on oluline toormaterjal véetiste tootmiseks, loomasdtda lisandiks ning pesuaine
komponendiks (polufosfaadid). Enamik vaetiste tootmisettevotteid kasutab maakide to6tlemiseks
lagundusprotsessi vaavel- vdi lammastikhappega, mille tulemusel saadakse puhastamata H3POj.
Peaaegu koik apatiitide maagid sisaldavad vaikeses koguses (<1 massi%) haruldasi muldmetalle.
Seetbttu annab suuremahuline apatiidi maakide to6tlemine fosfaatvaetiste tootmise

kdrvalproduktina suure koguse haruldasi muldmetalle. [5,6,16]

1.2.1. Aminohapped

Aminohapped on olulised ,,ehituskivid* elusorganismide valkudes ja enstiimides. Aminohapete
keemilist koostist véljendatakse Gldvalemiga H;N-CHR-COOH. See molekul sisaldab
funktsionaalset amino- (-NH,) ja karboksullrihma (-COOH) ning selle kdrval oleva susiniku
aatomi kiljes olevat koérvalahelat (-R). Lihtsaima aminohappe glutsiini (Gly) keemiline struktuur
on kujutatud joonisel 1.3. Teistes aminohapetes on R alifaatne, aromaatne vdi heterotsuklilise
jaakrihmaga. Lisaks on joonisel esitatud polaarse kiilgahelaga seriini (L-Ser) ning fosfoseriini
(OPL-Ser) struktuurid. Looduses esineb tle 700 aminohappe, millest peamised 20 moodustavad
enamiku elusorganismide valgud. Standardaminohapetest eristatakse mittepolaarse, polaarse,

happelise vdi aluselise kdrvalahelaga aminohappeid:

1. Mittepolaarsed kilgahelaga aminohapped on glitsiin, alaniin, valiin, leutsiin, isoleutsiin,
metioniin, proliin, fenudlalaniin ja triptofaan.

2. Polaarsed kilgahelaga aminohapped on asparagiin, glutamiin, seriin, treoniin, tdrosiin
ning tsusteiin.

3. Happelise ahelaga aminohapped on asparagiinhape ja glutamiinhape.

4. Aluselise kilgahelaga aminohapped on lisiin, arginiin ning histidiin. [17,18]
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Joonis 1.3. Aminohapete keemilised struktuurid - glitsiin (Gly), seriin (L-Ser) ning fosfoseriin
(OPL-Ser).

Aminohapped on seotud valkudesse peptiidsideme kaudu. Peptiidside moodustub (he
aminohappe karboksullriihma ning teise aminohappe aminoriihma vahel. Polupeptiidid ning

bioloogilise funktsiooniga valgud koosnevad 30-50 lineaarsest aminohappe jaégist. [17,18]

Seriin tuleneb siidi ladinakeelsest nimetusest sericum. L-Ser osaleb pea koikide looduslike
valkude koostises. See aminohape on oluline normaalse immuunsusteemi talitluseks, samuti
tagab paljude ensulmide (nt esteraas) funktsioneerimise. [19] L-Ser osaleb puriini- voi
plrimidiinaluste siinteesil, osaleb mitmete ensulimide aktiivsete tsentrite funktsioneerimisel ning
on lahteaineks mitmetele aminohapetele (glutsiin, tsusteiin, triptofaan). [3] OPL-Ser on Ser-i ja
fosforhappe ester ning moodustub organismis L-Ser-i biosiinteesi vaheproduktina. OPL-Ser

osaleb nt hammaste mineraliseerumise protsessis. [20,21]

1.2.2. Aminohapete omadused

Aminohapped on varvuseta kristalsed ained, mis lahustuvad hé&sti vees, véhesel madral
alkoholides ning ei lahustu mittepolaarsetes orgaanilistes lahustites. Proliin, hidroksuproliin,
glutsiin ja alaniin on vees véga hasti lahustuvad. Happe vo6i aluse lisamine suurendab
aminohapete lahustuvust soola moodustumisega. Teiste aminohapete juuresolek tdstab samuti
lahustuvust. Aminohapped ei lahustu puhastes orgaanilistes lahustites (eetrid) polaarsuse tottu.
Susteiin ja proliin lahustuvad vdrdlemisi halvasti etanoolis. [17,18]

Aminohapped on kiraalsed ehk k&elised molekulid. Looduses leidub eelkdige vasakuké&elisi ehk
L-konfiguratsiooniga aminohappeid. Paremakaelisi ehk D-konfiguratsiooniga aminohappeid

esineb suhteliselt harva, nditeks mdningate antibiootikumide koostises. [18]
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Aminohapete tugevust iseloomustav dissotsiatsioonikonstant K, avaldub elektroliiidi HA ning
ioonide H* ja A" kaudu. Dissotsiatsioonikonstanti valjendatakse kontsentratsioonide (mol/l) vdi

[H*][A7] _ [af]laz]

aktiivsuste kaudu: K, = = Ton
HA

. Mida vdiksem on K, seda suurem on pKj, ning seda

ndrgema happega on tegemist. Dissotsiatsioonikonstanti on véimalik maérata tiitrimiskdveralt,
kui ekvivalentpunkti Gmbruses tekib huppeline pH muutus ning selle saavutamisel on kogu

madratav aine titrandiga dra reageerinud. [22]

Aminohapped sisaldavad nii amino- kui ka karboksuilrihma, mille tottu on voimalik nii
positiivselt kui ka negatiivselt laetud iooni teke. Kui lahuse pH on madalam aminorihma
dissotsiatsioonikonstandist (pKj), siis toimub protoneerumine ehk H* liitumine lammastikuga.
Kui pH véartus on suurem kui karboksudlrihma pK, toimub deprotoneerumine ning
karbokslulrihm omandab negatiivse laengu. Seega sisaldavad aminohapped nende kahe pH
vaartuse vahel nii positiivse kui ka negatiivse laenguga riihma ning esinevad vesilahuses tsvitter-
ehk kaksikioonina. Skeemil 1 on esitatud OPL-Ser-i dissotsieerumine, vastavad pK, véartused
ning protoneerumisastmed. Skeemil 2 on esitatud L-Ser dissotsieerumine, vastavad pKa
vaartused ja laengud. [17,18,20,22]
[+1] 10} - -1 121" coo Bl coo

COOH COO pKa=2.19 C|3OO pKa=5.78 | pKa=9.85

H3N+—CH — H3N+—C|)H - H3N+_CH <= H3N—CH ~ H,N—CH
CH,—0-PO3H, CH,=0-PO3H; CH,=0-POsH CH,=~0-PO;* CH,—0-PO3*
NA MA MZ DZ DB
lo] ?OOH
H,N—CH
CH2_O_PO3H2

N
Skeem 1. Fosfoseriini dissotsiatsioon, kus kahetahelise simboli esimene o0sa tahistab

fosfaatriihma neutraalset, Uhealuselist vdi kahealuselist protoneerumisastet (ingl. Neutral,
Monobasic, Dibasic) ning teine osa t&histab seriini happelist, tsvitterioonilist voi aluselist
fragmenti (ingl Acidic, Zwitterionic, Basic). [20]
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[+1] 0] coo [-11 -
?OOH pKa=2.21 | pKa=9.15

H3N+—CH == H3N+—CH _— H,N—CH

CH,—OH CH,-OH CH,—OH

Skeem 2. Seriini dissotsiatsioon, vastavad pKa véaartused ja laengud. [18]

Aminohappeid iseloomustab isoelektriline punkt (pl), mille korral aminohappe elektrilaeng on
summaarselt null ning elektrijuhtivus minimaalne. Kui pH on vaiksem kui pl kditub aminohape
katioonina, vastasel juhul anioonina. pl véartust leitakse amino- ja karbokslulrihma ning

ioniseeruvate R- rihmade dissotsiatsioonikonstantide kaudu. [22]

Aminohapped on bidentaatsed ligandid mitmetele metalli-ioonidele. Cu?* ioonidele on
iseloomulik moodustada veres aminohapete, peptiidide v&i teiste biomolekulidega
komplekstihendeid. [23] Mitmed enstiimid, nagu kollagenaas ja stromeliisiin sisaldavad Zn?*
ioone, mis moodustavad aminohapete (His ja Glu) kérvalrihmade funktsionaalsete riilhmadega
komplekslhendeid. [17]

1.2.3. Kompleksuhendid

Aminohapped moodustavad metalli-ioonidega mitmesuguseid komplekstihendeid, mis osalevad
bioloogilistes protsessides. Metalli-ioonide ja aminohapete kompleksiihendeid on pdhjalikult
uuritud viimastel aastakimnetel, kuna nende omadused sarnanevad biomolekulaarsetes
slsteemides osalevatele aktiivsetele tsentritele ning metalli-ioonid on seotud nukleiinhapete
konformatsioonide stabiliseerimisega. Lisaks on aminohappe-metall kompleksiihendid seotud
metallide toksilisuse ning toiteainetega rakkudes. Aminohappe-metall kompleksuhendid on
potentsiaalsed ravimiasendajad karjakasvatussektoris ning inimeste toidulisandites. Seega on
metalli-ioonide  kompleksuhendite moodustumise protsess oluline eelkdige biokeemia
valdkonnas. [2,3]

Kompleksi moodustamine toimub Lewisi happe (metalli-ioon kui elektronipaari akseptor) ja
aluse (ligand kui elektronipaari doonor) vahelise reaktsiooni kdigus. Skeemil 3 on esitatud L-Ser-
I tsvitterioon ning sellele vastava kompleksiihendi skemaatiline struktuur tahkes faasis. Selle

kompleksiihendi moodustumisel seotakse metalli-ioon kahe L-Ser-i tsvitteriooniga. [3,22]
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H 0O

\ 5 H H H 7a
NG N
3 N 3 WN 1a
" \ 2+ 2:1 2. \ / 2a ‘2
) H + M —_— OH ) M - HO
OH N=~o tahke faas 4 / \ O
4 VY 0 N\ 3a
/O 7 (@)
60 e© ! H/5a\H
L-Ser tsvitterioon Kompleksithend (M = Ni2+, Cu2+, Zn2+)

Skeem 3. Aminohappe tsvitteriooni ja metalli-iooni kompleksiihendi skemaatiline struktuur, kus
M tahistab metalli (Ni**, Cu®*, Zn**) ioone. [3]

Kompleksihendite pusivust iseloomustatakse stabiilsuskonstantidega (logKy).

Pusivuskonstandiks K; nimetatakse kompleksiihendi tekkereaktsiooni tasakaalukonstanti, mis

avaldub kujul: K, = % [22]

Kompleksi moodustumine vahendab lahuses olevate ioonide kontsentratsiooni. Tabelis 1.2 on
esitatud katselises t06s uuritud aminohapete kompleksiihenditele iseloomulikud logK; véartused
[24]. Lahtudes tabeli andmetest, on Cu?* metalliiooni kompleksiihend kdige ptisivam OPL-Ser-
ga, vahem stabiilne kompleks moodustub L-Pro ning L-Ser-ga. Koige ebapisivamad

kompleksiihendid moodustuvad Ca?* ioonidega.

Tabel 1.2. Aminohapete kompleksuhenditele iseloomulikud pisivuskonstantide vaartused. [24]

L-Ser OPL-Ser L-Pro
logK; (25°C) g logK; (25°C)
0 0
gK+ H (25°C) H gKs H
H* _HL] 9,05 (+3) 0,1 988(x7) 0,1 10,46 (+7) 0,1
[L][H]
[ML]
ca* 1,43 0,1 1,9 (£3 0,1 s 2
(ML) (£3)
[ML]
zZn** 4,60 (+6 0,1 5,84 (+4 0,1 5,27 0,1
ML (£6) (x4)
ML
cu* [V 7,90 (£5) 0,1 9,5 (+1) 0,1 8,83 (+3) 0,1

*«- ,—andmed puuduvad
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1.2.4. Aminohapete adsorptsioon apatiidi pinnal

Aminohapete adsorptsiooni apatiidil on uuritud peamiselt eesmérgiga selgitada elusorganismides
toimuvaid protsesse, kus kdvakoed (luud, hambad) on kontaktis biovedelikega. OPL-Ser ning L-
Ser adsorptsioon apatiidil on seotud hammaste moodustumise protsessiga. Mineraliseerumise
kaigus OPL-Ser adsorbeerub HAp pinnale ning blokeerib aktiivsete kristalli tsentrite kasvu.

Bioloogiliste kdvakudede analoogina kasutatakse siinteetilist HAp-i. [25]

Erinevad uurimisgrupid on uurinud nii L-ser kui OPL-Ser kaitumist apatiitide pinnal ning
seoseid, mis seda mdjutavad. Uurimistdddes on ndidatud nii kontsentratsiooni, pH kui ka aja
moju  sidumiskatsetele. Uurimistoddes on vaadeldud ka OPL-Ser ning L-Ser lahuste
adsorptsiooni v@ime erinevust. Lisaks on kirjeldatud HAp-i ja fosfoseriiniooni eeldatava

pinnakompleksi moodustumist.

Kdrge kontsentratsiooniga L-Ser lahuste adsorptsiooni kaitumise olulisust on uuritud hammaste
moodustumise seisukohast. Aminohappe adsorptsiooni uurimiseks segati 300 mg HAp (eripind =
52 m?/g) ja 10 ml L-Ser lahust (kontsentratsioonide vahemik 0,02-0,1 M) temperatuuril 37,0 °C
pH = 7,4 ning pH = 10,0 juures. Saadud suspensiooni loksutati 2 tundi ning filtreeriti. Eraldatud
lahuses méarati L-Ser kontsentratsioon spektrofotomeetiliselt lainepikkusel 570 nm ning arvutati

L-Ser hulk (I', pmol/m?) apatiidi pinnal. Lisaks marati HAp ¢ — potentsiaali muutus. [26]

Katsest selgus, et pH = 7,4 korral apatiidi pinnale adsoreerunud L-Ser hulk vastab Langmuiri
isotermile ning adsorptsioon toimub kompleksi moodustumisega apatiidi pinnal, sealjuures
adsorptsiooni pH 10,0 korral praktiliselt ei toimu. Saadud tulemust seletatakse elektrostaatilise
interaktsiooniga positiivselt laetud L-Ser aminoriihma ning negatiivselt laetud HAp pinna vahel.
Lisaks toimub L-Ser pH = 7,4 lahuses mérkimisvaarne HAp osakeste { — potentsiaali muutus,
mida L-Ser pH = 10,0 lahuse puhul ei toimu. [26]

Seoseid hammaste mineraliseerumisega on uuritud ka OPL-Ser-i (H,¥, kus ¥ tahistab
fosfoseriiniooni) ning HAp-i puhul. Uurimisto6 kéigus vaadeldi OPL-Ser-i adsorptsiooni HAp-I
erineva kontrsentratsiooniga lahustes. Katses segati 1,0 g HAp-i (eripind = 41,0 m%g; Ca/P =
1,57) 10 ml OPL-Ser lahusega (kontsentratsioonide vahemik 2 - 100 mmol/L) ning loksutati 2 ja
24 tundi toatemperatuuril. OPL-Ser kontsentratiooni muutuse hindamiseks kasutati

spektrofotomeetriat killastunud apatiidi vesilahuse suhtes lainepikkusel 210 v6i 228 nm. Seotud
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aminohappe hulk A (mol/g) méaarati vorrandist A = VAC/W, kus V (l) tahistab lahuse ruumala,
mis on kontaktis apatiidiga W (g) ning AC (mol/1) tdhistab alg ja ldpplahuse kontsentratsioonide

erinevust. [21]

Kaks tundi loksutatud proovide (OPL-Ser kontsentratsioonid 2 - 12,5 mmol/l) adsorptsiooni
isotermid kattuvad proovide isotermidega, mida loksutati 24 tundi. Sellest tulenevalt v6ib viita,
et adsorptsioon vOi reaktsiooniprotsess muutub ajast s6ltumatuks kahe tunniga ning tekib
tasakaal. Kdrgematel kontsentratsioonidel (12.5 - 100 mmol/l) toimub jarsk adsorptsiooni
isotermi tdus, mis on tingitud Ca ning P ioonide vabanemisest lahusesse kontsentratsiooni
suurenemisel. loonvahetusprotsessis on apatiidist vabanenud fosfaat- ja kaltsiumioonid lineaarses
sOltuvuses fosfoseriini ioonide sidumisega. Katsetingimustel 10 ml lahust ja 1 g apatiiti on
ioonsuhted vastavalt Ca/¥ = 2,05 ning P/¥ = 1,12. [21]

6 paeva seisnud filtraatides tekib sade, kui OPL-Ser kontsentratsioon on kdrgem kui 80 mmol/L.
Tekkinud sade oli sarnane siinteesitud Ca¥-H,O soolale - valged ebakorraparased kristallid
lagunevad 190 °C juures ning omavad identseid funktsionaalsete riihmade neeldumispiike IP
spektrites. [21]

Aminohapetega td0deldud apatiidid pesti, kuivatati ning méaérati orgaanika sisaldus
poletusmeetodil. Lenduva CO, madramine kromatograafiliselt nditas, et katses kasutatud
apatiitidel ei esinenud pinnaga seotud OPL-Ser. Apatiidi pinnal optilise ega skaneeriva
elektronmikroskoobiga vdoraid faase ei esinenud. Apatiitide eripinnaga olulisi muutusi peale

adsorptsiooni ei toimunud, kuid kontsentratsiooni suurenemisel toimus eripinna vahenemine. [21]

Ca ja P vabanemine apatiidist lahusesse viitab sellele, et tegemist on ioonvahetusprotsessiga ning
kompleksi tekkimisega. Eeldatav pinnakompleksi moodustumine on v@rrandina esitatud skeemil
4. Vorrandist avaldub, et iga HAp-i mooli kohta kulub 6 mooli OPL-Ser-i. Sellest 2 mooli
kasutatakse kompleksiihendi moodustamiseks, 4 mooli esinevad lahuses H¥" ning ¥* ioonidena.
[21]

Ca;o(OH),(PO,)s + 6H, ¥ — [Cag(HY),(HPO,),(PO,),]
+4Ca%" + 2HY!" + 292 + 2H,PO,!" + 2H,0

Skeem 4. HAp-i ja fosfoseriiniooni eeldatava pinnakompleksi moodustumine.
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Lisaks eelnevale on hinnatud ka aja méju adsorptsioonile. HAp-i (eripind = 23 m?g; Ca/P =
1,71) sisaldavast tuubist juhiti 1&bi 0,5 - 8,0 mM OPL-Ser lahused (pH = 7) ning madrati
adsorptsiooni soltuvus ajast UV-Vis spektrofotomeetriaga lainepikkusel 540 nm. Samaaegselt
madrati { — potentsiaali muutus. Selgus, et kullastuse tekkimisel adsorbeerus HAp-i pinnale
maksimaalselt 3,5 pmol/m? (va 0,5 mM OPL-Ser lahuses, kui killastuse piiriks oli 1,06
umol/m?). Apatiidi pinnale on pH = 7 juures iseloomulikud =CaOH*"" =HPO,* ja =OH,°
rihmad, kus ,,=* tahistab tahket pinda. OPL-Ser adsorptsiooni pH = 7 juures seletatakse apatiidi
monomolekulaarse kihi taitumisega ning OPL-Ser HL* rilhma ja apatiidi pinna =CaOH?**
vahelise kompleksi tekkega. Moodetud { — potentsiaali vaartused saavutasid tasakaalu ja olid
vastavuses HAp-i monomolekulaarse kihi taitumisega. [25]

Lisaks on kirjeldatud uurimistéddes OPL-Ser-i ning Ser-i 0.1 M lahuste (pH = 7) adsorptsiooni
vdime erinevust. On labi viidud katseid, kus loksutati 100 mg apatiiti (eripind = 155 m%/g; Ca/P =
1,49) 5 ml aminohappe lahusega (kontsentratsioonide vahemik 0,1 - 10 mmol/L) 1 tund
toatemperatuuril. Aminohappe kontsentratiooni muutust maérati fluorestsents detektoriga

taiustatud vedelkromatograafiga lainepikkusel 340 nm. [27]

Aminohapete kontsentratsioonide vahemikus 0,18 - 10 mmol/l on OPL-Ser adsorptsiooni vdime
apatiidile 4 - 5 korda suurem kui L-Ser-l. Kui 0,183 mmol/l OPL-Ser-st adsorbeerub apatiidi
pinnale 0,052 pmol/m?, siis 0,200 mmol/I Ser-st adsorbeerub 0,012 pmol/m?. OPL-Ser ja L-Ser
adsorptsioon kasvab lahuse kontsentratsiooni suurenedes. Ser-ga t6ddeldud apatiitide IP
spektrites esinesid COO™ ja NHs;" rilhmadele iseloomulikud siimmeetrilised v&nkumised
lainearvudel 1427 cm™ ja 1469 cm™. OPL-Ser toddeldud apatiitidel esinesid NHs" ja COO
siimmeetriliste vénkumistega seotud neeldumispiigid lainearvul 1465 ja 1422 cm™. Uusimustods
leiti, et OPL-Ser sisaldav fosfaatrihm suurendab aminohappe adsorptsiooni apatiidile ning

tekkiva kompleksthendi pisivust. [27]

1.2.5. Kokkuvote ja to6 eesmark

Nii HAp kui ka aminohapetel on oluline osa elusorganismide biokeemilistes protsessides ja
nende omadused on mdjutatud paljudest faktoritest. L-Ser ning OPL-Ser lahuste sidumisvdime
uurimisel HAp-ga on leitud, et adsorptsioon voi reaktsiooniprotsess saavutab tasakaalu 2 tunniga.

Sidumine apatiidi pinnaga toimub ioonvahetuse voi elektrostaatilise vastasmdju tottu positiivselt
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laetud aminoriihma ja negatiivselt laetud HAp pinna vahel ja kompleksiihendite moodustumise
tottu HAp pinnal.

Katsetest on selgunud, et L-Ser (pH = 7) ja OPL-Ser adsorptsioon HAp pinnale madalatel
kontsentratsioonidel vastab Langmuiri isotermile. pH = 10 korral on L-Ser adsorptsioon HAp-le
peaaegu olematu. OPL-Ser-i ioonvahetusprotsessis (pH = 2) on apatiidist vabanenud fosfaat- ja
kaltisumioonid lineaarses soltuvuses seriinfosfaadi ioonide sidumisega. Killastuse tekkimisel
adsorbeerub HAp-i pinnale OPL-Ser lahustest (0,5 - 8,0 mM) maksimaalselt 3,5 pmol/m?. OPL-
Ser adsorptsiooni pH = 7 juures seletatakse apatiidi monomolekulaarse kihi taitumisega ning
OPL-Ser HL?® riihma ja apatiidi pinna =CaOH?* vahelise kompleksi tekkega. OPL-Ser-is
sisalduv fosfaatriihm suurendab aminohappe adsorptsiooni apatiidile ja tekkiva kompleksuhendi
plsivust ning seega on adsorptsiooni véime 4 - 5 korda suurem kui L-Ser-l.

Apatiidi omadused s6ltuvad asendustest struktuuris ja aminohapetega tekkivate komplekside
tugevused sOltuvad seotavast katioonist, seega on huvipakkuv katioonsete asenduste mdju

aminohapete sidumisele apatiidiga.

Kéesoleva magistritdd eesmargiks oli uurida aminohapete seostumist apatiitidega, hinnates
lahuse omaduste (pH, kontsentratsioon, ioonne koostis) mdju sidumisprotsessile. Téds uuriti
seriini (L-Ser) ning fosfaatriihma sisaldava fosfoseriini (OPL-Ser) seostumist stinteetiliste Ca-
ning osalise Cu ja Zn asendustega hidroksutlapatiitidega vesilahustes.

T60s uuriti aminohappe lahuste pH muutuseid, maarati AAS-ga Ca®*, Zn®* ja Cu®*" katioonide
sisaldus ning registreeriti UV-spektrid aminohappe kontsentratsiooni ning lahuses olevate
katioonide sisalduse hindamiseks. Aminohapetega loksutatud apatiitides toimuvate muutuste
hindamiseks registreeriti FT-IR spektrid ning viidi labi termoanalliis koos eralduvate gaaside

analusiga.
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2. TOO EKPERIMENTAALNE OSA

2.1. Kasutatud kemikaalid

Antud t66 uurimisobjektideks olid stinteetilised apatiidid - Kkaltsiumapatiit (HAp), tsinkapatiit
(ZnAp) ning vaskapatiit (CuAp). Tabelis 2.1 on esitatud t60s kasutatud apatiitide omadused —
eripinnad, Ca, P, Zn, Cu protsendilised sisaldused ning Ca/P moolsuhe. Eksperimentaalses t60s
kasutatud aminohapped, nende kaubanduslikud nimetused, vastavad lihendid, molekulivalemid

ja -massid on esitatud tabelis 2.2.

Tabel 2.1. T66s kasutatud apatiitidele vastavad eripinnad ning Ca, P, Zn ja Cu sisaldused

apatiidis.
- Eripind, Ca/P
Apatiit 5 Ca, % P, % Zn, % Cu, %
m°/g moolsuhe
CaAp 126 38,25 18,28 1,62
ZnAp 137 37,32 18,08 0,57 1,60
CuAp 154 36,10 17,54 0,91 1,59

Tabel 2.2. T66s kasutatud aminohapped, nendele vastavad luhendid, molekulivalemid ja —

massid
) Kaubanduslik ) Molekuli-
Aminohape ) Tootja Lihend M, g/mol
nimetus valem
Serii L-Seri Sigm- L-S CsH:NO
eriin -Serine -Ser
Aldrich SIS 105,09
- O-Phospho-L- Sigma-
Fosfoseriin ) ) OPL-Ser C3HgNOgP 185.07
Serine Aldrich ’

20



2.2. Kasutatud analtitisimeetodid ning katseseadmed

Lahuste pH maaramiseks kasutati Mettler Toledo elektroodi DG-112 Pro, mida kalibeeriti
Mettler Toledo pH puhverlahustega (4,01; 7,00; 9,21). Aminohapete tiitrimine viidi labi Mettler
Toledo T90 titraatoriga (titrant KOH 0,1 M, doseerimiskiirus 0,5 ml/min, segamise kiirus 30 %,
PHigpp = 12).

Katioonide Ca?*, Zn?* ja Cu*" sisalduse madramiseks kasutati aatomabsorptsiooni AAS Spektra
220F atsetiuleen-6hk gaasisegus. Ca sisalduse méaramine lainepikkusel 422,7 nm ning 239,9 nm
(optimaalsed toopiirkonnad vastavalt 0,01 - 3 pg/mL ja 2 - 800 pg/mL). Cu sisalduse maaramine
lainepikkusel 327,4 nm (optimaalne toopiirkond 0,1 - 24 pg/mL) ning tsink sisalduse maaramine
lainepikkusel 213,9 nm (0,01 - 2 pg/mL).

UV-spektreid mdddeti Biochrom Libra S70PC kahekiirelise UV/Vis spektrofotomeetriga.
Md6tmised viidi 1abi ultravioletses spektrialas lainepikkuse vahemikus 190 - 390 nm 2 nm

intevalliga 10 mm kvartskivetis.

Termiliseks analttsiks kasutati Setaram LabSys-Evo 1600 termoanalUsaatorit ning Pfeiffer
Quadrupole massispektroskoopi (MS) eralduvate gaaside analtitisiks. Md6tmised viidi labi Pt
tiiglis Ar ja 20 % O, segu voolus temperatuurivahemikus 30 - 1200 °C, gaasivoo Kiirus 60
ml/min, temperatuuri tdusu kiirus 10 °C/min. Registreeriti osakeste eraldumine, mille massi ja
laengu suhe (m/z, kus m on iooni mass, z on iooni laeng) on 15 (NHj;), 18 (H20), 30 [NxOy (NO,
N20, NOy)] ning 44 (COy).

Infrapunaspektrite registreerimiseks kasutati teemantkristalliga Bruker Alpha FT-IR ndrgendatud
taieliku sisepeegeldusega (ATR) spektroskoopi. IR-spektrid registreeriti jargmiste parameetrite
juures: lahutusvdime 4 cm™, mdbtepiirkond 400 - 4000 cm™ ja keskmistatavate spektrite arv 24.

Spektromeetrit kasutati OPUS programmiga ning spektreid td6deldi OMNIC programmiga.
2.3. Katse kaik

Eksperimentaalses t66s uuriti aminohapete OPL-Ser ja L-Ser sidumisvdimet sunteetiliste
apatiitidega (CaAp, ZnAp ning CuAp) erinevatel aminohappe kontsentratsioonidel ning pH
vadrtustel. Aminohapete tiitrimiskdverate (Mettler Toledo T90) alusel valiti katseteks apatiitidega
lahuste pH véartused. OPL-Ser sidumiskatseteks valiti kolm pH algvaartust (pH = 2, pH = 6 ja
pH = 8). L-Ser sidumiskatseteks valiti kaks pH algvaartust (pH = 6 ja pH = 8). Aminohappe
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lahuste kontsentratsioonid jaid vahemikku 0,005 - 0,05 M. KOoik katsed viidi labi kahe

paralleelkatsena.

300 mg apatiiti lisati 50 ml aminohappe lahusele ning loksutati 100 min GFL 3025 rotaatoris.
Loksutatud segu tsentrifuugiti SIGMA 2-16PK-ga 20 min (9000 p/min) ning filtreeriti
MUNKTELL 100 g/m? tiheduse filterpaberiga. Filtraadis maarati pH ning vdrreldi selle muutust
aminohappe algse pH suhtes. Kdikides apatiidiga loksutatud proovides maarati AAS-ga Ca®*
sisaldus. Zn v8i Cu asendusega HAp-ga to6deldud lahustes maarati lisaks Zn** ja Cu®* katioonide

sisaldus.

Aminohappe kontsentratsiooni ning lahuses olevate katioonide sisalduse muutumise hindamiseks
valmistati vaskatsetaat ning kaltsiumvesinikfosfaat sooladest lahused, mis sisaldasid 0,005 mg/ml
Ca, 0,004 mg/ml P ning 0,0075 - 0,0225 mg/ml Cu. Valmistatud lahustest registreeriti
kvartskuvettides UV-spektrid. Lisaks registreeriti apatiitidega loksutatud proovidest UV-spektrid

lainepikkuse vahemikus 190-390 nm.

Segu filteerimisel saadud sade kuivatati EV018 vaakumahjus 60 °C juures ning paralleelkatsete
tahked sademed homogeniseeriti uhmris. Tahkete proovide anallisimiseks registreeriti FTIR-

ATR spektrid ning viidi labi termoanalls.

3. TULEMUSED JA ARUTELU

3.1. Aminohapete tiitrimiskdverad

Selleks, et hinnata aminohapete happelisi ja aluselisi omadusi, vBeti esmalt vaatluse alla OPL-Ser
ja L-Ser tiitrimiskdverad. 0,02 M OPL-Ser lahusesse lisatud titrandi ja pH vaheline seos on
esitatud tiitrimiskdvera joonisel 3.1 (titrant KOH 0,1 M, doseerimiskiirus 0,5 ml/min, segamise
Kiirus 30 %, pHigpp = 12). 0,02 M L-Ser tiitrimiskdver on esitatud joonisel 3.2. TiitrimiskOveratel
muutub alguses lahuse pH aeglaselt, ekvivalentpunktide Gmbruses muutub Kiiresti ning sellele

jargneb aeglane pH muutus.

TiitrimiskOverate alusel valiti katseteks apatiitidega lahuste pH vaartused. Katsed OPL-Ser-ga
viidi labi kolme pH vaartuse juures. Fosfoseriini dissotsiatsioonist lahtuvalt (skeem 1) on

aminohape pH vahemikul 2,19 - 9,85 tsvitterioon. Seega uuriti adsorptsiooni esmalt OPL-Ser
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vesilahustes, mille pH ~ 2,2. Selle vaértuse korral on aminohape ladhedane elektriliselt
neutraalsele olekule (pl = 2,19) ning lahuses olevad katioonsed ja anioonsed laengud on
sisuliselt vordsed. Jargmisena voeti vaatluse alla osaliselt neutraliseeritud happe lahused, mille
algne pH on 6 ning 8. OPL-Ser fosfaatriilhma teise hiidroksiilrihma pKa = 5,78 ning seet6ttu on

aminohappe kogulaeng nende pH véartuste korral -2 [20].

Katsed L-Ser-ga viidi 1abi kahe pH vééartuse korral. Seriini dissotsiatsioonist ldhtuvalt (skeem 2)
kaitub L-Ser pH vahemikul 2,21 - 9,15 kaksikioonina [18]. L-Ser adsorptsiooni uuriti tema
vesilahuse pH ~ 6 korral, sest see on lahedane seriini isoelektrilisele punktile (pl = 5,68). Selleks,

et vorrelda L-Ser sidumiskatsete tulemusi OPL-Ser-ga viidi labi katsed ka pH = 8 lahustega.

Lisaks on tiitrimiskdveratele margitud sidumiskatsete pH muutused, kus lahuseid on loksutatud
CuAp-ga. OPL-Ser katsel pH = 2,12 juures on margatav hippeline pH téus (ApH = 2,76), pH
6,06 juures on pH tdus vaiksem (ApH = 0,28). Katsetel, mis viidi l&bi pH 8 juures muutust
peaaegu ei toimunud (ApH = -0,15). L-Ser katsel, mille alg pH = 6,16 toimus pH tdus 0,78 thiku
vorra. L-Ser lahuse alg pH = 8,00 korral langes pH parast CuAp-ga loksutamist 7,33-ni.

12 4

OPL-Ser 0.02M

10 -

0 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

VioHo.am, ml

Joonis 3.1. Tiitrimiskdver, 0.02 M OPL-Ser tiitrimine 0.1 M KOH lahusega. Tiitrimiskdverale on
margitud 0.02 M OPL-Ser lahuse pH muutus CuAp-ga 1) pHag=2.12 ja pHispp=4.,88; 2)
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2 L-Ser 0.01M

11 A

10 +

5 T T T 1
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VioHo.am, ml

Joonis 3.2. Tiitrimiskdver, 0.01 M L-Ser tiitrimine 0.1 M KOH lahusega. Tiitrimiskdverale on
margitud 0.01 M L-Ser lahuse pH muutus CuAp-ga 1) pHag=6,16 ja pHispp=6,94; 2) pHa;=8,00

3.2. Lahuste pH muutus

Apatiitidega loksutatud aminohappe lahuste pH muutuste hindamiseks madrati lahuste ning
filtraatide pH véartused. Katsetest selgus, et pH muutust mdjutab nii aminohappe
kontsentratsioon kui ka lahuse algne pH. Lisaks mojutavad ApH vaartust erineva koostisega
apatiidid.

Joonisel 3.3 on esitatud Ca-, Cu- ning ZnAp-ga loksutatud OPL-Ser lahuste pH muutused
alglahuse pH suhtes. Selgub, et suurim pH muutus toimub lahustes, mille algne pH = 2. Selle pH
korral ApH vaartus vaheneb OPL-Ser-i kontsentratsiooni suurenedes. Lisaks mdjutab pH muutust
apatiidi koostis. 0,01 M lahuste korral on suurim ApH véirtus CuAp loksutistes (2,98), jargneb
CaAp (2,81) ning vaikseim pH muutus toimub ZnAp loksutistes (2,77). Sama seos kehtib 0,05 M
OPL-Ser lahustes, kus Cu-, Ca- ja ZnAp loksutiste pH muutused on vastavalt 2,26, 2,22 ning
2,10. Katsed lahustega, mille pH vaartus on 5,4 v0i 6 annavad méarkimisvéarselt vaiksema pH
muutuse. Kdige vihem mojutavad ApH muutust lahused, mille pH on 8. Selles piirkonnas 0,01 M
CuAp loksutise korral pH tduseb 0,21 Uhiku vorra, Ulejddnud pH muutused ei soltu

kontsentratsioonist ning annavad negatiivse pH muutuse -0,02 ning -0,14 véartuste vahemikus.
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Sellest voib jareldada, et eelistatult toimub adsorptsioon OPL-Ser lahustes, mille pH on 2 ning

adsorptsioon on minimaalne lahustes, mille pH on 8.

Joonisel 3.4 on esitatud Ca-, Cu- ning ZnAp-ga loksutatud L-Ser lahuste pH muutused alglahuse
pH suhtes. Katsed L-Ser lahustega viidi labi pH 6 ning 8 juures. Lahustes, mille algne pH oli 6
toimus katse kaigus positiivse ApH muutus ning katsed lahustega, mille pH = 8 andsid negatiivse
ApH muutuse. Lahustes, mille pH on 8, vidheneb absoluutne ApH véirtus lahuse kontsentratsiooni
suurenedes. Kui 0,01 M CaAp-ga loksutatud lahuse pH muutub -0,89 vdrra ning 0,02 M lahuse
korral -0,56, siis 0,05 M lahuse korral kbéigest -0,30 voérra. Lahused, mille pH on 6 ei sdltu pH

muutus kontsentratsioonist ega apatiidist ning jaéb vahemikku 1,09 - 0,41.

Aminohappe lahuse pH muutus reaktsioonis apatiidiga sdltub enim lahuse alg pH-st,
kontsentratsioonist ja moningal maaral ka apatiidi koostisest. Kbige suurem pH muutus toimub
OPL-Ser lahustes, mille alg pH = 2. S6ltuvalt kontsentratsioonist ja apatiidi koostisest jadb ApH
vahemikku 2,1 - 2,9. Aminohappe kontsentratsiooni suurenemisel pH muutus vaheneb. Seda vdib

seletada apatiidi pinna passiveerimisega aminohappe adsorptsiooni tulemusel.

3,5 -
+ P-L-Ser 0.005 Ca
3 - X P-L-Ser 0.01 Ca
25 | X P-L-Ser 0.02 Ca
® P-L-Ser 0.05 Ca
2 .

P-L-Ser 0.005 Cu

=P-L-Ser 0.01 Cu

pH muutus
=
w

P-L-Ser 0.02 Cu

@ P-L-Ser 0.03 Cu

0,5 - P-L-Ser 0.05 Cu
0 . A P-L-Ser 0.005 Zn
0,0 10,0 @ P-L-Ser 0.01 Zn
-0,5 -
pHalg W P-L-Ser 0.05 Zn

Joonis 3.3. Ca-, Cu- ning ZnAp-ga loksutatud OPL-Ser lahuste pH muutused alglahuse pH
suhtes kontsentratsioonide vahemikus 0,005-0,05 M.
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Joonis 3.4. Ca-, Cu- ning ZnAp-ga loksutatud L-Ser lahuste pH muutused alglahuse pH suhtes
kontsentratsioonide vahemikus 0,005-0,05 M.

3.3. Katioonide sisaldus OPL-Ser ja L-Ser lahustes

Katioonide kvantitatiivse sisalduse madramiseks lahustes kasutati
aatomabsorptsioonspektroskoopia (AAS) elementide maaramise meetodit. Antud uurimistoos
madrati apatiitidega loksutatud proovides Ca?*, Zn*" ja Cu®* kontsentratsioon OPL-Ser ning L-Ser
lahustes. Saadud tulemusi valjendati Ca, Zn ja Cu suhtelise sisaldusena protsentides. Nii nagu pH
muutus, nii sbltub ka katioonide lahustuvus alglahuse kontsentratsioonist, pH-st ja apatiidi

koostisest.

3.3.1. Fosfoseriin

Ca, Cu ja Zn suhteline lahustuvus OPL-Ser lahustes (0,005 M - 0,05 M) pH algvaértuste 2, 6 ja 8
korral on esitatud Tabelis 3.1. Katsetest CaAp-ga selgub, et pH 2 korral Ca lahustuvus apatiidist
suureneb aminohappe kontsentratsiooni suurenedes 0,01 M lahuses 12,52 %-It kuni 63,09 %-ni
0,05 M lahuses. Tabelist on naha, et Ca lahustuvus on 0,01 M lahustes pH = 6 korral 5 ja pH = 8
korral 4 korda véiksem vorreldes pH = 2 lahustega. 0,02 M OPL-Ser pH = 6 lahustes oli
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suhteliselt 1,2 % Ca ning pH = 8 lahustes Ca ioone ei olnud. Seega vdib jareldada, et lahustuvus
selles piirkonnas ei s6ltu OPL-Ser-i kontsentratsioonist.

Tabel 3.1. Ca, Cu ja Zn suhteline lahustuvus OPL-Ser lahustes (0,005 M - 0,05 M), kui lahuse
algne pHon 2, 6 ja 8.

OPL-Ser

CaAp CuAp ZnAp CuAp ZnAp
Kontsentratsioon,

PHag M Ca, suht Cu, suht Zn, suht

% % %

0,01 12,52 12,77 12,35 3,82 0,51
2 0,02 27,60 30,13 - 14,69 -

0,05 63,09 66,52 63,61 - 26,46
0,005 1,32 1,55 1,27 - -

6 0,01 2,46 3,19 2,51 2,33 0,16
0,02 1,20 1,74 - 6,91 -
0,03 - 2,66 - 10,17 -

0,01 3,04 4,96 3,67 3,61 0,21
3 0,02 0,00 0,00 - 11,62 -
0,03 - 0,53 - 15,23 -
0,05 - 0,50 - 20,34 -

Jargnevalt voeti vaatluse alla CuAp-ga loksutatud OPL-Ser lahused ning vdrreldi Ca ja Cu
suhtelist lahustuvust. Tabelist 3.1 on ndha, et pH = 2 korral Ca suhteline lahustuvus CuAp-st
kasvab analoogselt CaAp-ga kontsentratsiooni suurenemisel 0,01 M lahuses 12,77 %-It kuni
66,52 %-ni 0,05 M lahuses. Kontsentratsioonidel 0,01 M ja 0,02 M toimub ka suhtelise Cu
sisalduse suuremine 3,82-It kuni 14,69 %-ni, kuid see on 2 - 3 korda vdiksem Ca suhtelisest
lahustuvusest. 0,05 M lahustes Cu ioonide sisaldust ei maératud. Sellest tulenevalt voib jareldada,
et nii CaAp-st kui CuAp-st lahustuvad OPL-Ser pH = 2 lahusesse eelistatult Ca katioonid.

OPL-Ser algvééartuse pH = 6 korral Cu lahustuvus suureneb kontsentratsiooni kasvades 0,01 M
lahuses 2,33 %-It kuni 10,17 %-ni 0,03 M lahuses. Sealjuures Ca suhteline lahustuvus on 0,01 M
lahuses 1,4 korda suurem Cu lahustuvusest. Lahustest kontsentratsiooniga 0,02 ja 0,03 M toimub
eelistatult Cu lahustumine apatiidist (vastavalt 6,91 % ja 10,17 %) ning see on 4 korda suurem Ca

lahustuvusest. VVorreldes saadud tulemusi pH muutustega (joonis 3.3) on naha, et 0,01 M lahustes
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toimub pH hippeline tdus (ApH = 0,82). 0,02 ja 0,03 M lahustes on ApH keskmiselt kdigest 0,24
Uhikut.

OPL-Ser pH = 8 lahustes suureneb Cu sisaldus sGltuvalt kontsentratsioonist 0,01 M lahuses 3,61
%-It kuni 20,34 %-ni 0,05 M lahuses. Suhteline Ca lahustuvus 0,01 M lahuses on 4,96 % ning
taaskord on see 1,4 korda suurem Cu lahustuvusest. Suhteline Ca sisaldus 0,02 - 0,05 M lahustes

on praktiliselt olematu. Samal ajal lahustes olulist pH muutust ei toimu (joonis 3.3).

Vorreldes erinevate pH-de mdju katioonide lahustuvusele CuAp-st on naha, et 0,02 M lahuses pH
= 2 korral laheb lahusesse suhteliselt 30,13 % Ca, pH = 6 korral 1,74 % ning pH = 8 korral Ca
lahusesse ei ldhe. Seega vdib véita, et pH suurenemisel Ca lahustuvus vaheneb. Samal ajal Cu
lahustuvus pH = 6 ja pH = 8 korral kasvab 6,91-It kuni 11,62 %-ni ning pH = 2 korral on
happelise lahuse tottu 12,69 %.

ZnAp-ga loksutatud OPL-Ser lahuste katioonide suhtelised lahustuvused on samuti esitatud
Tabelis 3.1 Selgub, et Ca ja Zn lahustuvus ei s6ltu kontsentratsioonist. Eelistatult toimub Ca
lahustumine, sest Zn suhteline lahustuvus pH 2, 6 ja 8 lahustes on vastavalt 24, 16 ja 17,5 korda
vaiksem Ca lahustuvusest. Lahuste pH muutustest on néha (joonis 3.3), et mida suurem on

alglahuse pH, seda véiksem on lahuste ApH.

3.3.2. Seriin

Ca, Cu ja Zn suhteline lahustuvus L-Ser lahustes (0,005 M - 0,05 M) pH algvaartuste 6 ja 8 korral
on esitatud Tabelis 3.2. Selgub, et CaAp-ga loksutatud L-Ser lahuste suhteline Ca sisaldus pH = 6
korral véheneb kontsentratsiooni suurenedes 0,005 M lahuses 0,33 %-It kuni 0,30 %-ni 0,05 M
lahustes. Tabelist on n&ha, et Ca lahustuvus pH = 8 korral on 0,01 M lahustes 5 ning 0,02 M
lahustes 8 korda véiksem vdrreldes pH = 6 lahustega. Sealjuures lahuste pH muutus (joonis 3.4)

ei ole pH = 6 lahustes suurem kui 0,74 Ghikut ning pH = 8 lahustes 0,89 uhikut.

CuAp-ga loksutatud L-Ser lahustes ei s6ltu Ca suhteline lahustuvus pH = 6 lahustes
kontsentratsioonist, jaddes vahemikku 0,42 - 0,44 %. Lahustes, mille pH = 8 on Ca lahustuvus
CuAp-st oluliselt vaiksem ning j&ab vahemikku 0,08 - 0,15 %. Eelistatult toimub adsorptsioon
ning kompleksi moodustumine Cu eraldumisega apatiidist, sest vaske eraldub 22,67 kuni 29,27
%. Samal ajal eraldub 0,01 M lahustesse Cu rohkem kui 0,02 M lahusesse nii pH 6 kui 8 korral.
Lahuste ApH (joonis 3.4) ei tileta pH = 6 korral 1,1 ning pH = 8 korral 0,67 {ihikut.
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Tabel 3.2. Ca, Cu ja Zn suhteline lahustuvus L-Ser lahustes (0,005 M - 0,05 M), kui lahuse algne

pHon6ja8
L-Ser
. CaAp CuAp ZnAp
pPHayg Kontsen't;atsmon, Ca, suht Cu, suht Zn, suht
% % %
0,005 0,33 0,44 0,34 - -
0,01 0,33 0,44 0,34 26,31 0,09
6 0,02 0,32 0,42 - 23,12
0,05 0,30 0,43 0,31 - 0,11
0,005 - - - - -
8 0,01 0,07 0,15 0,08 29,27 0,06
0,02 0,04 0,08 - 22,67 -

ZnAp-ga loksutatud L-Ser lahuste suhtelise Ca ja Zn sisalduse maaramisest selgub, et eelistatult
eraldub lahusesse apatiidist Ca katioonid. Adsorptsioon ZnAp-ga on kd&ige vaiksem, sest
suhteline Zn lahustuvus jaib vahemikku 0,06 - 0,11 % ning pH muutus (joonis 3.4) pH = 6 korral
ei ole suurem kui 0,61 ning pH = 8 korral 0,75 thikut.

Kokkuvotvalt voib oelda, et katioonide suur sisaldus lahustes, mille pH oli 2 on tingitud
peamiselt apatiidi lahustuvusest happelises lahuses, millega kaasneb lahuse happesuse
vahenemine (pH tbus). Apatiit on stabiilne lahuses, mille pH > 7 ja vastavalt sellele vaheneb
katioonide sisaldus uuritud lahustes. Cu suhteline lahustuvus on vdiksem Ca lahustuvusest

happelises lahuses, kuid kasvab pH tdustes.

Cu ioonide sisalduse kasv lahustes, mille pH > 6 on ilmselt tingitud Cu ja aminohappe kompleksi
tugevuse suurenemisest pH tdusuga. Aminohappe moju Ca ja Zn lahustuvusele on vaiksem, kuna

kirjanduse andmetel nende komplekside pusivus on oluliselt vaiksem (Tabel 1.2).
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3.3. Lahuste UV spektroskoopiline analts

UV-spektrofotomeeter on sobilik meetod nii aminohapete kvantitatiivse kontsentratsiooni kui ka
katioonide sisalduse méaramiseks [17]. Katioonide mdju hindamiseks registreeriti UV- spektrid
0,02 M aminohappe lahustest, mille pH = 8 ning mis sisaldasid 0,005 mg/ml Ca, 0,004 mg/ml P
ning 0,0075 - 0,0225 mg/ml Cu. Vastavad L-Ser ja OPL-Ser spektrid on esitatud joonisel 3.5.

3,5 -
3 a) L-Ser
m— | -Ser 0.02M +
Ca+P+Cu
g 2,5 0.0075mg/ml pH8
- ...+Ca+P+Cu
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< 15 - e +Ca+P+Cu
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2 1 -
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0,5 0.0225mg/ml
0 1
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Joonis 3.5. 0,02 M a) L-Ser; b) OPL-Ser pH = 8 lahuste UV- spektrid, mis sisaldasid 0,005
mg/ml Ca, 0,004 mg/ml P ning 0,0075 - 0,0225 mg/ml Cu.

UV- spektritel vaadeldi Cu ioonidele iseloomulikku neeldumise intensiivsust lainepikkusel 246
nm. Joonisele 3.6 lisatud seostest on naha, et nii OPL-Ser kui ka L-Ser Cu piikide intensiivsused
on lineaarses sOltuvuses Cu kontsentratsiooniga lahuses. Sealjuures L-Ser piigid on
intensiivsemad kui OPL-Ser vastavad Cu piigid. Ca ja Zn komplekstihendeid aminohapetega UV-

spektroskoopia meetodil méérata ei saa [2].

30



M L-Ser @ OPL-Ser

2,5
v y = 88,168x + 0,026
2 2 R? = 0,9995
= Cc
g o 15
[T
Y 1
=g} y = 69,837x +0,0422
£ 05 1 R? = 0,9999
0 T T T 1
0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

Cu, mg/ml

Joonis 3.6. 0,02 M L-Ser ja OPL-Ser pH = 8 lahuste UV- spektrite piikide (A = 246 nm)

intensiivsuste ja Cu sisalduse vaheline s6ltuvus.

OPL-Ser (0,005 - 0,05 M) lahuste, kui a) pH = 2; b) pH = 6; c) pH = 8 ning OPL-Ser/CuAp
sidumiskatsete lahuste, kui d) pH = 2; e) pH = 6; f) pH = 8 UV- spektrid on esitatud joonisel 3.7.
OPL-Ser lahuste spektritelt on naha, et kontsentratsiooni kasvades muutuvad piigid
intensiivsemaks ning laiemaks. Vorreldes neid spektreid CuAp-ga loksutatud lahuste UV-
spektritega, muutuvad piigid pérast sidumiskatseid veelgi intensiivsemaks. Seega mdjutab
aminohappe piike lisaks kontsentratsioonile ka katioonide sisaldus lahuses. Cu ioonidele
iseloomulikust piigist (A = 246 nm) on OPL-Ser/CuAp lahustes tekkinud UV-spektritel piigi dlad.
Seda v0ib selgitada Cu ioonide kompleksiihendite tekkimisega. Lisaks selgub, et pH = 6 lahustes
on UV-spektritel Cu piikide 6lad vaiksemad kui pH = 8 lahustes, mis on kooskdlas Cu ioonide

sisaldusega lahuses.

OPL-Ser ja OPL-Ser/CuAp spektrite toéotlemisel saadud maksimaalne piigi tipu nihkumine (A =
200-210 nm) on lineaarses sdltuvuses kontsentratsiooniga (joonis 3.8.) Puhta aminohappe ja
sidumiskatse lahuste vordlemisel selgub, et kontsentratsiooni kasvades suureneb piigi tipu

nihkumine. Lisaks on erinevus suurem pH = 2 korral ning kdige véiksem pH = 8 lahustes.

Analoogselt UV- spektrite piikide tipu nihkumisele on esitatud piigi intensiivsuste muutumise
sOltuvus kontsentratsioonist astmefunktsioonina (joonisel 3.9). Alglahustes, mille pH = 2 toimub
sidumiskatse tulemusena piikide intensiivsuste vahenemine. Seda voib selgitada lahuse hiippelise
pH suurenemisega katse kaigus, kus ApH téuseb kuni kolme Ghiku vorra. Lahustes, mille pH = 6

ja pH = 8 muutuvad sidumiskatse kéigus spektri piigid intensiivsemaks.
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Joonis 3.7. Vasakul on esitatud OPL-Ser lahuste UV- spektrid kontsentratsioonide vahemikus
0,01 — 0,05 M, kui a) pH = 2; b) pH = 6; ¢) pH = 8. Paremal on OPL-Ser lahuste UV- spekitrid,
mida on loksutatud CuAp-ga, kui alglahuse d) pH = 2; e) pH =6; f) pH = 8.
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Joonis 3.8. Puhta OPL-Ser ja CuAp-ga loksutatud OPL-Ser lahuse kontsentratsiooni ning UV-
spektri neeldumispiigi (A = 200-210 nm) tipu asukoha muutumise vaheline soltuvus.

® OPL-Ser/CuAp pH2 A OPL-Ser/CuAp pH6 @ OPL-Ser/CuAp pH8
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Joonis 3.9. Puhta OPL-Ser kui ka CuAp-ga loksutatud OPL-Ser lahuse kontsentratsiooni ning
UV-spektri piigi (A = 200-210 nm) neeldumise intensiivsuse vaheline seos.
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Lisaks eelnevale vorreldi OPL-Ser/CuAp sidumiskatsete lahuste UV- spektrite piikide
intensiivsuste (A = 246 nm) ning AAS-ga méaratud Cu kontsentratsioonide s6ltuvust, kui pH = 6
ja pH = 8 (joonis 3.10). Selgus, et mblema pH algvaartuse korral on Cu kontsentratsioon lahuses
lineaarses sdltuvuses Cu ja aminohappe kompleksi piigi intensiivsusega, kuid pH = 6 lahuste
piigid on intensiivsemad sellel lainepikkusel. UV- spektroskoopiline analiitis néitab seega
aminohappe adsorptsiooni lineaarset soltuvust kontsentratsioonist. Samas mojutavad piigi
intensiivsusi  nii  katioonide sisaldus lahuses kui ka pH, mis segavad aminohappe

kontsentratsiooni maaramist.

@ OPL-Ser/CuAp pH6 ~ m OPL-Ser/CuAp pH8

3,5 -
y = 128,47x + 2,204
3 R2 = 0,9945
g 2[5 i /
SE
FE 2
g o y = 138,98x - 0,0768
9 15 R*=0,9673
W<
g 1
0,5 -
O T T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012

Cu kontsentratsioon, mg/ml

Joonis 3.10. OPL-Ser/CuAp lahuste UV-spektrite piikide intensiivsuste (A = 246 nm) ja AAS
meetodil médratud Cu kontsentratsiooni vaheline sdltuvus, kui lahuse pH =6 ja pH = 8.

L-Ser (0,005 - 0,05 M; pH = 6) ning L-Ser/CuAp sidumiskatsete lahuste UV-spektritelt (joonis
3.11) on néha, et ka L-Ser kontsentratsiooni suurenedes muutuvad piigid intensiivsemaks ning
toimub piikide nihkumine. Kui OPL-Ser/CuAp lahuste UV-spektritel oli iseloomulik piigi 6lg
lainepikkusel 246 nm, siis L-Ser sidumiskatsete lahuste spektritel esinevad sellel lainepikkusel
Cu piigid.

Piikide nihkumise ja kontsentratsiooni vahelisest seosest (joonis 3.12 — vasakpoolne graafik) on

naha, et piigi tipu asukoha muutus on lineaarses s6ltuvuses aminohappe kontsentratsioonist nii

puhta L-Ser kui ka CuAp-ga proovides. Piigi tipu asukoht muutub katse kéigus vaid 0,05 M
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lahuste korral. Seega ei avalda katioonid mdju aminohappe piigi tipu asukohale 0,005 — 0,02 M
lahustes. Lisaks vorreldi L-Ser lahuse kontsentratsiooni ning piigi neeldumise intensiivsuse
vahelist seost lainepikkusel 200 - 218 nm ning esitati see astmefunktsioonina (joonis 3.12 —
parempoolne graafik). Saadud tulemustest selgub, et apatiidiga téddeldud lahuste piigid on

intensiivsemad, kuid astmefunktsiooni kuju on védga sarnane puhta aminohappe lahusele.

3 - L-Ser pH6 35 - L-Ser/CuAp pH6
2'5 i 3 - L-Ser 0.005M +
/ CuAp
" L-Ser 0.005M pH6 o 25 -
c 2 - c e -Ser 0.01M +
£ 15 e | -Sr 0.01M pH6 E 2- CuAp
T ° | L-Ser 0.02M +
© o L5 1
CuAp
(7] 1 - L-Ser 0.02M pH6 [}
2 2 1 -
L-Ser 0.05M +
~
0,5 1/ L-Ser 0.05M pH6 0,5 - CuAp
0 LR RN R R R RN RN R R R ERR R R LA RARLLALRLRLRRLRRRE] 0 B RN RN RN RN RN RN RN RN RN RN RN}
O < VW0 O N < OV © O N < © 0 O N & O
D O 4 N OO 1N O I~N 0O O O O 4 N MO 1N O N 0 O
= N &N &N AN AN AN AN AN - AN AN &N &N &N AN AN AN
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Joonis 3.11. Vasakul on esitatud L-Ser pH = 6 lahuste UV- spektrid kontsentratsioonide
vahemikus 0,005 — 0,05 M. Paremal on L-Ser pH = 6 lahuste UV- spektrid, mida on loksutatud

CuAp-ga.
@ L-Ser/CuAp 100 min pH6 W L-Ser pH6 @ L-Ser/CuAp 100 min pH6 M L-Ser pH6
} 3,5
220 y = 400x + 198 +
2 _ - 0,1418
£ 215 - R=1 § £ 3 | Yy E,}879X
c 2 c R2=0,9272
4 210 - 25,
;‘_‘ y =352,82x + 198,5 ‘E 8‘ = y = 4,6702x0,1669
8 205 - R2 = 0,9981 - N R?=0,9553
£ 202
3 200 - & <
195 ' ' ' " 0 0 ;)2 0 Io4 0 I06
0 0,02 0,04 0,06 : ) )

. L-Ser kontsentratsioon, M
L-Ser kontsentratsioon, M !

Joonis 3.12. Vasakul on esitatud puhta L-Ser ja CuAp-ga loksutatud L-Ser lahuse
kontsentratsiooni ning UV-spektri neeldumispiigi (A = 200-218 nm) tipu asukoha muutumise
vaheline sdltuvus. Parempoolsel joonisel on analoogselt esitatud L-Ser lahuse kontsentratsiooni

ning piigi neeldumise intensiivsuse vaheline seos.

35



Kuigi UV absorbtsioon lainepikkusel 200-218 nm on lineaarses soltuvuses aminohappe
sisaldusest lahuses segab selle seose kasutamist aminohappe sisalduse maaramiseks katioonide
sisaldus lahuses, mis s6ltub apatiidi lahustuvusest. Cu kompleksi UV absorbtsioon lainepikkusel

246 nm sdltub nii Cu sisaldusest kui ka lahuse pH-st.

3.4 Termiline analtus

Varasemates uurimustes on maératud apatiidiga seotud aminohappe hulk viimase
kontsentratsiooni véahenemise jargi lahuses. Selleks on kasutatud erinevaid meetodeid nagu UV
spektroskoopia VvOi ninhudriini kompleksi spektrofotomeetria [2,30]. UV- spektroskoopia
puudused on néidatud peatlkis 3.3. Ka spektrofotomeetrilisel maaramisel ei dnnestunud saada
stabiilseid tulemusi. Seetdttu kasutati seotud aminohappe koguse mééaramiseks termilist analliisi.

Kirjanduse andmetel adsorbeerub Kkullastuse tekkimisel HAp-i pinnale maksimaalselt 3,5
umol/m? OPL-Ser (0,008 M; pH = 7,0) lahusest [25]. Seega peaks olema vaimalik siduda CaAp-
ga (eripind 126 m?/g) 132,3 pmol OPL-Ser, mis vastab maksimaalselt 8,2 % OPL-Ser apatiidis.

Apatiidiga seotud aminohapete koguse maaramiseks kasutati termilist analliiisi koos eralduvate
gaaside mass-spektromeetrilise anallitisiga. OPL-ser (C3HgNOgP) ja L-ser (C3NH;O3) termilisel
lagunemisel hapniku juuresolekul tekivad H,O, CO, ja NOx. Kuna MS analiiis on védga tundlik,

on vdimalik eralduvate ldmmastikgaaside hulga p&hjal hinnata aminohappe sisaldust apatiidis.

Orgaanilise aine sisalduse hindamiseks aminohapetega loksutatud apatiitide proovides maarati
termilise analulsi  kéigus eraldunud gaasis ldmmastikoksiidide (NOy) hulk mass-
spektroskoopiliselt. Selleks registreeriti m/z = 30 ioonvoolu muutus kuumutuse kaigus ja arvutati
temperatuurkdvera piigialune pindala. Esmalt valmistati mudelsegud apatiidist ja aminohappest
sisaldusega 1 - 5% (Lisa 1 - CaAp ja 2,5 % OPL-Ser mudelsegu termogramm). Nendest segudest
eraldunud NOy temperatuurikdverate aluse piigi pindala voeti aluseks aminohappe sisalduse

méaéramisel sidumiskatsetest saadud tahketes jaakides (Lisa 2).

Joonisel 3.13 on esitatud a) OPL-Ser ja b) L-Ser lahuste pH ning NOy piikide pindalade vaheline

s6ltuvus. Lisaks on graafikutele margitud to6tlemata Ca-, Cu- ning ZnAp-i NOy piikide pindalad.

Eraldunud lammastikoksiidide hulk soltub  katses kasutatud aminohappe lahuse

kontsentratsioonist ja pH-st. Ca- ja CuAp-1 0,01 M L-Ser lahustes NOy piikide pindalad ei Uleta
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algsete apatiitide pindalasid (Lisa 3 — CaAp termogramm; Lisa 4 — CuAp termogramm). Edasi
kasvab orgaanilise aine sisaldus apatiitides lahuste kontsentratsiooni suurenemisel. Nii OPL-Ser
kui ka L-Ser lahustega t6ddeldud apatiitides véheneb orgaanilise aine sisaldus lahuse pH
suurenemisel sarnaselt katioonide lahustuvusega (Lisa 5 — OPL-Ser-ga loksutatud CuAp
termogramm pH = 2; Lisa 6 — OPL-Ser-ga loksutatud CuAp termogramm pH = 8). CuAp-i vGime
siduda aminohapet on suurem CaAp-st nii L-Ser kui ka OPL-Ser lahustes.

Termilise analtisi andmete alusel, vottes arvesse ka eripindade erinevusi, seotakse L-Ser (0,02
M, pH = 8) 1,3 korda rohkem ja OPL-Ser (0,05 M) alg pH 2 ja 8 korral vastavalt 1,1 ja 1,6 korda
rohkem CuAp-ga kui CaAp-ga. Vadiksemate aminohappe kontsentratsioonide korral ilmselt

klllastuseni ei joutud ja erinevused katioonsest asendusest apatiidis ei ilmnenud.

Termilise analitisi andmetel on sidumiskatsetest saadud tahkes faasis 0,01 M OPL-Ser (pH = 6)
lahuse sisaldus 3,9 %. Saadud tulemus on 2,1 korda véiksem kirjanduse andmetel saadud
tulemustest. See néitab, et katsete kaigus kullastust tahkel pinnal ei tekkinud. Sama

kontsentratsiooniga L-Ser apatiidi pinnaga seotud ei ole.

Termoanalliusi andmetel on sidumiskatsetest saadud apatiitides maksimaalselt 13,4 % OPL-Ser
ning 0,7 % L-Ser. Apatiit seob seega oma pinnaga OPL-Ser rohkem kui L-Ser ning saadud
katsetulemus on vastavuses nii pH muutuse kui katioonide lahustuvuse tulemustega. Katseviga

on +1 %, mis ei vdimalda stigavamat anallusi.
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Joonis 3.13. a) OPL-Ser; b) L-Ser lahuste pH ning aminohapetega loksutatud apatiitide termilise

analulsi NOy piikide pindalade vaheline sdltuvus.
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3.5. Tahke faasi IP spektrospektroskoopiline analts

Apatiitide struktuuride analiisimiseks registreeriti I1P- spektrid CaAp-st, CuAp-st, 5 % L-
Ser/ZnAp ning 5 % OPL-Ser/CaAp mehaanilisest mudelsegust lainearvu vahemikus 4000- 400
cm™? ning esitati need joonisel 3.14. CaAp-i spektrile on mérgitud apatiidile iseloomulike
rihmade vOnkumistele vastavate piikide asukohad. Nd&rga intensiivsusega piigid lainearvudel
3570 cm™ ning 633 cm™ on seotud apatiidi struktuuris esineva OH valentsvénkumisega (v).
Fosfaatriihma valentsvdnkumistele on iseloomulikud intensiivsed piigid lainearvudel 1025 ja 962
cm™. Fosfaatriihma deformatsioonivénkumistega (5) avalduvad piigid lainearvudel 600, 561 cm™
ning 474 cm™. Piigid lainearvul 1450 cm™ ja 1420 cm™ on seotud karbonaatiooni vénkumisega

ning vaike piik lainearvul 874 cm™ vesinikfosfaadi v6i karbonaatiooniga. [27,28]

Joonisel 3.14 esitatud apatiidi ja 5 % L-Ser ning OPL-Ser mehaaniliste segude spektrilt on ndha
uute ndrkade piikide lisandumine apatiidi spektrile vahemikus 700-1700 cm™. L-Ser-le on
iseloomulikud absorptsioonipiigid lainearvudel ~3400 cm™ (O-H), 1601 cm™, 1434 cm™ ja 1411
cm™ (COO). Lisaks avalduvad IP spektris NHs" iseloomulikud & - v8nkumised lainearvul 1621
cm™ ja 1646 cm™ ning CH sideme & - vonkumised lainearvul 1305 cm™ ja 1339 cm™ [29]. NH;
§ - vBnkumine esineb lainepikkusel 1580-1650 cm™ [3]. 5 % OPL-Ser ja CaAp-i mehaanilise
mudelsegu spektril esinevad OPL-Ser-le iseloomulikud piigid lainearvudel 745, 812, 1257 ning
1555 cm™. Apatiidi ja aminohappe piikide osalise kattumise tdttu nende intensiivsused spektritel

muutuvad.

OPL-Ser-ga (pH = 6) loksutatud Ca- ja CuAp-de IP spektrid on esitatud joonisel 3.15. IP spektrid
on jaotatud kolme rihma: alumises rihmas puhta CaAp, CuAp ning 5%-ne OPL-Ser/CaAp
mudelsegu spekter, keskmises reas aminohappega loksutatud CuAp-de spektrid ning Glemises
reas CaAp-de spektrid. OPL-Ser-ga (pH = 8) loksutatud Ca- ja CuAp-de IP spektrites olulisi

muutuseid vorreldes pH = 6 katsetega ei fikseeritud (Lisa 7).

Mehaanilise segu spektrist on ndha, et OPL-Ser-le iseloomulikke intensiivseid piike lainearvul
1555, 1257, 812 ning 744 cm™ Ca- ja CuAp-de spektritel ei esine. OPL-Ser-i COO™ (1422 cm™)
ja NHs;" (1465 cm™) v-vBnkumiste piigid kattuvad osaliselt apatiitide karbonaatriilhma

vonkumispiikidega lainearvudel 1453 ja 1421 cm™.
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Joonis 3.14. CaAp ja CuAp IP- spektrid lainearvu vahemikus 4000- 400 cm™. Joonisele on lisatud 5 % L-Ser/ZnAp ning 5 % OPL-
Ser/CaAp mehaanilise mudelsegu IP- spektrid lainearvu vahemikus1700- 700 cm™,
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Kuna apatiidi IP- spektril on karbonaatriihma piigid pusiva intensiivsusega, on vdimalik piikide
suhte mddramisega hinnata aminohappe moju sellel lainepikkusel. Apatiidi karbonaatriihma
piikide (1453 ja 1421 cm™) suhted on CaAp-s 1,18 ning CuAp-s 0,95. Aminohappega loksutatud
CaAp-des on piikide suhe 0,005 M lahuses 1,1 ning 0,01 M lahuses 1. Suurema aminohappe
lahuse kontsentratsiooni korral piikide suhe uuesti suureneb (1,15). See muutus néitab, et apatiidi
stuktuuriga on seotud aminohappele iseloomulikud COO™ ning NH3" rilhmad. CuAp-des piikide

suhted ei muutu.

OPL-Ser-ga loksutatud apatiitide proovides (va SP-L02 Cu) esineb piik lainearvul 752 cm™, mida
algses apatiidis ega mehaanilises segus ei esine. See viitab OPL-Ser ja apatiidi vahelisele

reaktsioonile ning selle tulemusel uute keemiliste sidemete tekkimisele.

Selleks, et hinnata pH mdju OPL-Ser-ga loksutatud CaAp pinna muutustele, uuriti piigi
intensiivsusi lainearvu vahemikus 920-650 cm™ (joonis 3.16). Selgub, et lainearvul 752 cm™
oleva piigi intensiivsus soltub nii kontsentratsioonist kui ka pH-st. Orgaanilise aine sisaldus
vaheneb lahuse pH suurenemisel. Kdige intensiivsemad piigid esinevad 0,02 ja 0,01 M pH = 2
lahustega loksutatud CaAp-de spektritel. Apatiiti seotud aminohappe hulk on véiksem ning seega
annavad ndrgema intensiivsusega piigi 0,01 ja 0,005 M pH = 6 lahused. K&ige ndrgema
intensiivsusega piigi annab pH = 8 lahusega t06deldud apatiit. IP sepktrite analudsi tulemused on
sarnased termilise analtisi tulemustele ning adsorptsioon s6ltub aminohappe lahuse pH-st, olles
suurem happelisemas lahuses. Analoogselt Ca- ja CuAp sidumiskatsetega OPL-Ser-ga sdltuvad
ZnAp-de sidumiskatsete tulemusel saadud IP- spektrite piigid lainearvul 752 cm™ nii
kontsentratsioonist kui ka pH-st (LISA 8).

L-Ser-ga (pH = 6) loksutatud Ca- ja CuAp-de IP spektrid on esitatud joonisel 3.17. Analoogselt
OPL-Ser-ga on apatiitide IP spektrid jaotatud kolme rilhma. L-Ser mehaanilises segus on naha, et
aminohappele on iseloomulik intensiivne COO™ valentsvénkumise (v) piik lainearvul 1600 cm™,
piigid lainearvul 1343 ning 1306 cm™, vaike piik lainearvul 920, 435 ja 417 cm™
Karbonaatriihma piikide suhted lainearvudel 1453 ja 1421 cm™ on CaAp-s 1,18 ning 0,02 M L-
Ser-ga loksutatud apatiitides 1,42. Teistes CaAp sidumiskatsete proovides jaab see suhe vorreldes
algse prooviga samaks. Sellest vdib jareldada, et L-Ser avaldab apatiidile vaiksemat m&ju kui
OPL-Ser.

41



1.020-]
1.015]
1.010
1.0051
1.000
0.995

0.985
0.980
0.975

0.970

%Transmittance

0.965
0.960 1
0.955
0.950
0.945
0.940
0.935
0.930
0.925-
0.920

Joonis 3.15. IP spektrid: CaAp, CuAp, 5%-ne OPL-Ser/CaAp mehaaniline segu, OPL-Ser-ga

0.990 =T

1,025 o

SP-L5% Ca
'SP-L005 Ca pH6
'SP-L01 Ca pH5

'SP-L005 Cu pH6
[SPAOIZHPHE-
'SP-L02 Cu pH6

_1640.6 16448

15553
145445319153.8
1421.3

1625.4
812.3
744.9

1800

1400 1200

Wavenumbers (cm-1)

(0,005-0,02 M; pH=6) loksutatud Cu- ja CaAp-d.

Joonis 3.16. OPL-Ser-ga loksutatud CaAp IP- spektrid lainearvu vahemikus 920-650 cm™.
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Kompleksiihendi Cu(L-Ser), moodustumise korral tekivad ndérga intensiivsusega piigid
lainearvudel 583 cm™ (v M-0) v&i 473 cm™ (v M-N) [3]. Antud t86 spektritel esinevad ndrgad
piigid lainearvul 473 cm™, kuid mira puhta apatiidi spektris ei v8imalda selle piirkonna piike
omavahel vorrelda. L-Ser pH = 8 lahustega t6éddeldud Ca- ja CuAp-de IP spektritel olulisi
muutuseid ei fikseeritud (LISA 9).

Aminohapete karboksudlrihmale on iseloomulik asimmeetriline valentsvdnkumine lainepikkusel
1635-1618 cm™ ning aminoriihmade vénkumised lainepikkusel 2600 cm™. Kompleksiihendite
moodustumisel need piigid nihkuvad 20-30 cm™, mis naitab karboksiilaadi ja metalli-iooni
kompleksi tekkimist. Protoneeritud aminoriihma valentsvokumised (asimmeetriline 1560-1597
cm™ ning stimmeetriline 1502-1506 cm™) komplekside IP spektritel puuduvad, kuid NH,
deformatsioonivénkumine esineb 1627 cm™, mis viitab Cu(l1) iooni koostoimele aminoriihmaga.
Lisaks esineb Cu-N v&nkumise piik lainepikkusel 570-589 cm™. [23]
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Joonis 3.17. IP spektrid: CaAp, CuAp, 5%-ne L-Ser/ZnAp mehaaniline segu, L-Ser-ga (0,005-
0,05 M; pH=6) loksutatud Cu- ja CaAp-d.
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KOKKUVOTE

Ké&esolevas magistritods uuriti L-Ser ja fosfaatrihma sisaldava OPL-Ser seostumist Ca- ning
osalise Cu ja Zn asendustega hudrokstulapatiitidega vesilahustes. T66s hinnatakse nii lahuse pH,

kontsentratsiooni kui apatiidi koostise m&ju sidumisprotsessile.

T6O teoreetilises osas antakse (levaade apatiitide keemilisest koostisest, omadustest,
slinteesimeetoditest ning kasutusaladest. Lisaks antakse (levaade aminohapetest, nende

adsorptsioonist apatiidi pinnal ning kompleksiihendite moodustumisest.

ToO katselises osas valiti esmalt aminohapete tiitrimiskdverate alusel edasisteks katseteks
apatiitidega sobivad lahuste pH vaartused. Sidumiskatseteks OPL-Ser-ga valiti kolm pH vaartust
2, 6 ja 8 ning L-Ser-ga kaks pH algvéértust 6 ja 8. Sidumiskatsetest selgus,et suurim pH muutus
toimub OPL-Ser lahustes CuAp-ga, mille algne pH = 2. Aminohappe kontsentratsiooni
suurenemisel sidumiskatse lahuse pH muutus vaheneb, mida vdib seletada apatiidi pinna
passiveerimisega aminohappe adsorptsiooni tulemusel. Lisaks vaheneb muutus alglahuse pH

suurenemisel.

Ca®*, Zn*" ja Cu®" katioonide sisaldus on suurim OPL-Ser pH = 2 lahustes ning kasvab
kontsentratsiooni tGusuga, mis on tingitud apatiidi lahustuvusest. Happelises lahuses on Cu
suhteline lahustuvus véiksem Ca lahustuvusest, kuid kasvab pH tdustes Cu ja aminohappe
kompleksi tugevuse suurenemise téttu. Aminohappe mdéju Ca ja Zn lahustuvusele on véiksem,

kuna kirjanduse andmetel nende komplekside pusivus on oluliselt vaiksem.

UV- spektroskoopiline ldhtelahuste, loksutiste ja mudellahuste analiiis naitas aminohappe
absorptsiooni lineaarset soltuvust kontsentratsioonist. Samas mdjutab piigi intensiivsust ja
asukohta ka pH ja katioonide sisaldus lahuses, mis segab aminohappe kontsentratsiooni
madramist loksutistes. Cu - AH kompleksile iseloomuliku absorptsiooni suurus A = 246 nm on
lineaarses sdltuvuses Cu ioonide kontsentratsiooniga lahuses, kuid ka seda mdjutab lahuse pH

vaartus.

Adsorbtsiooni tulemusel apatiidiga seotud orgaanilise aine sisalduse hindamiseks apatiitide
proovides méérati termilise analliusi kéigus eraldunud gaasis lammastikoksiidide (NOy) hulk

mass-spektroskoopiliselt. Eraldunud l&mmastikoksiidide hulk suureneb aminohappe lahuse
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kontsentratsiooni tdusuga ja pH alanemisega. Termilise andmete alusel, vottes arvesse ka
eripindade erinevuse, seotakse L-Ser (0,02 M, pH = 8) 1,3 korda rohkem ja OPL-Ser (0,05 M)
alg pH 2 ja 8 korral vastavalt 1,1 ja 1,6 korda rohkem CuAp-ga kui CaAp-ga. Termilise analtdsi
andmetel on sidumiskatsetest saadud tahkes faasis OPL-Ser maksimaalne sisaldus 3,9 % 0,01 M
lahusest. See néitab, et katsete kaigus killastust ei saavutatud. L-Ser seotakse apatiitidega

maksimaalselt 0,7 %.

Puhta apatiidi ja OPL-Ser sidumiskatse tahke j&&gi IP spektrite vOrdlus nditas uue piigi
lisandumist lainepikkusel 752 cm™, mida algses apatiidis ega mehaanilises segus ei esine. See
viitab uute keemiliste sidemete tekkimisele OPL-Ser ja apatiidi vahelisele reaktsiooni
tulemusena. Selle piigi intensiivsus kasvab kontsentratsiooni ja vaheneb pH suurenemisel.
Reaktsiooni tulemusel muutuvad ka karbonaatrihma piikide (1453 ja 1421 cm™) intensiivsuste
suhted, mis samuti viitab OPL-Ser keemilisele seostumisele apatiidiga. L-Ser sidumiskatsetes
piikide suhted ei muutu, kuid kompleksiihendi Cu(L-Ser), moodustumise tdttu esineb ndrk piik
lainearvul 473 cm™ (v M-N).

Kokkuvotvalt voib delda, et OPL-Ser adsorptsioonivdime apatiidile ning tekkiva kompleksiihendi
plsivus on suurem L-Ser-st. Sidumise ulatus séltub nii pH-st, kontsentratsioonist kui ka apatiidi
koostisest. Lisaks suurendab Cu asendus CaAp struktuuris aminohappe adsorptsiooni ning

loovutab samaaegselt lahusesse kompleksthendite tekkimist soodustavaid Cu ioone.

45



SUMMARY

Adsorption of L-serine and phospho-L-serine onto Cu and Zn substituted Ca-

hydroxyapatite
Frieda Kriisa

This Master’s thesis investigates the adsorption effects of L-Serine and phospho-L-Serine onto
Cu and Zn substituted Ca-hydroxyapatites. The study evaluates the impact of pH, concentration

and ionic composition of the solution on adsorption process.

Introductory part describes apatites in general and provides detailed overview of apatite structure,
chemical composition, properties, synthesis methods and utilisation. It also provides a brief
overview of amino acids, their adsorption mechanism on apatite surface and formation of

complexes.

In the experimental part, the titration curves of amino acids were used to determine the initial pH
values for adsorption experiments. The pH values of the OPL-Ser solutions were adjusted at 2, 6
and 8, whereas L-Ser solutions were adjusted at 6 and 8. The results of the experiment show that
higher amino acid concentration causes smaller change in pH. This suggests that the surface of
apatite is passivated by the adsorbed amino acid. In addition, the change in pH decreases as the

initial pH of the solution increases.

Ca®*, zn*" and Cu?®* solubility is higher in OPL-Ser at pH = 2 and the solubility increases with
the amino acid concentration. In acidic solutions Cu?* relative solubility is smaller than Ca**
solubility, but it increases with the rise of pH. This may be explained with the higher complex
stability of Cu®* ions at higher pH. Amino acids have smaller effect on Ca?* and Zn?* solubility

due to their significantly less stable complexes with amino acids.

The UV absorption values have linear correlation of amino acids concentration but however,
determination of their concentration in sorption solutions is impacted by dissolved cations and pH

change.

Thermal analysis was used for determination of the content of amino acid adsorbed with apatite

by the nitric oxides released during heating. The amount of nitric oxides evolved decreases with

46



decrease of the concentration of amino acid and increase of the pH of solution. According to the
literature, apatite adsorbs 8,2 % OPL-Ser. Thermal analysis revealed that 0,01 M OPL-Ser

solution had 3,9 % adsorbtion onto CaAp, which may refer to unsaturated apatite surface.

IR spectroscopy was used to evaluate changes in chemical structures of the apatites. Additional
peak at 752 cm™ suggests OPL-Ser chemisorption onto apatite surface. Intensity of that peak
increases with the concentration of OPL-Ser and decreases with the pH rise. As a result of this
reaction, the height ratios of the carbonate peaks at 1453 and 1421 cm™ change. Due to the Cu(L-

Ser), complex formation, there is a weak absorption peak at 473 cm™ (v M-N).

In conclusion, OPL-Ser adsorption and complex formation is more stable than that of L-Ser.
Adsorption characteristics depend on solution pH and concentration as well as on the
composition of apatite. Cu substitution in CaAp increases OPL-Ser adsorption despite the higher

releases of Cu®* cations due to the complex formation with amino acid in the aqueous solution.
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LISA2
Termoanalliusi kdigus eraldunud gaasis lammastikoksiidide (NOy) temperatuurikdvera piigialuse
pindala ning mudelsegude AH sisalduse vaheline s6ltuvus.
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CaAp termogramm

Sample Temperature (°C)
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dTG (%/min)

LISAS5
0,02 M pH = 2 OPL-Ser-ga loksutatud CuAp-i termogramm
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LISA 7

IP-spektrid CaAp, CuAp, 5%-ne OPL-Ser/CaAp mehaaniline segu, OPL-Ser-ga (0,01-0,05 M;

pH=8) loksutatud Ca- ja CuAp.
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LISA 8

IP-spektrid ZnAp, 5%-ne OPL-Ser/CaAp mehaaniline segu, OPL-Ser-ga (0,005-0,05 M;

pH=2;6,8) loksutatud ZnAp.
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LISA9
IP-spektrid CaAp, 5%-ne L-Ser/ZnAp mehaaniline segu, L-Ser-ga (0,01-0,02 M; pH=8)
loksutatud Ca- ja CuAp.
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