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1. IVADAS

Sveikatai naudingas kalcio junginiy poveikis yra visuotinai pripazintas. Reikiamais
kiekiais vartojami kalcis ir vitaminas D yra svarbis kauly sveikatai bei laikomi svarbiais
elementais kartu su receptiniais vaistais osteoporozei gydyti. Jei kiekvieng dieng kartu su
vartojamu maistu Zmonés negauna rekomenduojamos kalcio paros dozes, atsiranda
vienokios ar kitokios sveikatos buklés iSsivystymo rizika. Neseniai atlikti tyrimai
atskleidé, kad vaikai ir vyresnio amziaus zmonés kalcio suvartoja nepakankamai. Kalcio
papildai ir juo praturtinti maisto produktai yra papildomas Sio elemento Saltinis
zmonéms, kurie negali su maistu suvartoti pakankamo jo kiekio arba kuriy organizmas
maiste esanc¢io kalcio nejsisavina. Siuo metu yra jvairiy kalcio drusky papildy. Dél
gyvybiSkai svarbaus §io elemento vaidmens Zmogaus organizme misy visuomené vis
daugiau suzino apie su maistu gaunamo kalcio svarbg.

Kalcis yra pagrindinis kauly ir danty strukttrinis elementas. Pagrindinis kauly
mineralinis komponentas yra kalcio hidroksiapatitas (Ca;o(PO4)s(OH),. CHAp).
Sintetinis CHAp ir kiti susije kalcio fosfaty mineralai daugelj mety placiai naudojami
kaip implantuojamosios medZiagos, nes jie pasizymi puikiu biologiniu suderinamumu ir
gebéjimu susijungti su kaulu. Be to, jy struktiira ir sudétis panasi j Zmogaus kauly kietyjy
audiniy mineraling dalj. Akivaizdu, kad norint palaikyti tinkamg kauly mineraly sudétj
Zmogaus organizme, turi biiti uZtikrinta tinkama visy mineraly absorbcija ir jy patekimas
1 visus kaulus. Mokslinéje literattiroje truksta esminés informacijos apie tai, kiek reikéty
suvartoti tam tikry produkty, norint palaikyti tinkama mineraly kiekj organizme ir
uztikrinti deramg kauliniy audiniy mineraling sudétj. Yra Zinoma, kad kai kurie sveikatos
sutrikimai, pavyzdziui, hiperchloridija (liga diagnozuojama, kai sutrinka Sarmingas
gleives gaminanciy liauky bei lasteliy veikla), neigiamai veikia kalcio pasisavinimg
organizme. D¢l visy auksc¢iau iSvardinty priezas¢iy (nepakankamo kalcio pasisavinimo i$
maisto produkty, sveikatos sutrikimy, netinkamos mitybos ir t. t.) iSauga kalciu
praturtinty maisto produkty poreikis.

Gerai zinoma, kad biologinis skirtingy kalcio junginiy pasisavinimas priklauso nuo
konkre€iy junginiy koncentracijos, cheminés sudéties, mikrostruktiiros, morfologijos,
jvairiy fizikiniy savybiy. Kai nebepakanka kasdienés mitybos praturtinti kalcio papildais,

norint uZztikrinti kauly ir danty sveikatg, prireikia chirurginiy intervencijy. Senstanti
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populiacija, traumos, kauly ligos yra tie faktoriai, kurie paaiskina patobulinty, moksliSkai
iStirty ir pagristy terapijos buidy poreikj. Taip pat demografiniai pokyciai, dél kuriy
mazéja vaiky ir didéja vyresnio amziaus zmoniy skaiCius, iSrySkina, jog reikia ne tik
implanty, bet ir ilgalaikiy bei ekonomisky regeneraciniy sprendimy.

Dabar zinoma daug jvairiy tradiciniy ir Siuolaikiniy kaulinio audinio atnaujinimo ir
implantacijos biidy, tacCiau tiek vieni, tiek kiti turi savy privalumy bei trikumy.
Nepaisant to, jog Siuolaikiniai kauliniy audiniy ligy gydymo bidai turi daug privalumy,
vis dar reikalingi kauly regeneracijos metodai su maziausiomis komplikacijy
tikimybémis. Kalcio hidroksiapatitas yra vienas dazniausiai kauliniy audiniy
rekonstrukcijai naudojamy biokeraminiy junginiy. CHAp pasizymi auks$tu biologiniu
suderinamumu ir yra biologiskai aktyvi medZziaga. CHAp yra netoksiskas, 1§ Sio junginio
pagaminti kauly pakaitalai nesukelia organizmo atmetimo reakcijos. D¢l visy iSvardinty
savybiy CHAp placiai naudojamas ortopedijoje bei implantologijoje.

Galimi du CHAp keramikos sintezés buidai: kietafazés reakcijos ir sintezé tirpaluose
Siame darbe pasirinktas vandeninis zoliy—geliy sintezés metodas, kuriam nereikia
sudétingos aparatiiros, jis yra ekonomiskas bei nekenksmingas aplinkai. Be to, CHAp
sintezé 1§ atsinaujinanCiy Saltiniy bei biologiniy atlicky yra labai progresyvi
preparatyvinés chemijos sritis.

Pirmoje disertacijos dalyje apibiidinami kalcio junginiai, i$skirti i§ natiiraliy Saltiniy
(pieno produkty, koraly, jiros kriaukliy ir jaucio kauly), kurie jau naudojami funkciniy
maisto produkty ir papildy pramoné¢je. Misy tyrime pasiiilytas naujas pieno milteliy
pritaikymas — susintetinti kalcio fosfatus, kuriuos biity galima panaudoti biomedicinoje.
Tolesnése disertacijos dalyse aptariamas studijy metu sukurtas naujas ir originalus
CHAp zoliy-geliy sintezés biuidas i§ juros kriaukliy Macoma balthica. Be to, Siame darbe
buvo pirma kartg susintetintas ir apibiidintas gelezimi pakeistas CHAp, kuriame kalcio
Saltinis buvo jiiros kriauklés. Yra Zinoma, kad CHAp, pakeistas gelezies (III) jonais, yra
biologiSkai suderinamas magnetinis skystis, kuris gali biiti naudojamas kaip prie§véZinis
vaistas, magnetiniu hiperterminiu biidu lokaliai S$ildant navikg. Visa iSvardinta
informacija pazymi $ios disertacijos naujumga ir autentiskumg. Sios disertacijos tikslas
buvo akcentuoti kalcio fosfaty, ypa¢ CHAp, naudg Zzmoniy mityboje ir kaulinio audinio
pakaitaly gamyboje bei naudojant tvariosios chemijos metoda susintetinti CHAp i8

nattraliy Saltiniy.



Disertacijos tikslai ir uzdaviniai:

. Apibidinti 1§ nattraliy Saltiniy iSskirtus kalcio junginius, naudojamus kuriant
novatoriSkus funkcinius maisto produktus ir papildus. IS nustatyty cheminiy ir fizikiniy
savybiy pasiiilyti jy biologinj priecinamuma.

. Sukurti CHAp 18§ pieno milteliy sintezés metoda.

. Sukurti vandeninj zoliy— geliy sintezés metoda CHAp gauti, naudojant jiros kriaukles
kaip kalcio pirmtaka.

. I8tirti juiros kriaukliy, surinkty 1§ skirtingy Baltijos juros pakranciy, geografinés padéties
itaka i$ jy susintetintam CHAp.

. Susintetinti ir istirti gelezimi pakeista CHAp (Cayg.xFex)(PO4)s(OH),.

Ginamieji disertacijos teiginiai:

. I$ pieno milteliy iSskirti kalcio fosfatai yra optimalis junginiai funkciniy maisto
produkty/papildy gamyboje.

. Imanoma susintetinti kalcio hidroksiapatito ir Ca;gMg,H»(PO4)14 misinj i§ pieno milteliy,
juos kaitinant aukstoje temperatiiroje, ir panaudoti biomedicinoje.

. Kalcio hidroksiapatitas gali biiti susintetintas tvariuoju, aplinkai nekenksmingu
vandeniniu zoliy— geliy metodu, kaip kalcio Saltinj panaudojant jiiros kriaukles.

. Geografiné juros kriaukliy rinkimo padétis Baltijos jiros pakrantés teritorijoje neturi
jitakos i§ jy pagaminto kalcio hidroksiapatito cheminei sudéciai ir faziniam grynumui.
Taciau daleliy dydis ir morfologija skiriasi.

. Gelezimi pakeistas kalcio hidroksiapatitas gali biiti pagamintas tuo paciu zoliy— geliy

metodu.

2. EKSPERIMENTO METODIKA
2.1 Reagentai ir tirpalai

Pirmoje disertacijos dalyje buvo tiriami ir analizuojami 1 lentel¢je iSvardinti i§
natliraliy Saltiniy iSskirti kalcio junginiai. Junginiams susintetinti buvo naudojami
ypatingo grynumo reagentai (Aldrich, Fluka, Eurochemicals). CHAp sintezei i§ pieno
milteliy ir juros kriaukliy buvo naudojami Capolac® MM-0525 prekinio Zenklo pieno

mineralai (gamintojas: Arla Foods Ingredients, Danija) ir Baltijos jlros pakrantéje
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surinktos kriauklés Macoma balthica, atitinkamai. Tirpinimui naudotas 2 mol/l
koncentracijos azoto riigsties tirpalas. 0,5 mol/l etilendiamintetraacto rugsties (EDTA)
tirpalas buvo ruoSiamas, EDTA miltelius tirpinant vandenyje Sarminéje terpéje, kuri
buvo sukuriama jpilant amoniako.

1 lentelé. Darbe apibiidinti nattiralios kilmés kalcio junginiai

Méginio pavadinimas | Gamintojas

IS koraly / moliuskuy iSskirti kalcio junginiai

Coral calcium powder Coral LLC

Natural calcium carbonate Coral LLC

White oyster shell powder Coral LLC

Coral water Coral LLC

IS jaucdio kaulo iSskirtas kalcio

junginys

MCH-Cal™ (Microcrystalline Waitaki Biosciences

hydroxyapatite calcium)
IS pieno produkty iSskirti kalcio junginiai

Capolac ® Arla Foods Ingredients Group P/S
Lactoval® HiCal DMV International

CALCIANE ® Lactalis Ingredients

Dairy powder Fabelco

TruCal® milk calcium Glanbia Nutritionals, Inc.

2.2 Aparatiira ir tyrimo metodai

Kalcio kiekis kriauklése buvo jvertintas termogravimetrinés ir diferencinés
skenuojamosios kalorimetrijos analizés metodais (TG-DSC), naudojant Perkin Elmer
STA 6000 terminj analizatoriy. Mazdaug 10 mg kriaukliy milteliy méginys buvo
kaitinamas nuo 30 'C iki 900 'C, kaitinimo greitis buvo 10 ‘C/min sintetinio oro
atmosferoje, srauto greitis buvo 20 ml/min. Taip pat kalcio kiekis buvo jvertintas
naudojant induktyviai susietos plazmos optinés emisijos spektrometrg (ICP-EOS) Perkin
Elmer Optima 7000 DV. Medziagy rentgeno spinduliy difrakcinés analizés spektrai buvo
uzradyti Rigaku MiniFlex Il difraktometru (CuKy, spinduliuoté; A=1,540562 A; Zingsnio
dydis: 0,01, Zingsnio trukmé 0,06 s; matavimo ribos, 2 0, nuo 10° iki 70°). Funkcinéms
grupéms nustatyti bangos skaigiaus intervale nuo 4000 cm™ iki 400 cm™ Perkin Elmer
spektroskopu kambario temperatiiroje su 2,00 cm™ skyra buvo uzrasyti FTIR spektrai.
PavirSiaus morfologijos tyrimai ir elektrony dispersiné analizé atlikta Hitachi SU-70

aparatu (Japonija), esant 2 kV pagreitinimo jtampai.



2.3 CHAp gavimo is natiraliy Saltiniy metodika

CHAp i$ pieno milteliy buvo gautas, kaitinant Capolac® MM-0525 pieno mineraly
miltelius $iose temperatiirose: 700 'C, 800 C, 900°C, 1000 C.

Baltijos jiiros kriauklés Macoma balthica buvo surinktos Lietuvoje, Palangos
pajiiryje. Juros kriauklés buvo valomos mechaniskai, plaunamos verdanc¢iu vandeniu ir
dZiovinamos 24 val. kambario temperatiiroje. Po to kriaukliy éminys buvo trinamas
agatinéje grustuveje iki milteliy. CHAp sintetintas vandeniniu zoliy—geliy metodu,
iStirpintas  juros kriaukles maiSant su etilendiamintetraacto rugstimi (EDTA) ir
(NH4),HPO,, istirpintu distiliuotame vandenyje. Gauti skaidriis bespalviai tirpalai buvo
sildyti iki 70 °C ir sumaiSyti su Slapalo (uré¢ja, CO(NH,),) tirpalu. Po to tirpalai buvo
koncentruojami atvirose stiklinése 90 °C temperatiiroje. MaiSymas baigtas tuomet, kai
tirpalai virto skaidriu, klampiu geliu. Gauti geliai dZiovinti krosnyje (100 °C), sumalti
agatinéje griistuveje ir kaitinti 5 val. 800 °C temperatiiroje (temperatiros kélimo greitis 1
°C/min). Po to méginys buvo dar kartg sutrintas agatinéje grustuvéje ir kaitinimas 1000
°C temperatiiroje 10 val., keliant temperatiirg 2°/min grei¢iu. Tarp kaitinimy medZiagos

buvo sugriidamos agatingje griistuvéje.

2.4 Fe(X)/CHAp sintezé is kriaukliy Macoma balthica

Gelezimi pakeistas kalcio hidroksiapatitas i§ kriaukliy buvo sintetinamas zoliy—geliy
metodu. Kriaukliy milteliai, paruosti pagal 2.1 skiltyje aprasyta metodika, buvo istirpinti
2mol/l HNOj; rugsties tirpalo, 15 min maiSant ant magnetinés maiSyklés. Gautas tirpalas
buvo nufiltruotas, o j nufiltruotg tirpalg jpilta EDTA tirpalo, nuolat maisant. EDTA ir
Ca’* jony santykis 2 : 1. Tirpalo pH pakeltas iki 10, naudojant 25 % vandeninj amoniako
tirpalg. Ipylus amoniako, tirpalas pasidaro skaidrus. | tirpalg jberta gelezies (II) nitrato
nonahidrato kiekis priklauso nuo pakeitimo laipsnio sintetiname méginyje. I$ viso buvo
sintetinama 11 méginiy su skirtingomis geleZies jony koncentracijomis, t. y. kai x= 0;
0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5 ir 10 mol %. Po to | miSinj jdétas stechiometrinis
(NH4),HPO, kiekis. Istirpus diamonio vandenilio fosfatui j tirpalg buvo jdéta uréjos
Sarminei aplinkai palaikyti. ParuoStas tirpalas buvo maiSomas 1 val. 100-120 °C
temperatiiroje. Po valandos maiSymo tirpalas iSgarintas 150 °C temperatiiroje. Gautas

gelis dziovinamas 12 val. 100 °C temperatiroje oro atmosferoje. ISdZiovintas gelis
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sutrintas agatin¢je griistuvéje ir kaitintas 5 val. 800 °C temperatiiroje, keliant temperatiirg
1°/min grei¢iu. Po to méginys buvo dar karta sugriistas agatinéje griistuvéje ir kaitinimas
1000 °C temperatiiroje 10 val., keliant temperatiira 2°/min grei¢iu. Tarp kaitinimy

medZiagos buvo sugridamos agating¢je griistuveéje.

3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1 Kalcio junginiy, randamy gyvojoje gamtoje ir naudojamy maisto pramonéje,
apibudinimas

Sioje dalyje apibudinami gyvojoje gamtoje (jiros kriauklése, koraluose, pieno
produktuose ir galvijy kauluose) randami kalcio junginiai, naudojami maisto pramongje.
Visy méginiy fazinis grynumas buvo jvertintas XRD metodu. 1 pav. pateikta 1§ koraly ir
juros kriaukliy iSgauty kalcio junginiy Rentgeno spinduliy difraktogramos, kurios
parodé, kad méginiai sudaryti i§ kalcio karbonato (CaCOs, kalcito), isskyrus Coral
Water méginj, kuriame nustatyta ir aragonito faze. Tai patvirtina standartinés XRD

difraktogramos, pateiktos duomeny bazéje (ICDS [00-005-0586]).

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
PR SN U SN RO NNPURN (NN NPU IRNPU NPU SR NP SR R

Coral Water

O Aragonite

o 0 00
B PP W NS

PR NI NI NI YN AT ST ST ST ST T ST ST ST
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lJLlll

M
M|

PR IR IR IR I
Natural Calcium Carbonate

N T ph
L PR NI IR NI U [T ST S R N
Coral Calcium Powder

Santykinis intensyvumas, s.v.

| S

A
PR NI NI NI YN AT ST ST ST ST T ST ST ST
Kalcitas;

1CDS[00-005-0586]

T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

2 Teta

1 pav. Kalcio junginiy, iSskirty i§ koraly ir juros kriaukliy, XRD difraktogramos
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2 pav. pavaizduoti kalcio junginiy, gauty i§ koraly ir juros kriaukliy, FTIR spektrai,
patvirtinantys, kad junginiai yra sudaryti i§ CaCOs;, i$skyrus Coral Water méginj.
Joninio karbonato jonui bidingos juostos yra ties 1084 cm ™ (v4), 875 cm ™ (v,), 1434
cm " (vg) ir 712 cm " (v,) sritimis. Plati juosta ties 3432 c¢cm ! yra badinga O-H

virpesiams. Juostos skilimas j dvi smailes ties 712 cm ™ yra budingas tik aragonito fazei.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
" 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1
Coral Water

" 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1
White Oyster Shell Powder

" 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1
Natural Calcium Carbonate

Pralaidumas (%)

P TR R R T NI T
Coral Calcium Powder €O (v)
H,0

2982 2874
3432
” C-H

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Bangos skaicius (cm'l)

2 pav. Kalcio junginiy, i$skirty i$ koraly ir juros kriaukliy, FTIR spektrai

Morfologiniai tyrimai parodé, kad Coral Calcium Powders méginio dalelés yra
nevienodo dydzio (5—-10 pum) ir linkusios jungtis ] porétas struktiras (3 pav.). Kristality
forma primena grudelius. Akivaizdu, kad White Oyster Shell Powders méginys sudarytas
1§ griideliy formos daleliy, kuriy dydis yra 2-10 um. Taip pat stebima, kad dalelés
formuoja porétus aglomeratus. Coral Water méginio SEM nuotrauka rodo, kad méginys
sudarytas 1§ ploksteliy formos daleliy, kuriy dydis svyruoja nuo Ium iki 10 um. Atlikti
TG/DSC tyrimai patvirtino, kad pagrindinis meéginiy komponentas yra CaCOs.
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3 pav. Coral Calcium Powders (virsuje, kairéje), White Oyster Shell Powders (virSuje, desinéje)

ir Coral Water (apacioje) méginiy SEM nuotraukos

Tais paciais metodais buvo charakterizuojami ir kalcio junginiai, iSskirti i§ pieno
produkty (iSriigy) bei jaucio kauly. 4 pav. pateiktos kalcio junginiy, iSskirty i§ pieno
produkty, XRD difraktogramos, kurios parodé, kad meéginiy sudétis ir fazinis grynumas
priklauso nuo gamintojy naudojamy iSskyrimo technologijy. Nepaisant to, galima
1zvelgti, kad visuose junginiuose pagrindinis junginys yra kalcio hidroksiapatitas (ICDS
[00-073-0294]). Taip pat matyti, kad junginiuose, be kristaliniy faziy, yra ir amorfinés.
Atitinkamy junginiy FTIR spektrai pateikti 5 pav. Jie patvirtina, kad méginiuose

dominuojanti yra hidroksiapatito fazé. Kaip matyti, visi spektrai yra beveik identiski.
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5 pav. Kalcio junginiy, i$skirty i§ pieno produkty, FTIR spektrai
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Akivaizdziai matomos juostos ties 1026 cm ™ ir 1112 cm * buvo priskirtos PO,>
tetraedro virpesiams. Juostos ties 956-960 cm™ ir dviguba smailé ties 564— 600 cm *
budinga v, ir v4 P-O rysio vibracijoms. FTIR spektrai taip pat parodo, kad méginiuose
yra karbonizuotas kalcio hidroksiapatitas. Juostos, buidingos karbonato jonui, stebimos
ties 1427 cm "t ir 878 cm ™. Plati juosta ties 3600— 3350 cm " kaip ir juosta ties ~1600 cm
! atsiranda dél O-H, esan¢iy vandens molekulése, virpesiy.

SEM nuotraukos pateikiamos 6 pav. Matyti, kad Capolac méginyje esancios dalelés
yra sferinés formos ir jy dydis svyruoja nuo 1 iki 5 pm, taip pat stebimas tolygus jy
pasiskirstymas ant pavirSiaus. IS EDX matavimy duomeny paskaiciuotas Ca/P santykis
buvo lygus 1,9. EDX tyrimai taip pat atskleidé, kad meéginiuose yra ir kity elementy,
pavyzdziui, magnio (0,6 %). Lactoval milteliai sudaryti i$ poréty sferiniu daleliy, kuriy
dydis yra 10-15 pm. PaskaiCiuotas Ca/P santykis Siame méginyje yra 1,92. EDX
matavimai parodo, kad Lactoval milteliuose yra 0,45 % magnio. Griadeliy formos
dalelés, kuriy dydis yra 2-5 pm, yra stebimos Calciane ir TruCal méginiy SEM
nuotraukose. Taip pat remiantis EDX tyrimy rezultatais, nustatyta, kad Ca/P santykis
Calciane milteliuose yra 1,7 ir 1,51 TruCal méginyje. Siuose méginiuose taip pat aptikta
nezymus magnio kiekis: 0,98 % (Calciane) ir 1,2 % (TruCal). Fabelco milteliai sudaryti
1§ sferiniy daleliy , kuriy dydis yra apytiksliai 10 pm. Ca/P santykis Siame méginyje yra
1,5, taip pat juose buvo aptikta 0,6 % magnio.

Capolac

6 pav. I8 pieno iSskirty kalcio junginiy SEM nuotraukos
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7 paveiksle pateikta i$ jaucio kauly iSskirto kalcio junginio difraktograma.

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
PR P TR N S U RSN RS TPUN RU S SR S B

Jautio kaulo
méginys

Hidroksiapatitas;

ICDS[00-086-0740]

Santykinis intensyvumas, s. v.
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7 pav. Kalcio junginio, i$skirto i§ jaucio kaulo, Rentgeno spinduliy difraktograma

IS pateiktos XRD difraktogramos matyti, kad méginys sudarytas i§ CHAp kristalinés
fazés. Taip pat stebima, kad XRD spektrui biidingas aukstas foninis triuk§mas, liudijantis
apie Zemg produkto kristaliSkumo laipsnj. Méginio FTIR spektrai pateikiami 8 pav.
FTIR spektruose matyti PO,%, OH ir CO3* funkcinéms grupéms bidingos juostos.
Juostos 2927 cm™ ir 1506 cm™ srityse budingos N-H virpesiams. Sio tipo jungtys

buidingos baltymy makromolekuléms (kolagenui).
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8 pav. Kalcio junginio, i$skirto i$ jaucio kaulo, FTIR spektras

9 pav. pavaizduota jaucio kaulo SEM nuotrauka. Ji parodo, kad méginio

mikrostruktiira yra gana tanki.

9 pav. Jaucio kaulo méginio SEM nuotrauka

Atsizvelgus 1 visus tyrimy rezultatus, padaryta iSvada, kad kalcio junginiai, iS$skirti i$
pieno produkty, pasizymi geresniu tirpumu nei junginiai, i$skirti i§ koraly, austriy ar
jaucio kauly. Dél Sios priezasties jie gali biiti placiau pritaikomi funkciniams maisto
produktams bei gérimams gaminti, taip pat jie gali biiti naudojami ir maisto papilduose.
Didziausias kalcio junginiy, iSskirty i§ pieno produkty, privalumas yra tai, kad jie
sudaryti i§ hidroksiapatito fazés, kurios veiksmingumas gydant osteoporoze yra kliniskai

jrodytas.

16



3.2 Kalcio hidroksiapatito sintezé is pieno milteliy ir apibiidinimas
CHAp i8 pieno milteliy (prekinis Zenklas: Capolac® MM-0525) buvo gautas pieno
miltelius kaitinant Siose temperatiirose: 700 °C, 800 °C, 900 °C, 1000 °C. Visy sintezés

produkty fazinis grynumas buvo jvertintas XRD analizés metodu (10 pav.).

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
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1000 °c

CajgMegyH(PO,) 4
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Santykinis intensyvumas, s.v
~
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o
- O - -

Hidroksiapatitas
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10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
2 Teta

10 pav. CHAp, susintetinty i§ pieno milteliy tam tikrose temperatiirose, Rentgeno spinduliy
difraktogramos

XRD difraktogramos parode, kad sintezés metu susidaré dviejy faziy miSinys: CHAp
ir Ca;gMg,H,(PO4)14 @ngl. whitlockite, ICSD [00-070-2064]) fazés. IS XRD tyrimo
rezultaty buvo paskaiCiuota, kad meégini sudaro 53,3 % CHAp ir 46,7 %
Ca;gMg,H»(POy4)14. Tai patvirtina ir EDX analizés rezultatai.

11 pav. pateiktas méginiy FTIR spektrai, kuriuose matyti kelios intensyvios smailés.

17



1000 °C

900 °C
—-—\_/f
800 °C

700 °C

Pralaidumas, %

1439 961

1636
3571 '/ 983 631'/5

3436 1121
1090 I1047 '602

T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

- -1
Bangos skaicius, cm

11 pav. CHAPp, susintetinty i$ pieno milteliy tam tikrose temperatiirose, FTIR spektrai

Absorbcijos juosta, atsirandanti ties 3571 cm !, bidinga CHAp OH’ virpesiams.
Kitos smailés, stebimos ties 1090 cm ™, 1047 cm ™, 961 cm ™, 602 cm ™t ir 567 cm ™, yra
badingos CHAp PO,* grupés virpesiams. NeZymios juostos, esandios ties 983 cm * ir
1121 cm !, nurodo neapatitinés struktiiros P-O virpesius. Siy smailiy intensyvumas
didéja, keliant kaitinimo temperatiira. Ypa¢& plati juosta, atsirandanti 3436 cm " srityje,
biidinga O-H virpesiams. Kita absorbcijos juosta, atsirandanti dél vandens molekuliy,
yra ties 1636 cm ™ sritimi. Smailé ties 1439 cm™* yra budinga CO3> jonui, tai rodo, kad
méginyje, kaitintame 700°C temperatiiroje, yra karbonizuotas CHAp. Smail¢, esanti 631
cm ' srityje, budinga struktirinei CHAp OH grupei. Taip pat pastebima, kad $ios
smailés intensyvumas, keliant temperatiirg did¢ja.

12 pav. pavaizduotos méginiy SEM nuotraukos. Gauti rezultatai parode, kad dalelés
yra sferinés formos ir jy dydis svyruoja nuo 100 nm iki 1 pm. Keliant kaitinimo
temperatiirg, daleliy dydis did¢ja. Taip pat SEM nuotraukose matyti, kad daleles

linkusios sudaryti porétus aglomeratus.
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SU70 10.0kV 10.7mm x25.0k SE(M) 2 SU70 10.0kV 10.8mm x25.0k SE(M)

e

SU70 10.0kV 10.8mm x25.0k SE(M) 2 SU70 10.0kV 10.6mm x25.0k SE(M) 2.00um

12 pav. CHAp méginiy, susintetinty i§ pieno milteliy, SEM nuotraukos

3.3 Kalcio hidroksiapatitas is Baltijos jiiros kriaukliy: sintezé ir apibiidinimas

Sintezés metu buvo eksperimentiSkai tikrinamas kriaukliy kiekis, kuris atitikty 1 g
CaCO;. Atsparos tasku buvo laikomi skaiciavimai, atlikti po TG analizés. Buvo
nuspresta atlikti 4 sintezes, teigiant, kad: (a) 1,05 g kriaukliy milteliy atitinka 1 g CaCOs
(méginys A); (b) 1,1 g kriaukliy milteliy atitinka 1 g CaCO3; (méginys B); (c) 1,15 g
kriaukliy milteliy atitinka 1 g CaCO3 (méginys C) ir (d) 1,2 g kriaukliy milteliy atitinka
1 g CaCOj3 (méginys D). IS pateikty XRD difraktogramy (13 pav.) matyti, kad sintezés
metu susidaré CHAp faze, pasizyminti heksagonine kristaline strukttra. IS difraktogramy
matyti, kad didinant kriaukliy kiekj, atsiranda CaO priemaisy (ICSD [00-037-1497]).
FTIR spektruose ties 1090 cm™, 1047 cm™, 962 cm™, 602 cm™ ir 571 cm™ stebimos
juostos yra budingos PO, grupei. Smailés, bidingos CHAp OH™ grupei, stebimos ties
3572 cm™ ir 632 cm™ bangos skai¢iy sritimi. CHAp, susintetinty i§ Baltijos jdros

kriaukliy, SEM nuotraukos pateiktos (14 pav.).
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13 pav. CHAp, susintetinty i$ Baltijos jiros kriaukliy Macoma balthica, difraktogramos
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Matyti, kad CHAp yra sudarytas i§ nevienodos formos daleliy, tarp Kkuriy
dominuojancios yra sferinés. Daleliy dydis yra 200-600 nm. Pastebima, kad dalelés
sudaro porétas strukttiras. Ryskiy skirtumy tarp skirtingy méginiy pavirSiy morfologijos
nestebima. Sprendziant i§ sinteziy rezultaty, buvo nustatyta, kad 1 g CaCOs atitinka 1,05

g kriaukliy milteliy. Sis kiekis ir buvo naudojamas tolesnése sintezése.

3.4 CHAp, susintetinto is kriaukliy, surinkty skirtingose Baltijos jiuros regiono
pakrantése, palyginamasis tyrimas

Juros kriauklés Macoma balthica buvo renkamos Lietuvos, Latvijos, Estijos, Suomijos,
Svedijos, Norvegijos, Danijos, Vokietijos ir Lenkijos Baltijos jiiros pakrantése. Tyrimo
metu noréta iSsiaiSkinti, ar kriaukliy geografiné kilmeé turi jtakos 1§ jy sintetinamam
CHAp. Pirmiausia pacios kriauklés buvo istirtos TGA, ICP-EOS, XRD, FTIR ir SEM
metodais. Nustatyta, kad kriaukliy méginiai sudaryti i§ vienfazio CaCOj; (aragonito;
ICDS [96-210-0188]), isskyrus Svedisky ir norvegisky kriaukliy méginius (15 pav.),
kuriuose stebima ir kalcito fazé (ICDS [96-101-0229]).

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
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m PL kriauklés

NO kriauklés|
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SE kriauklés
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Santykinis intensyvumas, s. v.

Aragonitas;
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15 pav. Tam atitinkamy Saliy kriaukliy XRD difraktogramos
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FTIR spektruose (16 pav.) ties 1785 cm™, 1463 cm™, 1083 cm™, 858 cm™,714 cm™ ir 696
cm™ stebimos juostos, kurios biidingos COs* jonui. Smailés skilimas ties 714 cm™ ir 696
cm™ parodo, kad CaCOj yra aragonito, o ne kalcito modifikacijos. MaZo intensyvumo juosta

ties 3500 cm™ sritimi budinga vandens molekulés O-H virpesiams.
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16 pav. Atitinkamy Saliy kriaukliy FTIR spektrai
ICP-EOS tyrimy rezultatai yra pateikti 17 ir 18 pav. Kaip matyti, pagrindinis

elementas kriaukliy miltelivose yra kalcis (17 pav.), taiau nustatyta ir nezymis kity

metaly kiekiai (18 pav.). Kriaukliy rinkimo vieta didelés jtakos elementinei milteliy

sudéciai neturi.

Apibidinus kriaukles ir apskaiciavus kalcio kiekj jy miltelivose, buvo sintetinamas

CHAp pagal 2.3 skyriuje aprasSyta metodikg. Susintetintas CHAp buvo iStirtas ir
apibudintas XRD, FTIR ir SEM metodais.
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17 pav. Kalcio (Ca) kiekis (mg/g) tam tikry Saliy kriauklése
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18 pav. Mikroelementy kiekis (pg/g) atitinkamy Saliy kriauklése

XRD tyrimai parodé kad CHAp susidaré i visy Saliy kriaukliy. 19 pav. pateikiamos
CHAp, susintetinty i§ lietuvisky, estiSky ir latvisky kriaukliy XRD difraktogramos.
FTIR spektroskopijos rezultatai patvirtino XRD analizés rezultatus. FTIR spektruose
aptiktos absorbcijos juostos, bidingos CHAp funkcinéms grupéms: PO, jonas (vi —
963 cm™, v — 1036 ir 1095 cm™, v, — 568 ir 600 cm™), OH" jonas (3570 cm™ ir 630
cm™). Taigi, tiek XRD, tiek FTIR tyrimai parodé, kad CHAp fazé susidaré
nepriklausomai nuo naudoty sintezéms kriaukliy geografinés kilmes.

Taciau SEM tyrimai (20 pav.) atskleidzia, kad susidariusiy junginiy pavirSiaus
morfologija ir daleliy dydis gerokai skiriasi: susidaro nevienodo dydzio sferinés dalelés

ar heksagoninés prizmés, formuojancios porétus aglomeratus.
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19 pav. CHAp, susintetinty i§ Estijoje, Latvijoje ir Lietuvoje rasty kriaukliy, XRD

difraktogramos

SU70 5.0kV x10.0k SE(L)
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SU70 5.0kV x10.0k SE(L)

SU70 5.0kV x10.0k SE(L)

20 pav. CHAp, susintetinto i$ atitinkamy Saliy kriaukliy, SEM nuotraukos

Apibendrinant rezultatus galima teigti, kad nepriklausomai nuo kriaukliy rinkimo
geografijos Baltijos jiiros regione, vandeniniu zoliy- geliy metodu buvo sékmingai
susintetintas CHAp. Taciau kriaukliy rinkimo vieta tur¢jo jtakos galutinio produkto

daleliy dydziui ir morfologijai.

3.5 Fe(X)/ICHAp sintezé ir apibiidinimas
Gelezimi (III) pakeistas CHAp (Fe(x)/CHAp), ¢ia x yra pakeitimo geleZimi laipsniai

(mol %)) buvo taip pat susintetintas i§ Baltijos jiiros kriaukliy Macoma balthica
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vandeniniu zoliy-geliy metodu. I viso buvo sintetinama 11 méginiy, kur x = 0; 0,01;
0,05; 0,1; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5 ir 10. Gelezimi (III) pakeisty CHAp difraktogramos yra
pateiktos 21 ir 22 pav. Sintezés metu buvo gauta CHAp fazé su nedidele kalcio oksido
(CaO, ICSD [00-077-2010]) priemaisa méginiuose su 0,01; 0,05; 0,1 ir 0,5 mol % Fe.
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Santykinis intensyvumas, s.v.

21 pav. Fe (x)/CHAp (x=0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5) méginiy difraktogramos

Méginyje su 1 mol % pakeitimo laipsniu yra stebima B-Caz(PO,4), (ICSD [00-086-
1585]) priemaisa, kuriai budingos smailés matomos ties 27,7°, 31,1°, 44,5° 26 kampo
laipsniy reik§meémis. Méginiuose su pakeitimo gelezimi laipsniais nuo 2 iki 4 mol %
stebima CHAp fazé be Salutiniy produkty priemaisy. Méginiuose, kuriuose pakeitimo
laipsniai yra 5 ir 10 mol %, stebimas CHAp, B- TCP, Fe,O3 ir CaO faziy miSinys. FTIR
spektruose (23 pav.) matomos absorbcijos smailés, budingos CHAp struktiirai.
Susintetinty gelezimi pakeisty CHAp méginiy, kuriuose pakeitimo gelezimi laipsnis kito
nuo 0 iki 4 mol %, SEM nuotraukos (24 pav.) parod¢, kad dalelés yra sferinés formos, ir

Jju dydis, didinat pakeitimo laipsnj, mazéja.
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22 pav. Fe (x)/CHAp (x=1; 2; 3; 4; 5 ir 10) méginiy difraktogramos
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23 pav. Fe (x)/CHAp (x=0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5) méginiy FTIR spektrai
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Fegp 1%)/CHAD

SU70 2.0kV x20.0k SE(L) i 702 2 (L) 2.00um
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SU70 2.0kV x20.0k SE(L) 2.00um

24 pav. Gelezimi (IIT) pakeisty CHAp méginiy SEM nuotraukos

Meéginio, kuriame pakeitimo gelezimi laipsnis yra 0,1 mol %, SEM nuotraukoje
matyti sferinés dalelés, kuriy dydis yra 100-500 nm, kai CHAp daleliy dydis svyruoja
nuo 200 nm iki 600 nm. Taip pat galima pastebéti, kad sferinés dalelés formuoja
aglomeratg. Méginiuose su gelezies pakeitimo laipsniu nuo 0,5 iki 4 mol % tarp daleliy
stebimos aiskios ribos. Daleliy dydis Siuose méginiuose svyruoja nuo 50 nm iki 400 nm.

Apibendrinant tyrimy rezultatus, buvo padaryta iSvada, kad gelezimi (III) pakeistas
CHAp se¢kmingai gaunamas, kai gelezies pakeitimo laipsniai (mol %) yra Sie: 0,01; 0,05;
0,1; 0,5: 1, 2, 3, 4. Kai pakeitimo gelezimi (III) laipsnis yra didesnis, CHAp fazé
nesusidaro. Tai pat pastebima, kad daleliy dydis mazéja, didinant pakeitimo metalu

laipsnj.
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ISVADOS

1. IS pieno produkty iSskirti kalcio fosfatai de¢l savo grynumo (medziagos
neuzterStos sunkiaisiais metalais), tirpumo bei optimalaus Ca/P santykio, yra
tinkami funkciniams maisto produktams ir papildams gaminti.

2. Sprendziant 1§ XRD tyrimy rezultaty, dominuojanti fazé koraluose ir juros
kriauklése yra kalcitas (CaCQO3), ta¢iau méginyje, pavadinimu Coral Water, buvo
identifikuota ir aragonito fazé. Pieno milteliy XRD difraktogramos parodé, kad
pagrindiné¢ kristaliné fazé Siuose méginiuose yra kalcio hidroksiapatitas
(Cayp(PO4)6(OH),. CHApP). Jaucio kaulo méginyje dominuojanti kristaliné fazé
taip pat yra CHAp.

3. Kalcio hidroksiapatito ir Ca;gMg,H»(PO4)14 kompozitas buvo sékmingai
susintetintas, pieno miltelius kaitinant santykinai zemoje temperatiiroje (700 °C).
Galutiniy  produkty (Cayo(PO4)s(OH),/CaigMgoH,(POs)14  misSiniy)  SEM
nuotraukos parodé, kad naudojant aplinkai nekenksmingg tvariosios chemijos
méginiy paruoSimo technologija, susidaré porétos struktiiros aglomeratai, kurie
gali baiti naudojami biomedicinoje

4. Auksto grynumo CHAp biokeramika buvo susintetinta i$ jiros kriaukliy Macoma
balthica, surinkty Baltijos juros pakrantéje (Palangoje), naudojant aplinkai
nekenkiant] vandeninj zoliy—geliy metoda. SEM tyrimy rezultatai atskleidzia, kad
sintezés produktas buvo sudarytas i§ sferiniy daleliy, kuriy dydis svyruoja
intervale 100-600 nm. Artimiausiu metu bus atlickami CHAp, susintetinto i$
juros kriaukliy, remineralizacijos tyrimai.

5. CHAp taip pat buvo susintetintas i§ jiros kriaukliy, surinkty skirtingy Saliy
Baltijos jiiros pakrantése (Danijoje, Estijoje, Suomijoje, Vokietijoje, Latvijoje
Lietuvoje, Norvegijoje ir Svedijoje). Gauty junginiy tyrimy rezultatai parod¢, kad
juros kriaukliy geografiné kilmé neturéjo didelés jtakos sintezés produkty
cheminei sudéciai ir faziniam grynumui.

6. Kriaukliy geografin¢ kilmé turéjo jtakos daleliy dydziui, formai ir pavirSiaus
morfologijai. Buvo nustatyta, kad priklausomai nuo kriaukliy surinkimo vietos,
dalelés buvo arba nevienodo dydzio beformés sferos, arba heksagoninés prizmés,
arba $iy daleliy miSinys, arba linkusios formuoti porétus aglomeratus.
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7. Gelezimi (I11) pakeistas CHAp (Fe(X)/CHAp, kur x yra pakeitimo gelezimi
laipsniai, mol %) sékmingai susintetinamas tuo pacéiu vandeniniu zoliy-geliy
metodu. I$ viso buvo sintetinama 11 méginiy, kur x = 0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 2;
3;4;5ir 10.

8. Nustayta, kad maksimalus gelezies kiekis, kuris gali btiti jvestas ; CHAp yra 4
mol %. Kai pakeitimo gelezimi (III) laipsnis yra didesnis, CHAp fazé nesusidaro.
SEM nuotraukose pastebéta, kad daleliy dydis mazéja, didinant pakeitimo metalu
laipsnj.  Ateityje susintetintus méginius planuojama tirti Miosbauerio

spektroskopijos metodu.
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INVESTIGATION OF CALCIUM HYDROXYAPATITE SYNTHESIZED USING
NATURAL PRECURSORS

ABSTRACT

In the first part of doctoral thesis chemical and phase composition, as well as
morphology of naturally derived calcium compounds (from dairy, corals, sea-shells and
bovine bones) used in food industry were analysed and characterized. In this research a
novel approach towards dairy derived calcium by characterizing it as a possible source of
CaPs for biomedical applications was proposed as well as a method of synthesis of
CHAp powders using sea shells, namely Macoma balthica, via sol-gel route was
developed.

To the best of our knowledge, there is no study aimed at producing CHAp powders
from raw materials derived of natural-biological sea shells using an environmentally
friendly water-based sol-gel reaction. There are no scientific data suggesting of using
dairy powder as a source of calcium hydroxyapatite for biomedical applications as well.
Moreover, iron (Fe) substituted sea shell derived CHAp for the first time was
synthesized and characterized in this study. The above mentioned information highlights
the novelty and authenticity of this PhD research study.

Thus, the aim of this work was to emphasize the importance of calcium phosphates,
in particular hydroxyapatite, in human nutrition as well as in bone graft applications. In
the subsequent part of the study, characterized calcium compounds with natural origin
were used for the synthesis of calcium hydroxyapatite. This research was undertaken in
order to investigate the possibilities of transforming a widely available sea-shell as well

as dairy powder resource into a viable human bone replacement biomaterial.
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