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1. Uvod

Organske kiseline (R-CO,H) su obilno zastupljene u prirodnim vodama.’ Procesi
koji ukljuCuju ione prijelaznih metala s organskim kiselinama znatno prednjaCe u
fotoreakcijama i doprinose odredivanju koliCine organskih spojeva u prirodnim
vodama. 5-sulfosalicilna kiselina (5-SSA) sulfonirani je derivat salicilne kiseline i
Cesto se koristi kao modelna supstancija za prouCavanje fotokemijskih svojstava
kemijski sloZenijih spojeva npr. prirodne huminske i fulvinske kiseline.? U
laboratorijskim analizama 5-SSA se koristi kao potvrdni test proteina u urinu
posebice albumina za koji je visoko selektivan reagens.® U industrijskoj primjeni
ukljuena je kao kelatni agens, koristi se za pripremu povrsinski aktivnih agenasa,
organskih katalizatora i maziva te aditiva.* 5-sulfosalicilna kiselina formira ¢vrste
komplekse s velikim brojem metala Sto je €ini korisnim metalnim ligandom.
Kompleksi 5-SSA s cirkonijem(lv) odnosno porfirinom pokazuju veliku
antibakterijsku aktivnost. Citotoksi¢no svojstvo ovih kompleksa istraZivano je na
primjeru Cetiri najéeS¢e vrste raka kod ljudi (rak dojke, prostate i plu¢a te
leukemije) i nadeno nesto manje od 50% inhibicije rasta tumora.®

U farmaceutskoj industriji sve viSe se istrazuju kompleksni spojevi metala s
organskim ligandima u svrhu priprave novih, djelotvornijih preparata za lijeCenje
metastaza i tumora. ProuCavanjem rutenijevin kompleksnih spojeva, koji nisu
toksicni, doslo se do spoznaje o njihovim potencijalnim antitumorskim svojstvima
te o specificnom akmuliranju rutenijevih spojeva u tumorskim tkivima. Utvrdeno je
da se djelovanjem kompleksa trans-HIm[RuCl4s(Im),] (Im = imidazol) tumor
debelog crijeva smanjuje na samo 10-20 % njegove pocetne veli¢ine.® U velikom
broju prirodnih i sintetiCkih uzoraka rutenij je prisutan u vrlo malim koli¢inama, pa
metode za njegovo kvantitativno odredivanje moraju biti osjetljive, pouzdane i
selektivne. Cesto se za odredivanje rutenija koriste spektrofotometrijske metode
koje se se tedmelje na uporabi razli¢itih organskih liganada. Medutim, nedostatak
mnogih u literaturi opisanih spektrofotometrijskih metoda je nedovoljna
selektivnost i osjetljivost.

U ovom radu je, zbog svoje osjetljivosti i jednostavnosti, koriStena metoda
molekulske fluorescencije, pri prou¢avanju uvjeta za reakciju rutenija(iin)
i 5-sulfosalicilne kiseline kao potencijalnog sustava s bioloSkom aktivnoS¢u te

pronalazenja optimalnih uvjeta za spektrofluorimetrijsko odredivanje rutenija.



2. Literaturni pregled

2.1. Fluorescencija™""

Osnovni principi procesa fluorescencije opisani su u Metodickom dijelu ovog rada
(odjeljci 7.3.1.2.17.3.2.).

Svaku fluorescentnu molekulu karakterizira efikasnost fluorescencije ili
kvantno iskoristenje ¢@. Efikasnost fluorescencije definira se kao omjer ukupne

emitirane energije i ukupne apsorbirane energije.

intenzitet fluorescencije, lf
f =

intenzitet apsorpcije, Ia

Kvantno iskoriStenje visoko fluorescentnin molekula u nekim uvjetima
priblizava se jedinici (npr. fluorescin), dok ucinkovitost nefluorescentnih vrsti imaju
vrijednosti jednake nuli. Najvece vrijednosti efikasnosti fluorescencije imaju spojevi
koji sadrze aromatske prstene, a kvantno iskoriStenje raste s povecanjem broja
prstena. Kod vecine molekula efikasnost fluorescencije smanjuje se s poviSenjem
temperature jer povecana frekvencija pri poviSenim temperaturama pogoduje
vjerojatnosti kolizijske redukcije. Smanjenje viskoznosti otapala uzrokuje isti
rezultat. Intenzitet fluorescencije osim o strukturi i temperaturi ovisi i o
koncentraciji fluorescirajuce vrste (fluoroflora). Odnos intenziteta fluorescencije i

koncentracije fluorofora definirana je sljedecom jednadzbom:
¢ =y lo(1-e7")

gdje je:

¢ — efikasnost fluorescencije

lo — intenzitet pobudnog zradéenja
& — molarna apsortivnost

b — sirina mjerne celije

c—mnozinska koncentracija.

Pri dovoljno visokim koncentracijama fluoroflora, kada je apsorbancija veca

od 0,05, ovisnost intenziteta fluorescencije o koncentraciji nije linearna. Taj ucinak

2



je rezultat samopriguSenja tj. pojave u kojoj molekule uzorka apsorbiraju

fluorescenciju koju emitiraju druge molekule istog uzorka. U vrlo razrijedenim

otopinama kada je £-b-¢ < 0,005 prethodna jednadzba se mozZe pojednostaviti:
|, =Kg, |, ebc

pa pri niskim koncentracijama postoji linearna ovisnost intenziteta fluorescencije o
koncentraciji fluoroflora. Pri vrlo visokim koncentracijama /¢ postize maksimalnu

vrijednost koja zatim opada s porastom koncentracije.

Intenzitet fluorescencije mogu reducirati i molekule koje su sposobne udaljiti
energiju s pobudenih molekula prije nego emitiraju zraCenje. Tako otopljeni kisik,
halogeni ioni i spojevi koji sadrze teSke atome gase fluorescenciju. Opazeno je da

kisik prisutan u koncentraciji >1x107° mol dm™ moze reducirati fluorescenciju i do 20 %.

2.2. Analiticka primjena fluorescentnih metoda

Fluorimetrijska metoda je vrlo vazna analiticka metoda zbog svojstava visoke
osjetljivosti i velike selektivnosti. Osjetljivost fluorimetrijske metode oko 1000 puta
je veta u odnosu na spektrofotometrijsku metodu, te se fluorimetrijskim
mjerenjima mogu detektirati vrlo male koliCine uzorka. Za razliku od
spektrofotometrije, gdje se mjeri omjer pocetnog i propustenog zraCenja, u
fluorimetriji se direktno mjeri emisija zraCenja. Selektivnost fluorimetrijskin metoda
proizlazi iz €injenice da su samo neki spojevi fluorescentni. Moze se dogoditi da
dva fluorescentna spoja imaju apsorpcijske vrpce koje se prekrivaju. U tom se
slu€aju oba spoja mogu pobuditi zraCenjem istih valni duljina a odrediti na temelju
razlike u emisijskim spektrima. Glavni nedostatak fluorimetrije kao analiticke metode

je njena ovisnost o faktorima okoline npr. temperatura, pH, ionska jakost itd.

Za analizu se koristi nekoliko osnovnih tipova fluorescencijskih metoda:
a) izravna ili direktna metoda; b) neizravna ili derivatha metoda; te c) metoda

gasenja.



2.2.1. Direktna metoda

Primjena direktne metode je ograniCena jer se mijeri prirodna fluorescencija
analita, a relativno je mali broj prirodno fluorescentnih spojeva. Od anorganskih
spojeva prirodno fluorescentne vrste u otopini su ioni lantanoida i aktinida, a od
organskih spojeva fluoresciraju oni koji sadrze sustav konjugiranih dvostrukih veza
i polarnu strukturu npr. antracen, fluorescin, rodamin, triptofan, klorofil itd.
Intenzitet fluorescencije fluoroflora smanjuje se u prisutnosti teSkih atoma npr.
broma ili joda, te u prisutnosti atoma s nepodijeljenim elektronskim parom npr.

kisik u karboksilnim kiselinama.

2.2.2. Derivatna metoda

Derivatna metoda koristi se za identifikaciju i odredivanje nefluorescentnih spojeva
(organske molekule i metalni ioni) koji se prevode u fluorescentne derivate..
Najuspjesniji fluorescentni reagensi za odredivanje kationa su aromatski spojevi s
dvije ili vise funkcionalnih skupina pomocu kojih moZe doéi do formiranja
fluorescentnih kelata. Neki od naj¢esSc¢ih fluorescentnih reagensa su

8-hidroksikinolin, flavanol, benzoin i drugi Ciji se pregledni popis moze pronaci u

Meitesovu priruéniku za analiti¢ku kemiju.™

2.2.3. Metoda gasenja

Metoda gaSenja temelji se na redukciji intenziteta fluorescencije neke
fluorescentne vrste u prisutnosti analita (gasitelja). Smanjenje intenziteta
fluorescencije posljedica je deaktivacijskog procesa uslijed specifiCne interakcije
izmedu fluorofora i gasitelja. Porastom koncentracije gasitelja intenzitet

fluorescencije fluorofora opada.

GasSenje fluorescencije se moze podijeliti na statiCcko gasenje (slucaj
formiranja nefluorescentne kompleksne vrste izmedu dodane tvari i fluoroflora),
dinamic¢ko odnosno kolizijsko gasenje (dodana tvar uzrokuje sudare s fluoroform i
na taj nac¢in smanjuje njegovu kvantnu efikasnost) te mijeSano gasenje (sastoji se

od doprinosa i statickog i dinami¢kog gasenja).



U slu€aju dinami¢kog gaSenja osim smanjenja intenziteta fluorescencije
dolazi i do smanjenja kvantne efikasnosti kao i vremena Zzivota fluorescencije. Kod
statiCkog gasSenja dolazi do smanjenja intenziteta fluorerscencije i kvantne
efikasnosti dok se vrijeme Zivota fluorescencije ne mijenja. Pri prouavanju

gaSenja fluorescencije koristi se Stern—Volmerova jednadzba:

'I—O: 1+ K [Q]

gdje je Iy intenzitet fluorescencije bez prisutnosti gasitelja, | je intenzitet
fluorescencije pri odredenoj koncentraciji gasitelja, Ksy je Stern—Volmerova
konstanta, a [Q] je koncentracija gasitelja. Ovo je opceniti prikaz Stern—Volmerove
jednadzbe. U slu€aju dinamickog gasenja fluorescencije Stern—Volmerova
konstanta se oznaCava s Kp i jednaka je umnosku bimolekulske konstante gasenja
(Kq) i vremena Zivota fluorescencije u odsutnosti kromofora (o). Kod statickog
gaSenja Stern—Volmerova kostanta je zapravo konstanta asocijacije kompleksa
(Ks). U slucaju dinamickog gasenja graf prikaza Ip/ | u ovisnosti o [Q] je linearan.
Medutim Cesto dolazi do odstupanja od linearnosti. Ako je odstupanje uzlazno
(prema osi y) moze se reCi da dolazi do statickog gasenja, dok je silazno
odstupanje (zakrivljenost prema osi x) znak postojanja dviju populacija fluorofora
(jedna je dostupna a druga nedostupna gasitelju). Linearna ovisnost Iy / | o [Q] nije
jamstvo da se zaista radi o dinamickom gasenju jer i prilikom statickog gasenja
prikaz te ovisnosti takoder moze biti linearan. Najbolji nacCin za provjeru nacina
gaSenja je mjerenje vremena zivota fluorescencije (o). U slu€aju statiCkog gasenja
oo/ o=1, dok je u slu¢aju dinamickog gasenja oy / o= Iy / . Premda je mjerenje
vremena zivota fluorescencije najpouzdaniji naCin za odredivanje mehanizma
gaSenje, Cesto se koristi i Cinjenica da staticko i dinami¢ko gasenje razli€ito ovise o
temperaturi. Prilikom poviSenja temperature u slu€aju statiCkog gasenja dolazi do
smanjenja efikasnosti gasenja, dok u slu€aju dinami¢kog gaSenja dolazi do

povecavanja efikasnosti gaSenja fluorescencije.

Kada u uzorku nastupe oba naclina ga$enja, statiCko i dinami¢ko, odnos
izmedu omjera Iy / | i [Q] ima uzlaznu zakrivljenost eksponencijalne krivulje.

Nelinearni Stern-Volmerov graf moze se pojaviti i u slu€aju kolizijskog



(dinamickog) gasSenja prilikom kojeg su neki od fluorofora manje dostupni od

drugih.

2.3. 5-Sulfosalicilna kiselina

2.3.1. Svojstva 5-sulfosalicilne kiseline'*"°

5-sulfosalicilna kiselina (5-SSA) je sulfonirani derivat salicilne kiseline. Pri sobnoj
temperaturi je bijela, kristali€na tvar, dobro topljiva u eteru, etanolu i vodi. Raspada
se pri visokim temperaturama, a osjetljiva je i na svjetlost. U prisutnosti malih
koliCina iona Zeljeza kristali se oboje ruzi¢asto. Strukturna formula 5-SSA

prikazana je na slici 1, a ostala fizikalno kemijska svojstva prikazana su u tablici 1.

OH

(@)
X/
~o

HO O
HO

Slika 1. Strukturna formula 5-sulfosalicilne kiseline®

5-sulfosalicilna kiselina formira &vrste komplekse s velikim brojem metala
Sto je Cini korisnim metalnim ligandom. U reakciji 5-SSA s diazo komponentama
poput 4-(phenildiazenil)anilina formira se obojeni kompleks. Kvalitativha analiza
proteina temelji se na njihovim taloZznim reakcijama s 5-SSA. Koristi se i za

izolaciju proteina prije kromatografske analize.



Tablica 1. Fizikalno-kemijska svojstva 5-sulfosalicilne kiseline>'*°

IUPAC nomenklatura 2-Hidroksi-5-sulfobenzojeva kiselina
Trivijalno ime 5-Sulfosalicilna kiselina
Molekulska formula C7HeO6S

Relativha molekulska masa 218,184

Agregacijsko stanje Cvrsto

Gustoéa/gcm™ 1,840,1

Taliste / °C 105-120

Index refrakcije 1,650

Topljivost Eter, etanol, voda

Topljivost u vodi / g dm™ 1,8

2.3.2. Luminiscentna svojstva 5-sulfosalicilne kiseline

ProuCavana su luminiscentna svojstva 5-SSA u otopinama razli¢itog pH. Otopine
5-SSA pri pH < 2 nemaju svojstvo fluorescencije. Slabo kisele otopine 5-SSA
pokazuju jaku fluorescenciju. U pobudnim spektrima takvih otopina postoji vise
maksimuma, pri 201, 210, 236 i 297 gnm, a u emisijskim spektrima samo je jedan
maksimum pri 401 nm, neovisno koja je valna duljina pobude koristena. S
porastom pH vrijednosti otopine, pH = 2-6, postupno se povecava intenzitet
fluorescencije 5-SSA, kako u pobudnim tako i u emisijskim spektrima bez pojave
bilo kakvih deformacija. Intenzitet fluorescencije 5-SSA je najveci i konstantan ako
je pH otopina u rasponu od 6 do 9,5. U apsorpcijskim spektrima bazi¢nih otopina,
5-SSA (pH = 9,5-13,3) javlja se crveni pomak za sve prethodno navedene
pobudne maksimume, a u emisijskim spektru plavi pomak koji je popraéen
postupnim padom intenziteta fluorescencije. U otopinama gdje je pH vrijednost
vecCa od 13, 5-SSA prelazi u drugu kemijsku vrstu koja fluorescira samo kada je
pobudena zraCenjem valne duljine od 261 nm uz emisiju pri valnoj duljini 390 nm.

Linearna ovisnost relativhog intenziteta fluorescencije o koncentraciji 5-SSA, u



neutralnim otopinama, je u rasponu koncentracija od 5 do 250 pug dm™ 5-SSA, a

granica detekcije je 5 ng dm™= 5-SSA."®"

Pozdnyakov i suradnici prouCavali su fotofiziCka i fotokemijska
svojstva i 5-sulfosalicilne kiseline u otopinama Sirokog raspona pH od 0 do
10. 5-sulfosalicilna kiselina sadrzi tri kiselinska protona (H3SSA) koji mogu
disocirati u vodenim otopinama pa fotokemijski procesi takvih otopina ovise o
koncentraciji same kiseline te raznih ionskih formi poput H,SSA", HSSA?, SSA*
odnosno ionskog radikala HSSA™. U apsorpcijskim spektrima 5-SSA nema
znacajnih razlika u Sirokom rasponu pH od 0 do 10, Sto je posljedica slicnih
spektralnih karakteristika iona HySSA™ i HSSA? (tablica 2). U apsorpcijskim
spektrima jako bazi¢nih otopina, pH > 12, pojavljuje se i nova vrpca pri 260 nm
(e = 1,56x10* M cm™) koja je posliedica nastajanja iona SSA*. U emisijskim
spektrima evidentan je Stokes-ov pomak (tablica 2). Emisijski maksimumi pomicu
se prema manjim valnim duljinama zbog prijelaza od mono-(H,SSA") do
di-(HSSAZ) i zatim do tri-anion (SSA®"). Grafi¢ki prikaz ovisnosti kvantnog prinosa
fluorescencije vodene otopine 5-SSA o pH ima S-oblik s to¢kom infleksije pri
pH = 2,9. Ova vrijednost koincidira s konstantom disocijacijacije (pKa(5-SSA) = 2,9), a
odnosi se na disocijaciju karboksilne skupine. Porast kvantnog prinosa s
povecanjem pH posljedica je deprotoniranja karboksilne skupine. Kvantni prinos
fluorescencije otopine H,SSA™ niZi je za jedan red veli€ine u usporedbi s kvantnim
prinosima fluorescencije iona HSSA? i SSA*, &to se objasnjava formiranjem
nestabilnog zwitter-iona, u pobudenom singlet stanju iona H,SSA™ zbog prijelaza
protona s hidroksilne na karboksilnu skupinu. U neutralnim vodenim otopinama

veéina molekula 5-SSA nalazi se u obliku iona HSSAZ."®

Tablica 2. Spektralne karakteristike ionskih vrsta 5-SSA

lonskavrsta | 4 /nm | G x107/dm® mol™ ecm™ | Aemgmax / NM &
H,SSA™ 302 2,8 440 0,01
HSSA?" 297 2,8 404 0,58
SSA¥* 302 3,3 391 0,26




2.3.3. Primjena 5-sulfosalicilne kiseline

Procesi koji ukljuCuju komplekse prijelaznih metala s organskim kiselinama daju
znadajan doprinos fotoreakcijama u prirodnim vodama. Kompleksi s ionima Fe"
znacajno utje€u na ravnotezu organskih komponenti u vodenim otopinama. Ovisno
o pH, te koncentracijama reagensa i analita, ioni Fe** vezu se 5-SSA u
kompleksne vrste s razli¢itim brojevima molekula (1-3) 5-sulfosalicilne kiseline.
Autori su proucCavali sustave (s posebno podeSenim reakcijskim uvjetima) kada
nastaje samo jedna kompleksna vrsta Fe—-5-SSA. Apsorpcijski spektar slobodnog
liganda ima maksimum pri 297 nm. Nakon pobude zra¢enjem valnih duljina 308 nm
(UV) te 530 nm (vid podrucja) nije opazena fotokemijska aktivhost kompleksa
Fe—5-SSA. Ozracivanjem otopina, koje su uz kompleks Fe-5-SSA sadrzavale i
slobodni ligand HSSA?, energijom iz UV podrugja doslo je do fotoredukcije
kompleksa zbog prijenosa elektrona s nevezanog liganda u triplethom stanju na
Fe-5-SSA kompleks. Primjena dobivenih podataka na fotoprocese u prirodnim
vodama omogucéava objasnjavanje jednog od najvaznijih mehanizama aktivne
fotodegradacije organskih spojeva u anaerobnim uvjetima, tj. fotoredukciju
kompleksa prijelaznih metala uzrokovanu prijenosom elektrona s dugozivuéeg

tripletnog stanja organskih aromatskih kiselina.'

Opisana je brza, jednostavna i osjetliiva spektrofotometrijska metoda
odredivanja magnezijevog ezomeprazola (MgEMP) u komercijalnim dozama.
Metoda se temelji na redukciji MgEMP s metanolskom otopinom 5-SSA pri cemu
nastaje Zuto obojeni ternarni kompleks, Ciji apsorpcijski spektar ima maksimum pri
365 nm. Pri optimalnim uvjetima (¢(SSA) = 4,7x10™* mol dm™ uz 5-minutno
zagrijavanje sustava pri 50 °C) sustav slijedi Beer-ov zakon u rasponu
koncentracije 2-48 pg cm™ MgEMP. Molarna apsorptivnost otopine ternarnog
kompleksa iznosi 2,11x10* dm® mol™' cm™, a detekcijska granica je pri 0,35 ug cm™
MgEMP. Jobovom metodom kontinuiranih varijacija utvrdeno je da jedan mol
MgEMP reagira s Cetiri mola 5-SSA. Efikasnost metode za odredivanje MgEMP
provjerena je analizom komercijalnih tableta. Metoda je jednostavna jer nisu
potrebni ekstrakcijski odnosno derivacijski postupci kao ni uporaba kiselina
odnosno pufera. Preporu¢a se za primjenu u industrijskim, znanstvenim i

bolni¢kim laboratorijima.?°



Opisana je nova spektrofluorimetrijska metoda odredivanja EDTA Metoda
se temelji na reakciji izmedu 5-SSA i otopine Fe*" iona, pri &emu Zeljezovi ioni imaju
sposobnost gasenja fluorescencije 5-SSA. Dodatkom otopine EDTA vraca se
fluorescencija u sustavu 5-SSA-Fe®". Pri optimalnim uvjetima podrugje linearnosti
je u rasponu ¢(EDTA) = 1,0x107°-1,2x10™° mol dm™, a detekcijska granica
6x10”7 mol dm™ EDTA. Relativna standardna devijacija pri odredivanju
6,0x10° mol dm™ EDTA (n = 11) je 3,1 %. Metoda se moZe primijeniti za

odredivanje koli¢ine EDTA u uzorcima prirodnih voda?'

Reakcija izmedu 5-SSA i govedeg seruma albumina (BSA) u neutralnoj
otopini (pH = 7,40) pri razli¢itim temperaturama prou€avana je fluorescencijskom i
UV-vid spektrofotometrijskom metodom. Rezultati istrazivanja su pokazali da
5-SSA gas i fluorescenciju BSA statiCkim modelom a odredena je i konstanta
vezivanja kompleksa (Ka).Termodinamicki parametri, AH = 23,16 kJ mol™' (>0) i
AS =, 162,37 J mol™' K™ (>0), ukazuju na veliki utjecaj hidrofobnih sila u reakciji
izmedu 5-SSA i BSA. Udaljenost, r, izmedu donora (BSA) i akceptora (5-SSA)
odredena je pomocu Forsterove teorije neradijativnin energetskih prijelaza.
Rezultati spektara sinhronirizane i 3D fluorescencije te dalekog-UV cirkularnog

dikroizma ukazivali su na konformacijske promjene u stukturi BSA.%

2.4. Rutenij

2.4.1. Svojstva rutenija

Element rutenij otkrio je znanstvenik balticki nijemac Karl Ernst Claus 1844.
godine. Ime je dobio po drzavi Rusiji (Ilat. Ruthenia). Rutenij je najrjedi, najlaksi i
najsjajniji metal iz skupine platinastih metala. To je tvrd, srebrnasto-bijeli metal koji
na zraku oksidira, ¢esto je prisutan u bakrovim i niklovim rudama, a poznata je i
prirodna legura osmija i iridija koja sadrzi rutenij. Zagrijavanjem rutenija u crvenom
zaru nastaje crni oksid RuO,, a zagrijavanjem pri vrlo visokim temperaturama
hlapljivi RuO4 koji oStecCuje sluznicu oka. Kemijski je najotporniji od svih platinastih
metala, kiseline ga ne nagrizaju, ne otapa se ni u zlatotopci. Fizikalno kemijska

svojstva rutenija prikazana su u tablici 3.2
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Tablica 3. Fizikalno kemijska svojstva rutenija

Relativha atomska masa 101,07

Agregacijsko stanje Cvrsto
Koeficijent elektronegativnosti 2,2

Oksidacijska stanja +2, +3, +4, +6, +8
Metalni radijus / nm 0,133
Gustoéa /g cm™ 12,4
Taliste / °C 2310
Vreliste / °C 3900
Energija ionizacije / eV

I 7,37

! 16,76

[} 29,47

2.4.2. Odredivanje rutenija spektrofotometrijskim i spektrofluorimetrijskim
metodama

U reakciji rutenija(iin) i 2-sulfaniliden-1,3-tiazolidin-4-on (rodanina) pri pH = 3,78 uz
zagrijavanje formira se zeleno-plavi obojeni kompleks Ciji apsorpcijski spektar ima
maksimum pri 654 nm. Metoda je selektivna za rutenij(ii1) u prisutnosti stranih iona
poput fluorida, klorida, bromida i (200-struki suviSak), acetata, nitrata, sulfata,
karbonata, fosfata, citrata, EDTA i nitrita (100-struki suviak) te zn", A", Ga'" u
omjeru 8:1 prema ruteniju i mnogih drugih. Linearna ovisnost smanjenja vrijednosti

apsorbancije o koncentraciji rutenija(ii) je u rasponu 0,202-6,873 ug cm— Ru"

dok molarna apsorptivnost iznosi 6,555x10° dm® mol™ cm™.%

Istovremeno odredivanje rutenija(inn) i paladija(il) u njihovim smjesama
moguce je primjenom derivacijske spektrofotometrije drugog reda. U reakcijama

platinastih metala s 2-hidroksi-3-metoksi benzaldehid tiosemikarbazonom
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(HMBATSC), pri pH = 3,0, nastaje dobro topljiva, zuékasto-zeleno obojena
kompleksna vrsta s paladijem(il) odnosno tamno-smede obojeni kompleks s
rutenijem(i1). Zbog bliskih maksimuma apsorpcije u UV-vid spektrima kompleksnih
vrsta Pd'-HMBATSC (380 nm) i Ru"-HMBATSC (375 nm), ovi elementi mogu se
istovremeno odrediti u smjesi mjerenjem amplitude druge derivacije apsorpcijskih
krivulja pri 445 nm za paladij odnosno 385 nm za rutenij. Sustavi slijede Beer-ov
zakon u Sirokom rasponu koncentracije metala, ¥Pd") = 0,21-12,78 pg cm™ i
ARu") = 0,25-13 pug cm™, bez interferencijskog efekta velikog broja stranih iona.
Opisana metoda uspjesno je primijenjena za kvantitativno odredivanje paladija u

hidrogeniranim katalizatorima te rutenija u uzorcima pitkih voda.?

Derivacijskom spektrofotometrijom drugog reda mogu se istovremeno
odrediti zeljezo() i rutenij(m) u njihovim smjesama. Metoda se temelji na
nastajanju binarnih kompleksnih vrsta u reakcijama Zeljeza odnosno rutenija s
4,7-difenil-1,10-phenantrolinom (batofenantrolinom) u prisutnosti etilenglikola.
Zeljezo reagira s navedenim reagensom pri sobnoj temperaturi, dok je za
formiranje rutenijevog kompleksa potrebno sustav zagrijavati tijekom 60 minuta pri
90+5 °C, jer je reakcija pri sobnoj temperaturi jako spora. Reakcije se odvijaju pri
pH = 5,0, podeSenim acetatnim puferom. U reakciji binarnih kompleksa s NaClO4
nastaju tercijarni kompleksi koji se ekstrahiraju u 1,2-dikloretan. U ekstraktu rutenij
se odreduje spektrofotometrijom druge derivacije pri 481,5 nm, a Zeljezo pri 445 nm
ukoliko su koncentracije rutenija(i) u rasponu od 0,0096 do 0,45 pg cm™, a

Zeljeza(ll) u rasponu od 0,163 do 0,28 ug cm>.%

Qiu-e Cao i suradnici istrazivali su kataliticki efekt rutenija(i1) u reakcijama
oksidacije triju indikatorskih boja: nilsko modrilo (NB), butil rodamin B (BRB) i
metilensko modrilo (MB) u prisutnosti KlO4. Reakcije se izvode u kiselim
otopinama zagrijavanima pri 90+0,5 °C, nakon &ega slijede spektrofotometrijska
mjerenja pri 630 (NB), 585 (BRB) i 670 nm (MB). Optimalna podrucja kiselosti za
navedene reakcije su u rasponu c(HsPO,) = 0,12-0,56 mol dm™ (NB); c(HsPO4) =
0,36-0,84 mol dm™ (BRB) i ¢(H,SO4) > 0,84 mol dm™ (MB). Linearni pad
vrijednosti apsorbancija o koncentraciji metala dobiven je u rasponu
©Ru") = 0,0080-1,2 ug dm™2 (NB), {Ru"") = 0,0080-0,72 ug dm™> (BRB), te
ARu"™) = 0,0-1,2 ug dm=>i yRu") = 1,2-5,6 pg dm™ (MB). Metode su visoko
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osjetljive, selektivne i stabilne, a mogu se koristiti za odredivanje niskih masenih

udjela rutenija (u tragovima) u uzorcima ruda i metalurkih produkata.?®

Svojstvo rutenija(in) da ima kataliticki efekt na reakciju oksidacije
tris(2-aminoetil)amina (TREN) s heksacijanoferatom(iil) koristeno je za razvoj
spektrofotometrijske metode odredivanja rutenija(iil). Pad vrijednosti apsorbancija
pracen je pri 420 nm, tj. valnoj duljini maksimuma u apsorpcijskom spektru
kompleksne vrste [Fe(CN)s]*>". Reakcija oksidacije odvija se u alkalnim otopinama
(pH >11,0), uz konstantnu ionsku jakost 0,1 mol dm™ (pode$enoj s KNO3) pri
temperaturi od 45,0+0,1 °C. Linearna ovisnost intenziteta fluorescencije
kompleksne vrste o koncentraciji rutenija(in) je u rasponu od 10,11 do 252,67 ng cm™ .
Metodu karakteriziraju tocnost i dobra reproducibilnost s maksimalnom pogreskom
2,20%. Granice detekcije su 8,02, 5,03 i 3,15 ng cm™ Ru" za uzorke zagrijavane
10, 15 i 20 minuta. Drugi ioni ne interferiraju s rutenijem(iir) ¢ak ni kada su prisutni
od 5-strukog do 800-strukog suviSku. Primjenjivost metode provjerena je analizom
sintetskih smjesa i prirodnih voda poput vodovodnih, rijeCnih i otpadnih. U takvim

uzorcima rutenij(i11) se moze odrediti u koncentracijama manjim od 3,15 ng cm~.%

Reakciju oksidacije indikatora briljant zeleno (brilliant green, BG) u
prisutnosti natrijevog bromata kataliziraju male koli€ine rutenija. Reakcija se odvija
u slabo kiselim otopinama (pH = 5,0, odrzavanim fosfatnim puferom) pri ¢emu
nastaje bezbojna karbonilna baza. Koristena je tehnika ubrizgavanja u protok (the
flow injection method, FIA) sa spektrofotometrijskom detekcijom. Vrijednosti
apsorbancija o€itavane su pri 615 nm, tj. maksimumu apsorpcijskog spektra BG.
Linearna ovisnost pada vrijednosti apsorbancija o koncentraciji rutenija(ii)
postignuta je u rasponu od 0,005 do 0,500 ug cm™. Granica detekcije je 0,002 pg cm™ Ru",
a relativno standardno odstupanje metode (n = 10 uzastopnih mjerenja) iznosi 2,1
ako je y(Ru") = 0,1000 pg cm™, odnosno 1,6 % za y(Ru") = 0,3000 pg cm™.
Primjenjivost metode provjerena je analizom razliCitih sintentskih smjesa pri ¢emu

su dobiveni zadovoljavajuéi rezultati.*

Rutenij(1) je u klorovodi¢no kiselim otopinama prisutan u obliku ionskih
vrsti [RuClg]* i [Ru(HZO)a]3+ koje se s 2-hidroksi-5-kloro-tiobenzhidrazidom (2-OH-
5-CI-TBH) vezu u neutralni oktaedrijski kelatni kompleks. Kompleks se lako

ekstrahira organskim otapalima. Autori su koristili postupak ekstrakcije
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kompleksne vrste iz klorovodiéno kiselih otopina c¢(HCI) = 6 mol dm™ u
rastaljenom naftalenu, 25 minutnim zagrijavanjem reakcijske smjese pomocu vrele
vode. Nakon hladenja do sobne temperature, odvojeni kruti naftalen, koji je
sadrzavao kompleksnu vrstu Ru"-2-0-5-CI-TBH, otopljen je u metil izobutil
ketonu (MIBK). Apsorpcijski spektar otopine kompleksa imao je maksimum pri 535 nm.
Rutenij je odredivan u rasponu koncentracijskih udjela od 1,2 do 4,5 ppm Ru"".
Kompleksna vrsta stabilna je i viSe od 12 sati. Granica detekcije je 0,0066 ppm, a

molarna apsorptivnost 1,516x10* dm® mol™ cm™.

Metoda je selektivna za
odredivanje rutenija(iln) u prisutnosti velikog broja razli€itih iona. Primjenjivost
metode provjerena je analizom razliitih sintetskih smjesa, koje su sastavom
korespondirale sa slitinama i stijenama. Usporedbom s drugim u literaturi opisanim
ekstrakcijskim postupcima velika prednost ove metode je 99,2 %-tna efikasnost
izdvajanja rutenija dvostrukim ekstrakcijskim postupkom, te postupno odvajanje

rutenija, osmija i platine iz njihovih smjesa.*’

U uzorcima morske vode, rudama i industrijskim metalurSkim produktima
rutenij se moze spektofotometrijski odrediti nakon ekstrakcije njegovih kompleksa

s jednim od sljedecih spojeva:
6-(2-hidroksi-3-karboksi-1naftilazo)-2,3-diklorokinoksalinom (A),
6-(2-hidroksi-3,5-dinitrofenilazo)-2,3-diklorokinoksalinom (B),
6-(2,7-dihidroksinaftilazo)-2,3-diklorokinoksalinom (C)

u mikrokristaliénom p-diklorbenzenu. Cvrsti p-diklorbenzen koji sadrzava
komplekse rutenija(iil) s A, B ili C odvaja se od vodene faze postupkom filtriranja,
a krutina se zatim otapa u N,N-dimetilformamidu. Apsorpcijski spektri otopina
kompleksa imaju maksimume pri 622 nm (A), 518 nm (B) i 542 nm (C). Sustavi
slijede Lambert-Beerov zakon ako je masena koncentracija niza od 2,5 pyg cm™ Ru"".
Reakcije se odvijaju u slabo kiselim otopinama, pH = 4,5 (A), pH = 5,5 (B) i pH= 4,8
(C), a optimalna koncentracija reagensa za sva tri sustava iznosi 1,5x10™ mol dm™.
Koli€ina p-diklorbenzena ne smije biti manja od 1,5 g jer nije dovoljna za potpuno
izdvajanje kompleksa, ni ve¢a od 3,0 g jer dolazi do smanjenja apsorbancije
uslijed nestabilnosti kompleksa. Relativha standardna odstupanja (RSD) za uzorke
bez ekstrakcije s p-diklorbenzenom,ako je y(Ru") = 1,5 ug cm™3, iznose 1,13% (A),

0,88% (B) i 1,05%(C). Za ekstrahirane rutenijeve(ill) komplekse RSD su smanjene
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na: 0,69% za (A), 0,96% za (B) i 0,83% za (C). Metoda je selektivha za
odredivanje rutenija(iin) u prisutnosti velikog broja iona, osim iona Pb" koji
interferiraju te ih je potrebno izdvojiti vezivanjem u kompleks pomocu NaF

(c = 1,0 mol dm™3).%?

Odredivanje rutenija spektrofotometrijskom metodom na temelju formiranja
kompleksa u reakciji rutenija(in) i 1,10-phenantrolina (1,10-phen) dobro je poznata
osjetliiva i selektivna metoda. Glavni nedostatci ove metode su dugotrajnost
analize jer je za formiranje kompleksa Ru(phen)s potrebno sustav zagrijavati 2—4
sata pri temperaturi od 100 °C, i smanjenoj reproducibilnosti pri poviSenim
temperaturama. Nova i znatno brza metoda za odredivanje rutenija(ill) s istim
reaktantom temelji se na kombinaciji klasiche metode ubrizgavanja u protok (flow

injection analysis (FIA)) i visoko temperaturnog reaktora (100-400 °C). Ovim
postupkom reakcija se ubrzava do 1000 puta, traje svega 5 sekundi pri 150°C, i
moguce je analizirati 10 uzoraka u 10 minuta. Vrijednost apsorbancije kompleksa
pri 448 nm povecava se s porastom temperature do 150 °C, Sto se pripisuje
ubrzanom formiranju kompleksa, a smanjuje se iznad 180 °C, najvjerojatnije zbog
razlaganja kompleksa pri visokim temperaturama. Granica detekcije rutenija(i11) ovom
metodom iznosi 5,3x10™" mol dm™, a molarna apsorptivnost 3,11x10°> dm*® mol”'ecm™.
Ovo istrazivanje pokazuje kako se klasi¢ne analitiCke reakcije i reagensi mogu
koristiti za razvijanje novih brzih, prakti¢nih i ekoloski prihvatljivin analitiCkih

metoda.

Tijekom hidrometalurSskih procesa razaranja kompleksnih ruda i ruda
platinastih metala pomoéu mjesSavine kiselina, koje sadrze sumpornu ili duSi¢nu
kiselinu rutenij prelazi u otopinu u obliku sulfatno ili nitrozo ionskih kompleksa.
Cesto su u sulfatno kiselim otopinama prisutne polinuklearne sulfatno akva
hidrokso kompleksne vrste rutenija(i) i rutenija(iv). U tom slu€aju u otopinama
istovremeno postoje kationske, anionske i neutralne kompleksne vrste.
Raznolikost Ru-kompleksnih vrsta u sulfatno kiselim otopinama, te visoka
kinetiCka inertnost rutenijevih nitrozo kompleksa u nitratno kiselim otopinama
znatno otezava odredivanje rutenija u otopinama navedenih kiselina. Autori su
ispitivali naCine prevodenja inertnih rutenijevih nitrozo i sulfatnih kompleksnih vrsta
u definirane kloro komplekse koji lako reagiraju s 1,10-fenantrolinom (1,10-phen),
koje se mogu Koristiti za spektrofotometrijsko odredivanje rutenija. Pri tome su
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usporedivali efikasnost reakcija uz konvencionalno zagrijavanje i uz zagrijavanje
mikrovalovima. Velika prednost zagrijavanja mikrovalovima ocituje se u brzini
reakcije (5 min) u odnosu na 2 sata (konvencionalno zagrijavanje pri 100 °C) i
prinosu reakcije 100 % uz mikrovalove i 86,4 % uz konvencionalno zagrijavanje.
Osim toga kontrolom eksperimentalnih uvjeta uz zagrijavanje mikrovalovima, iz
inertanog nitrozopentaklororutenata i sulfatnih kompleksa dobiju se otopine s
individualnim kloridnim kompleksima [Ru2OCl1o]*” ; [Ru20(H20)2Cle]* ; [Ru2Clg]*
itd. Temeljem spektrofotometrijskih i luminiscentnih podataka autori su zakljucili da
u navedenim reakcijama,u prisutnosti hidroksil amina, nastaje rutenijev(il)-tris-
(1,10-fenantrolin) kompleks ([Ru(phen)s**) (Aaps = 450 nm; &= 2x10* dm® mol" ecm™ ;
Aex = 455 nm a Aem = 600 nm). Optimalni uvjeti za nastajanje kompleksa su pH = 6,3 ;
c(Ru) = 10°-10"° mol dm™ ; c¢(1,10-phen) = 1,2x10™> mol dm™ ;
c(NH,0OH) = 3,6x10° mol dm* ; ¢(NaCl) = 0,12 mol dm™ uz zradenje
mikrovalovima. Jednadzba bazdarnog pravca za odredivanje rutenija je:
y = 0,1662x + 0,0591 ; R% = 0,9921 gdje je y = apsorbancija a x = ¢(Ru)x10° mol ™2 3

Opisana je spektrofotometrijska metoda za kvantitativno odredivanje
rutenija(in) u nitratno kiselim otopinama uporabom opti¢kih vlakana. U
apsorpcijskim spektrima otopina rutenijevog(inn) nitrata maksimum se nalazi pri 468 nm
ako je c(HNOs) = 3,2 mol dm™. Sustav slijedi Beer-ov zakon u rasponu
koncentracije rutenija(i) od 30 do 360 pyg cm™, a molarna apsorptivnost iznosi
68477 dm® mol™" cm™. Relativno standardno odstupanje je manje od 2%, a
koeficijent linearnosti iznosi 0,9998. Nije opazan interferencijski efekt fisijskih
produkata cirkonija i stroncija, na odredivanje rutenija, dok je uranij zbog
intereferencija potrebno prethodno ekstrahirati. Metoda je jednostavna, toCna i
selektivna te primjenjiva za analizu vodenih tokova u postupcima nuklearnih
reprocesuiranja sa standardnim te on-line upravljanjem. Prednost predlozene

metode je i u tome $to ne generira bilo kakve analiti¢ke otpade.>®

Rutenij(in) reagira s o-metoksifenil tioureom (OMePT) pri ¢emu se formira
Ru"-OMePT kompleks, sa stehiometrijskim omjerom komponenti 1 : 2 (metal :
reagens). Optimalni uvjeti navedene reakcije su: ¢(HCI) = 3,4 mol dm™, 5-minutno

zagrijavanje reakcijske smjese pri temperaturi vrenja vode. Nastali kompleks

ostaje stabilan duZe od 48 h. Sustav slijedi Beer-ov zakon, pri Amax = 640 nm, za
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koncentracije metala manje od 50 ug cm™>. Molarna apsorptivnost kompleksa, pri
Amax = 640 nm, iznosi 2,34x10% dm> mol™ cm™". Kompleksna vrsta se ekstrahira u

kloroform, ali bez znacajnije promjene u osjetljivosti organske faze (gotovo
identine vrijednosti o€itanih apsorbancija vodene faze prije ekstrakcije i organske
faze nakon ekstrakcije). Standardno odstupanje i relativno standardno odstupanje
za 6 ponovljenih mjerenja, uzoraka koji sadrze 200 pg Ru" iznose 0,002 i 0,48 %.
Opisana metoda je selektivha a interferencije osmija(iv) i paladija(il) mogu se
sprijeciti njihovom preekstrakcijom. Jedini metal koji interferira je iridij(11). Opisana
metoda moze se Koristiti za simultano odredivanje osmija(lv), rutenija(iin) i

platine(i).*

Dok je u literaturi opisan vecéi broj spektrofotometrijskih metoda za
kvantitativno odredivanje rutenija,>’>° tek su u nekoliko radova opisane

spektrofluorimertrijske metode za analizu i odredivanje rutenija.

Prou¢avanjem reakcija rutenija(il) i nekoliko poliamina utvrdeno je da
nastaju kelatni spojevi koji imaju svojstvo fluorescencije. 1z rezultata prezentiranih
u tablici 4 vidljivo je da 5-metil-supstituirani fenantrolinski kompleks pokazuje
najjacu fluorescenciju od svih ispitivanih kelata, pa je koristen za razvoj
eksperimentalne metode odredivanja rutenija. Prednost ove metode je mogucénost
odredivanja rutenija u uzorcima s masenim udjelom od 1 ppm Ru bez
interferencije osmija(i1) (do masenog udjela od 28 ppm). Relativho standardno
odstupanje metode iznosi + 1,9 %. Metoda se ne moze koristiti u prisutnosti
zeljezovih iona ako je w(Fe) > w(Ru) jer se zeljezo s 5-metil-1,10-fenantrolinom
takoder veze u kelatnu kompleksnu vrstu koja ima svojstvo fluorescencije. Na
efikasnost metode negativno utjecCe i prisutnost paladija(i), mangana(i), srebra(i),
permanganata odnosno bikromata. Prednost metode je u tome S&to nema

interferencija ostalih platinastih metala.*’
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Tablica 4. Pobudni i emisijski maksimumi razli¢itih rutenijevih(il) kelata®

L Maksimumi / nm Relativni intenziteti
Kompleksirajuci agens fluorescencije / %
Pobudni | Emisijski | Apsorpcijski
2,2'-Bipiridin 460 582 450 53
4,4-Dimetil-2,2'-bipiridin 450 590 450 21
1,10-Fenantrolin 465 578 450 84
5-Metil-1,10-fenantrolin 465 577 450 100
5,6-Dimetil-1,10-fenantrolin 465 588 450 87
3,5,6,8-Tetramet|l-1 ,1 0- 457 577 420 47
fenantrolin

Rutenij(i) se moze odrediti mjerenjem fluorescencije kompleksa nastalog u
reakciji Ru"' i 1,10-fenantrolina, u prisustnosti hidroksilamina, pri pH = 7-9.. Sustav
se zagrijava 2,5 h u vodenoj kupelji (temperatura vrenja vode) i nakon hladenja se

mjeri fluorescencija pri Aem = 620 nm (Aex = 450 nm) u 2 cm Sirokoj kiveti.

Kaliracijski pravac je u rasponu od 0,01 do 2 ug Ru" u 10 cm®. Uobicajeni metali,

a narocito Fe, Co, Ni i Bi jako smetaju odvijanju reakcije, dok Ir, Pd, Rh i Au (50 mg);
Pt (500 mg) i Os (20 mg) ne smetaju. Interferencije nekih od navedenih metala
mogu se ukloniti njihovom pre-ekstrakcijom sa smjesom CHCls-acetilaceton (2 : 1),
a drugi metali se nakon ekstrakcije maskiraju dodatkom EDTA. Relativho
standardno odstupanje za odredivanje 1 mg Ru u prisutnosti Fe, Bi, Ni i Cu iznosi
10%.""

Opisana je metoda za spektrofluorimetrijsko odredivanje rutenija(iin)

u tragovima koja se temelji na formiranju fluorescentnog kompleksa Ru'"'-

o-phenantrolin (Ru -o-phen). Pri optimalnim uvjetima; pH = 11,8,

c(o-phen) = 1x10™* mol dm™3, ¢(EDTA) = 2x102 mol dm™>, granica detekcije

iznosi 0,8 ng dm= Ru". Linearna ovisnost intenziteta fluorescencije o koncentraciji
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rutenija(inn) je u rasponu od 0 do 50 ng dm™, a relativno standardno odstupanje

iznosi 2,1 %.*
U reakciji rutenija(in) i 2-(a-piridil) tiokinaldinamidom (PTQA) dolazi do
oksidacije rutenija te formiranja oksidiranog fluorescentnog produkta (Aex = 347 nm;

Aem = 486 nm). Osjetljivost metode i brzina reakcije povecavaju se katalitickim
efektom iona Fe**. Optimalno podrugje kiselosti za navedenu reakciju je u rasponu
koncentracije sumporne kiseline od 0,01 do 0,075 mol dm~3. Linearna ovisnost
relativnog intenziteta fluorescencije o koncentraciju metala je u podrucju od 1 do
400 pg dm™ Ru". Standardno odstupanje metode iznosi 1,210 ug dm™> Ru"', a
relativno standardno odstupanje (n = 11, y(Ru") = 50 pg dm™) iznosi 2,4%.
Primjenjivost metode za kvantitativno odredivanje rutenija ispitana je na nizu
materijala, kao npr. sintetskih smjesa koje su sadrzavale razliCite vrste i koliCine
bazi¢nih i platinskih metala, zatim sintetskih smjesa koje imitiraju osmij-iridijeve
rude odnosno nekih stijena platinastih metala. Dobiveni su zadovoljavajuci

rezultati.*®

Istrazeno je katalitiCko djelovanje rutenija(ill) na reakciju 2-piridin-

karboksialdehid benzoilhidrazona(PCBH) i olovnog bromata pri ¢emu nastaje
fluorescentni oksidirani produkt PCB (Aex = 284 nm; Aem = 377 nm). U rasponu

masenih koncentracija rutenija(l11) od 2,0 do 400 ng cm™ postoji linearna ovisnost
rasta relativnog intenziteta fluorescencije o koncentraciji metala. Relativho

standardno odstupanje za 11 ponovljenih mjerenja provedenih na uzorcima koji su

sadrzavali po 50 ng cm™ Ru" bilo je 1,8 %. Prednost opisane metode je brzina

analize (18 uzoraka u jednom satu) i niska granica detekcije rutenija ve¢ od

0,60 ng cm™>.*
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Priprema otopina

3.1.1. Otopine 5-sulfosalicilne kiseline

Standardna otopina 5-sulfosalicilne kiseline (5-SSA) mnozinske koncentracije
0,01007 mol dm™ priredena je otapanjem 0,2560 g krutine 5-sulfosalicilne kiseline
dihidrata (Sigma-Aldrich, SAD) u 33,3 cm?® predestiliranog etanola u odmjernoj
tikvici od 100,0 cm®i dopunjena ultra istom vodom do oznake. Priredena otopina
Cuvana je pri 4 °C. Radne otopine nizih koncentracija priredene su svakodnevno

adekvatnim razrjedenjem stock otopine ultra ¢istom vodom.

3.1.2. Otopine rutenija(i1)

Standardna otopina rutenija(iil) pripremljena je otapanjem 37,06 mg amonijevog
pentaklororutenata, (NH4)2[RuCls(H20)] (A Johnson Matthey Co., SAD), u razrijedenoj
klorovodi¢noj kiselini mnozinske koncentracije 0,1 mol dm=3u odmijernoj tikvici od
10,0 cm®. Izradunata mnozinska koncentracija rutenijeva(il) iona u tako
pripremljenoj otopini iznosila je 0,01108 mol dm™. Radne otopine rutenija(inn) nizih
koncentracija priredene su adekvatnim razrijedenjem standardne otopine

rutenija(in) ultra istom vodom.

3.1.3. Otopine pufera

Tijekom rada koriStene su otopine univerzalnog (pH = 3-10), fosfatnog (pH = 4-8)
te HEPES pufera (pH = 7,5).

Otopine fosfatnog pufera odredenog pH priredene su mijeSanjem otopina
kalijevog dihidrogen fosfata (w(KH,PO4) = 9,073 g dm™) i dinatrijevog hidrogen
fosfata (w(Na;HPO4x2H,0) = 11,866 g dm™) u odredenim omjerima. **

Otopine univerzalnih pufera (pH = 2-10) pripremlijene su mijeSanjem

odgovarajué¢ih volumena otopine natrijeve luZine (¢(NaOH) = 0,2 mol dm™) i
smjese fosforne, ledene octene i borne kiseline u kojoj je mnozinska koncentracija

svake kiseline bila 0,04 mol dm™=.*°
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Otopina HEPES pufera pripremljena je otapanjem 23,9519 g CgH1sN2O4S
(Kemika, Hrvatska, vagano na analiti¢koj vagi) u 50 cm® u deionizirane vode.
Dodatkom otopine NaOH mnozinske koncentracije 0,2 mol dm™ podesen je
odgovarajuéi pH. Otopina je prebadena u odmijernu tikvicu od 100 cm® te

dopunjena deioniziranom vodom do oznake.*®

3.1.4. Priprema ostalih otopina

Tablica 5. Priprema otopina soli i NaOH

KRUTINA c(soli) / mol dm™ mig Vodmjerna tikvica / CM°
NaCl 5 36,525 50,0
NazSO4 1 3,551 25,0
KNO3 3 7.6 25,0
NaOH =0,2 8 1000,0

Za pripremu svih vodenih otopina soli koriStena je ultra Cista voda, a za otopinu

NaOH prokuhana d.i. voda (da se eliminira otopljeni COy).

3.2. Postupak za spektrofluorimetrijsko odredivanje rutenija

uporabom 5-sulfosalicilne kiseline

Otopine za fluorimetrijsko mjerenje pripremane su u odmjernim tikvicama od 10,0
ili 5,0 cm® 1 sat prije snimanja. Vecina ispitivanja provedena su uz konstantnu
ionsku jakost x = 0,2 mol dm™ (pode$enu dodatkom NaCl). Sustavi za mjerenje
priredeni su mijeSanjem otopina 5-sulfosalicilne kiseline, natrijevog klorida i pufera
kojima su dodane odgovarajuci volumeni otopine rutenija(ill) te ultra Cista voda,
uvijek pipetirane tim redosljedom, nakon ¢ega su provedena fluorimetrijska

mjerenja.
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3.3. Instrumentne metode

Fluorimetrijska mjerenja provedena su Perkin-Elmer LS-50 luminiscentnim
spektrofluorimetrom koji je povezan s kompjuterskim sustavom. Relativni intenziteti
fluorescencije ocitani su pri Aem = 401 nm (Aext = 297 nm i Aex = 235 nm).
Fluorimetrijska mjerenja provedena su u kvarcnim kivetama S$irine 1 cm. Tijekom
rada koriStene su ulazne i izlazne pukotine Sirine 3,5 i 4,0 nm. Kvantni prinos
spektrofluorimetra kontroliran je uvijek svjeze priredenom otopinom kinin sulfata
(= 0,1 ng cm™) u otopini sulfatne kiseline mnoZinske koncentraciie 0,05 mol dm™,

pri valnoj duljini pobude 350 nm i valnoj duljini emisije 450 nm.

Za provjeru i podeSavanje vrijednosti pH pojedinih otopina koristen je
pH-metar tvrtke Radiometar model PHM—64 s kombiniranom elektrodom GK 2401C.
Neposredno prije mjerenja provedeno je bazdarenje pH-metra s dvije puferske

otopine razliCitih pH vrijednosti (pH =4 i pH = 7).
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4. Rezultati istrazivanja

4.1. Fluorescentne karakteristike 5-sulfosalicilne kiseline

Preliminarnim ispitivanjem utvdeno je da rutenij(lll) reagira s otopinom salicilne
kiseline (SA) pri éemu dolazi do gasenja fluorescencije SA.*” Obzirom na veliki
znadaj 5-sulfosalicilne kiseline (5-SSA)'>™ u okviru ovog rada istrazivani su uvjeti
reakcije 5-SSA s rutenijem. Koristena je komercijalna 5-sulfosalicilna (5-SSA) kiselina
bez prethodnog procis¢avanja. Ranije su opisana spektrofotometrijska i
spektrofluorimetrijska svojstva vodenih otopina 5-SSA.”"" Da se bi mogli
usporedivati rezultati istrazivanja ponaSanja 5-SSA u prisutnosti rutenijevih iona,
prvo su neka mjerenja, navedena u literaturnom pregledu, ponovljena u uvjetima

laboratorija Zavoda za analiticku kemiju, PMF Zagreb.

Snimljeni su apsorpcijski spektri vodenih otopina 5-SSA u podrucju valnih
duljina od 200 do 400 nm. Apsorpcijski spekiri imaju maksimum pri 209, 235 i 298 nm,
Ciji su polozaji konstantni tj. neovisni o koncentraciji 5-SSA u ispitivanom
rasponu ¢(5-SSA) = 1x10°-2,5x10™* mol dm™ (slika 2a). Iz prikaza ovisnosti
vrijednosti apsorbancije o koncentracijama 5-SSA (slika 2b) vidljivo je da sustav
slijedi Lambert-Beerov zakon u cijelom ispitanom podrucju koncentracija analita.
Molarne apsorptivnosti pri 209 nm 235 i 298 nm imaju vrijednosti 3,559x10%,
8,826x10° te 2,718x10° dm® mol™' cm™'. Rezultati su u dobrom slaganju s

literaturnim podacima.

Snimljeni su i fluorescentni spektri vodenih otopina razliitih koncentracija
5-SSA. U pobudnom spektru 5-SSA postoje tri maksimuma, Ae =209 nm pri Aee =235 nm
i Adexs = 297 nm, dok u emisijskom spektru postoji jedan maksimum pri Aem = 401 nm,

bez obzira da li se sustav pobudi zrac¢enjem valnih duljina Aex1, Aexzili Aexs (slika 3 a). |

ovdje su rezultati su u dobrom slaganju s literaturnim podacima.’®'" Obzirom na
relativno malu razliku u polozajima maksimuma u apsorpcijskim (UV-vid)
spektrima i pobudnim fluorescentnim spektrima nije bilo potrebno provesti

korekciju pobudnih spektara.
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Slika 2. Spektrofotometrijske karakteristike vodene otopine 5-sulfosalicilne
kiseline
® A= 0,0212+0,8286xc(5-SSA)x10* R =0,9992 ; SD = 0,0259; N = 12
B A =-0,0071+0,2718%c(5-SSA)x10* R = 0,9992 ; SD = 0,0059; N = 12
A A= 0,1455+3,5593x¢(5-SSA)x10%; R =0,9918 ; SD = 0,1448; N= 4
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Relativni intenzitet fluorescencije
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Slika 3. Luminescentne karakteristike vodene otopine 5-sulfosalicilne kiseline

® RIF401/235
B RIFs011297

25

14,54+118,569%¢(5-SSA)x10%; R= 0,999 ; SD = 2,79; N =13
4,74 + 69,440xc(5-SSA)x10% R=0,999 ; SD = 3,25; N = 1



U daljnjem tekstu prikazani su rezultati izvornih istrazivanja u okviru ovog
diplomskog rada.

Ispitana je ovisnost relativhog intenziteta fluorescencije o
koncentraciji 5-sulfosaliciine kiseline u rasponu koncentracija c¢(5-SSA) =

1x107°-4,5x10™° mol dm™. Linearna ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije

(RIF) o koncentraciji 5-SSA je u rasponu od 1x107° do 3x10™ mol dm™ (Aex = 235 nm)

odnosno od 1x10° do 4x10° mol dm™® (e = 297 nm), dok pri veéim

koncentracijama dolazi do odstupanja od linearnosti u oba slucaja (slika 3 b). Ova
pojava je Cesta u fluorimetrijskim mjerenjima. Intenzitet fluorescencije
proporcionalan je molarnoj apsorptivnosti, tj. Sto tvar vise apsorbira zraCenje
opaza se veca fluorescencija. Kada apsorpcija u otopini postane prevelika,
svjetlost vise ne moze prolaziti pa ni izazivati pobudu. Pri niskim koncentracijama
(apsorbancija niza od 0,05) postoji linearan odnos izmedu intenziteta
fluorescencije i koncentracije fluorofora. U otopinama sa srednjim koncentracijama
fluoroflora svjetlost nije jednako raspodijeljena duz svog puta. Dio otopine koji je
najblizi izvoru svjetlosti apsorbira toliko zraCenja da je ostatku otopine dostupno
sve manje i manje zraCenja. Ova pojava gaSenja fluorescencije se naziva efekt
unutarnje éelije.® U daljnjim istraZivanjima koristena je koncentracija 5-SSA od
(2,5 i 3)x10™° mol dm™. Kako je vidljivo iz grafickog prikaza (slika 3 b) te se
koncentracije nalaze u podrucju linearnosti i imaju zadovoljavajuéi intenzitet

fluorescencije.

U literaturnim podacima nisu navedeni nacini podeSavanja pH pri ispitivanju
fluorescentnih karakteristika otopina 5-SSA. Stoga su snimljeni pobudni i emisijski
spektri 5-sulfosalicilne kiseline, mnozinske koncentracije, c(SSA) = 2,5x10™° mol

-3

dm™, u podru¢ju pH = 2-10 (podeSenih univerzalnim puferom). |z spektara

prikazanih na slici 4a vidljivo je da su poloZaji maksimuma pobude i emisije neovisni
o koncentraciji hidronijevih iona i nalaze se pri Aex1 = 235 NM, Aexe =297 Nnm i Aem = 401 nm.
Ovisnost RIF o pH prikazana je na slici 4b. Optimalno podrucje (podrucje stalnih i
maksimalnih RIF vrijednosti) je u Sirokom rasponu pH = 5-9. Obzirom na ove
rezultate, i na indikacije o mogucoj antitumorskoj aktivnosti 5-SSA u Zivim
organizmima, daljnja istrazivanja usmjerena su na otopine kojima je pH podeSen

na vrijednosti ~7,3-7,5 (fizioloSki pH).
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Slika 4. Spektrofluorimetrijske karakteristike vodene otopine 5-SSA ovisno o pH
c(5-SSA) = 2,5x107°> mol dm™ ; slitovi = 4 nm
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Ispitan je utjecaj prirode pufera na bazdarni dijagram 5-SSA, pri konstantnom
pH 7,5. Ispitivanja su provedena uz fosfatni, univerzalni i HEPES pufer (slika 5).
Rezultati uz fosfatni i univerzalni pufer su vrlo bliski, dok su nesto slabiji u
prisutnosti HEPES pufera. Obzirom na zadovoljavaju¢e vrijednosti relativhog
intenziteta fluorescencije te prisutnost fosfatnih iona u zivim organizmima, za

daljnja istrazivanja koriSten je fosfatni pufer.

Ovisnost vrijednosti relativnog intenziteta fluorescencije o Sirinama ulazne i
izlazne pukotine prikazana je u tablici 6. Vidljivo je da s povecanjem Sirina
pukotina dolazi i do povecanja RIF vrijednosti. Najveée mijerljive vrijednosti
relativnog intenziteta fluorescencije dobivene su kada su Sirine ulazne odnosno
izlazne pukotine bile 5,0 nm. Pri veé¢im Sirinama pukotina relativni intenziteti
fluorescencije prelaze vrijednost od 1000 i time izlaze iz mjernog podrucja samog
instrumenta. Sirine ulazne i izlazne pukotine od 3,5 i 4,0 nm su izabrane zbog

najboljeg odnosa relativhog intenziteta fluorescencije i Suma.

Za odrzavanja konstantne ionske jakosti otopine analita potreban je
dodatak otopine soli. U tu svrhu ispitan je utjecaj NaCl, Na,SO, i KNO3; na
fluorescenciju otopine 5-sulfosalicilne kiseline. U cijelom ispitivanom rasponu
koncentracija natrijeva klorida od 0,1 do 0,5 mol dm™ dobivene su priblizno
konstantne vrijednosti RIF (slika 6), tj. vidljiva je mala promjena u vrijednostima
RIF u iznosi priblizno 3 %. Nagli pad intenziteta fluorescencije opazen je u
prisutnosti KNO3;. Premda su rezultati dobiveni za NaCl i Na;SO4 sli¢ni, za
pode$avanje ionske jakosti (u = 0,2 mol dm™) odabran je NaCl zbog kasnijih

istraZivanja u prisutnosti rutenija jer je i sam metal u obliku kloridne soli.

28



500

400

300

200 +

100 4

Relativni intenzitet fluorescencije

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

c(SSA) x 10° / mol dm™

Slika 5. Utjecaj prirode pufera na bazdarni dijagram 5-SSA

c(5-SSA) = 3x107° mol dm™; 2 =0,2 mol dm™; slitovi = 3,5 nm

(A ,A) Fosfatni pufer, pH =7,3 (A) Aex=235nm (A) Aex =297 nm
(®,0) Univerzalni pufer, pH =7,5 (O) Adex =235nm (@) Aex = 297 nm

(M,00) Hepes pufer, pH=7,5 () Aex=235nm (M) Aex =297 nm

29



Tablica 6. Utjecaj Sirine ulazne i izlazne pukotine na fluorescenciju 5-SSA

c(SSA) = 3x10™° mol dm™; pH = 7,3 / fosfatni pufer

RIF401 (ﬂ'ex =297 nm)
Sirina izlazne Sirina ulazne pukotine / nm
pukotine / nm
2,5 3,5 5,0 7,5 10,0
2,5 92,45 227,93 605,36 > 1000 > 1000
3,5 91,10 226,23 616,34 > 1000 > 1000
5,0 92,04 224,68 609,96 > 1000 > 1000
7,5 88,03 219,76 595,38 > 1000 > 1000
10,0 87,07 217,49 581,77 > 1000 > 1000
250 -
2
3 S
S 200
[}
g m NaCl
2 150
E 100. ® KNOg
g 50 Aex =297 nm
i ' Jom =401 nm
04
00 01 02 03 04 05

c(soli) / mol dm™

Slika 6. Utjecaj ionske jakosti na fluorescenciju otopine 5-SSA

pH = 7,3 / fosfatni pufer; ¢(5-SSA) = 3x107° mol dm™; slitovi = 3,5 nm
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4.2. Fluorescentne karakteristike 5-sulfosalicilne kiseline u
prisutnosti rutenija(in)

Obzirom da su preliminarna ispitivanja pokazala pojavu gasenja fluorescencije
5-sulfosalicilne kiseline u prisutnosti rutenija, ispitan je i utjecaj pH na relativni
intenzitet fluorescencije 5-SSA u prisutnosti Ru"' (slika 7). IstraZivanja su
provedena uz stalnu koncentraciju kiseline, c(SSA) = 2,5%x10™° mol dm™3, i stalnu
ionsku jakost, # = 0,2 mol dm™ (pode$ena sa NaCl) u prisutnosti rutenija(i),
c(Ru") = 2,5%x10™° mol dm™. Ispitivanja su provedena uz univerzalni pufer u pH
podrucju od 2-10. U neutralnom i bazi€nom podrucju opazen je veci obim gasenja
fluorescencije nego u kiselom podrucju. U kiselom podru¢ju dolazi do gasenja
fluorescencije od 22 % pri pH 3,0 dok su te vrijednosti u neutralnom i luznatom
podrucju znacajno viSe i kreCu se od 55-58 % pri pH 5-9. Daljna ispitivanja su
provedena, u neutralnom podrucju (pH = 7,3) da bi se izbjegla eventualna pojava

hidrolize metala i zbog optimalnog pH za 5-SSA.

Provedena su istrazivanja vremenske stabilnosti otopina 5-sulfosalicilne
kiseline u i bez prisutnosti rutenija. Mjerenja su provedena u periodu od 24 sata,
ali su zbog jednostavnosti prikaza na slici 8 prikazani rezultati za 4 sata.
Vrijednosti relativnog intenziteta fluorescencije otopina 5-SSA bez dodatka rutenija
tijekom tog razdoblja bile relativno stalne tj. otopine su vremenski stabilne (slika 8).
Medutim RIF vrijednosti otopina 5-SSA u prisutnosti rutenija opadaju tijekom prvog
sata nakon Cega su relativno stabilne i do 24 sata nakon pripreme otopine. Stoga
su sva snimanja relativhog intenziteta fluorescencije provedena 1 sat nakon

priprave otopina.

Za analiticku primjenu neke metode od neobiCne vaznosti je osjetljivost metode.
Priredena je serija otopina za bazZdarni dijagrami s vecCim brojem koncentracija
rutenija(il), uz stalnu koncentraciju 5-sulfosalicilne kiseline. PoloZaji maksimuma
5-SSA u pobudnim i emisijskim spektrima su konstantni bez obzira na
koncentraciju rutenija(iil) (slika 9a). Porastom koncentracije rutenija(in) vrijednosti
relativnog intenziteta fluorescencije 5-SSA opadaju (slika 9b). Linearna ovisnost
vrijednosti relativnog intenziteta fluorescencije o koncentraciji rutenija je u podrucju

koncentracija od 2x107° do 1,2x10™* mol dm™ Ru" (slika 9c, prosirena skala).
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Slika 8. Vremenska stabilnost 5-sulfosalicilne kiseline u i bez prisutnosti

rutenija(in)

pH = 7,3 /fosfatni pufer; ¢(5-SSA) = 3,5x107° mol dm™;
2= 0,2 mol dm™ ;slitovi = 4 nm
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Slika 9. Bazdarni dijagram za rutenij(i1)
pH = 7,3 / fosfatni pufer; ¢(5-SSA) = 3x10™° mol dm™ ; = 0,2 mol dm™ ;
slitovi = 3,5 nm
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Pri koncentracijama veéim od 1,2x10™* mol dm™ Ru" vidljivo je odstupanje od

pravca prema viSim vrijednostima relativnog intenziteta fluorescencije (slika 9b).

Provjereno je i kako oksidacijsko stanje metala utjeCe na efikasnost gasenja
fluorescencije 5-sulfosalicilne kiseline. Priredena je serija otopina s rastucom
koncentracijom Ru'". Iz rezultata prikazanih na slici 10 vidljivo je da je podrugje

linearnog pada vrijednosti RIF gotovo identi¢no za Ru™ i Ru", tj. oksidacijsko

stanje rutenija nema utjecaj na proces gasenja fluorescencije 5-SSA.

300 | | RU|I|
(0]
‘S . o RuY
o 250 |
3 o, Aex =297 nm
o 1 m
S 2004 Cam Aem =401 nm
= @ _|
o] 1 @
= O
S 150 Sm
= 1 D
= 100
-% ] o}
< o}
£ 50 - ° o

] O ©
)
0 T T T T T T T T T

— T T T T T T T T 1 T T
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¢(NH4),RuCl,, x 10° / mol dm™>

Slika 10. Usporedba bazdarnih dijagrama ovisno o koncentracijama rutenija(ii)
i rutenija(iv)

pH = 7,3 / fosfatni pufer; ¢(5-SSA) = 3x10™° mol dm™ ; x = 0,2 mol dm™
slitovi =4 nm
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4.5.5. Stern — Volmerova grafi¢ka obrada podataka

Stern—Volmerov prikaz ovisnosti omjera lp / | 0 koncentraciji gasitelja [Q], za sustav
5-SSA i rutenija(ill) pokazuje uzlazno odstupanje grafa od osi x (slika 11a), sto je
prva indicija da se radi o statickom gaSenju fluorescencije fluoroflora zbog
formiranja kompleksa 5-sulfosalicilne kiseline s rutenijem.® Jedna od metoda za
provjeru da li se stvarno radi o statickom gasSenju fluorescencije je odredivanje
vremena zivota fluorescencije fluoroflora. Kako instrument na kojem su provedena
spektrofluorimetrijska mjerenja nema mogucénost mjerenja vremena zivota
fluorescencije koristila se provjera temperaturne ovisnosti gasenja fluorescencije.
Mijerenja su provedena pri Cetiri temperature sobnoj, 30, 40 i 50 °C. Iz grafickog
prikaza na slici 12 se vidi uzlazno odstupanje od osi x, a otklon je u blagom
porastu s temperaturom. Takvo ponaSanje upucuje na kombinaciju
statiCko—dinamic¢kog gasenje fluorescencije. Iz linearnog dijela krivulje, pri sobnoj

temperaturi (slika 11b), pomocu Stern-Volmerove jednadzbe

II—°=1+ Kev [Q]

izraCunata je konstanta Ksy, koja u slucaju statiCkog gasenja predstavlja konstantu
asocijacije kompleksa, a za kompleks izmedu 5-sulfosalicilne kiseline i rutenija(ii)

iznosi 8,44x10% mol™" dm?.
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Slika 11. Stern — Volmerov prikaz za sustav 5-SSA — rutenij(i11)

pH = 7,3 / fosfatni pufer; ¢(5-SSA) = 3x10™° mol dm™; pn = 0,2 mol dm™
slitovi =4 nm
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5. Zakljuéak

Ispitivana su spektrofluorimetrijska svojstva 5-sulfosalicilne kiseline (5-SSA) u
prisutnosti rutenija(lll) sa svrhom razvoja metode za spektrofluorimetrijsko

odredivanje rutenija te potencijalne primjene na bioloSke sustave.

5-sulfosalicilna kiselina ima izrazeno svojstvo fluorescencije a u prisutnosti

rutenija(il) opazen je efekt gasenja fluorescencije fluoroflora. Najveca efikasnost
gasenja fluorescencije 5-sulfosalicilne kiseline je pri pH = 5-9 (Adex = 297 nm i
Aem = 402 nm). Utvrdeno je da je uz ¢(5-SSA) = 3x107° mol dm™>, stalnu ionsku

jakosti, = 0,02 mol dm= i pH 7,3 (fosfatni pufer) moguée kvantitativno
odredivanje rutenija(inn) u rasponu od 0,2 do 12,1 ug cm™. Rezultati Stern—Volmer-
ove analize upucuju na moguénost kombinacije statiCko—dinami¢kog gasSenja

fluorescencije 5-sulfosalicilne kiseline u prisutnosti rutenija(ii).

Obzirom na mali broj u literaturi opisanih postupaka za odredivanje rutenija
spektrofluorimetrijskom metodom, rezultati ovog diplomskog rada su doprinos
razumijevanju mehanizma reakcije izmedu 5-SSA i platinskih metala, a dobivena

je i relativno osjetljiva metoda za kvantitativno odredivanje rutenija.
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7. Metodicki dio diplomskog rada

Timsko pouéavanje u nastavi kemije - fluorescencija
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7.1. Interdisciplinarni pristup izvodenju nastave

Suvremeni odgoj i obrazovanje treba organizirati fleksibilno, interdisciplinarno i u
vezi sa stvarnim Zivotom." U nastavnoj praksi to se moZe ostvariti kroz
medupredmetne teme i interdisciplinarnim povezivanjem nastavnih sadrZaja Sto
uvjetuje ucinkovitu racionalizaciju, bolju konceptualnu povezanost odgojno-
obrazovnih sadrzaja, ali i cjelovitiji razvoj ucenika.? Nastavne scenarije treba
osmiSljavati na integraciji odgojno-obrazovnih sadrzaja, povezivanju dijelova
pojedinih nastavnih tema u cjelinu, povezivanju nastavnih sadrzaja sa Zivotnim
okruzenjem ucenika, a da se pri tom ukljuuju pojedinacni aspekti odredenog
predmeta ili znanosti.> Takav pristup ima posebnu vrijednost u prirodnim
znanostima. Razina integracije nastavnih sadrzaja ovisi o specificnostima
sadrzZaja, planiranim ishodima i uzrastu ucenika, a ovisno o planiranom moze se
provoditi od jednostavnijih do slozenijih oblika.* Najjednostavniji oblik je model
povezivanja, zatim model zajednistva i na kraju kao najslozeniji model partnerstva
(timski rad). Na taj se naCin mogu ostvariti sljedeci obrazovni ciljevi:

e razviti kod ucCenika sposobnosti konceptualnog razumijevanja tema i
zaklju€ivanje na temelju podataka.

e omoguciti usvajanje temeljnih znanja i vjestina iz podru¢ja matematickih,
prirodnih i tehni¢kih znanosti, potrebnih za snalaZzenje u drustvu visoke
tehnologije.

e razviti sposobnost samostalnog cjelozivotnog ucCenja i stjecanja vjestina
potrebnih za prilagodbu novoj brzo razvijaju¢oj zajednici.

e podrzati uCenike tijekom stvaranja vlastitog identiteta, kulture i etniCkih
vrijednosti te njihove primjene na tekuc¢im drustvenim pitanjima.

e razviti pozitivan stav prema drugim ljudima, kulturama, vrijednostima i
njihovom nacinu Zzivota.

e promovirati mentalno i fizicko zdravlje, razviti interes prema hobijima i voditi
ucenike prema kvalitetnom provodenju slobodnog vremena.

e pomoc€i upoznati sami sebe, razviti realnu sliku o samome sebi i cijeniti
vlastitu ulogu u obitelji i zajednici.

e identificirati podrucje uc€enickog interesa i specijalizacije te ohrabriti razvoj
maste i kreativnosti.

Interdisciplinarna znanost se ne temelji samo na znanstvenim Cinjenicama
iz podru¢ja matematike, fizike, biologije ili kemije, ve¢ obuhvaca cjelovit pristup
'znanost za gradanina' , a ne 'znanost za znanstvenika' i objedinjuje ne samo

prirodne vec i drustvene znanosti kao Sto su ekonomija, povijest, sociologija i dr.
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7.1.1. Prednosti interdisciplinarnog pristupa pouc¢avanju

Primjenom interdisciplinarnog poucavanja, poveCava se ucenikova motivacija za
osobno angaZiranje u procesu stjecanja znanja i razvijanja vjestina, potiCe svijest
o vaznosti i znaCenju spoznavanja, omoguéava povezivanje znanja, a
interaktivnim djelovanjem poboljSava ucenje i stjecanje trajnih znanja Sto u
konaénici omoguéava njihovu uginkovitu primjenu®. Znanje ste¢eno integriranim
poucCavanjem je kvalitetnije i trajnije jer se postize prirodnim oblikom ucenja.
Ucenici uoCavaju veze izmedu pojmova i stvarnog zZivota i produljuje se vrijeme
bavljenja nekim sadrzajem $to utjeCe na povecanje u€enikova interesa za temu.

UcCenici su odgovorni za vlastiti rad, interakcija uCenika razvija medusobno
uvazavanje i suradnju, a potaknuti su i na medusobnu razmjenu znanja, misli i
ideja. Na taj nacin se postize ostvarenje brojnih odgojnih cilieva nastave, a i
pomaze u stjecanju vjeStina kao Sto su: uvjezbavanje vjeStina govora i
komunikacije (tijekom interakcija u€enik-u€enik i u€enik-nastavnik), uvjezbavanje
vjestina pisanja, crtanja, Citanja, prikupljanja podataka, prikazivanja podataka te

informatiCke pismenosti.

7.1.2. Problemi primjene interdisciplinarnog pristupa pouc¢avanju

Problemi primjene interdisciplinarnog pristupa u nastavi proporcionalno rastu
ovisno o slozenosti modela koji se primjenjuje. U primjeni modela povezivanja
nastavnik sam moze prouciti koji su pojmovi i koncepti obradeni i sam bira Sto od
ponudenog moze iskoristiti. Prilikom primjene modela zajednistva prvi i najtezi
korak je uskladivanje nastavnog plana i programa. Nazalost, nerijetko se srodni
nastavni sadrzaji obraduju u razli¢itom periodu tijekom Skolske godine zbog
izgradnje Sto kvalitetnijih koncepata unutar jednog predmeta, ali to uvelike utjeCe
na mogucnost i kvalitetu primjene ovog pristupa obrazovanju. Ovi problemi su jo$
uocljiviji prilikom primjene modela partnerstva koji zahtijeva uskladivanje

nastavnog plana i programa tri ili vie predmeta.’
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7.2. Timski rad u nastavi kemije, biologije i fizike

Nastava prirodoslovnih predmeta poput biologije, kemije i fizike u mnogo¢emu je
specifictna uz postojanje mnogih apstraktnih pojmova Cije nerazumijevanje otezava
usvajanje pojedninih sadrzaja. Ovi predmeti takoder imaju mnogo dodirnih
podru¢ja Cije bi povezivanje tijekom timskog rada profesora moglo olakSati

savladavanje pojmova te razumijevanje prirodnih procesa.

U ovom radu dat je prijedlog provedbe nastavhog dvosata
kemije/biologije/ fizike kroz timski rad u cetvrtom razredu gimnazije na

primjeru izborne teme Fluorescencija.
Sama priprema za provodenje timskog rada zahtijeva (slika M1):

e pripremu profesora iz svog nastavnog podrucja.
e objedinjavanje pripreme analizom nastavnog programa, izbor nastavne
jedinice, uskladivanje rasporeda sati, isticanje ciljeva, izbor tehnika, oblika i

metoda rada.

| Zajednicka priprema ‘

£

| Zajednicki odabir nastavne jedinice |

Biologija

Slika M1. Shematski prikaz pripreme nastavnika za provodenje timskog

rada iz podrucja biologije, kemije i fizike
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7.3. Priprema za nastavnike

Obradi teme Fluorescencija moze se pristupiti sadrzajno kroz tri nastavna
predmeta: (a) fizikalnim pristupom objasnjava se mehanizam fluorescencije, (b)
kemijskim pristupom upoznaju se grada i svojstva molekula koje mogu fluorescirati
te koji faktori utje€u na intenzitet fluorescencije i (c) bioloskim pristupom upoznaju
se pojave u prirodi (bioluminiscencija) i primjena fluorescencije u vaznim bioloSkim

te medicinskim istrazivanjima.

lako se nastavna jedinica Fluorescencija ne nalazi u nastavnim planovima i
programima fizike, kemije ni biologije, zbog iskustveno poznatog svjetlosnog
vizualnog efekta (pojave u prirodi, igraCke, odjeca i sl.) idealna je za pobudivanje
motivacije u€enika za prirodoslovne sadrzaje. Analizom srednjoskolskih udzbenika
iz kemije®®, fizike'®"® i biologije'"" utvrdeno je kako je najpogodnije vrijeme za
obradu ovog izbornog sadrzaja u drugom polugodistu Cetvrtog razreda gimnazije
jer su najznacajniji pojmovi vezani uz mehanizam fluorescencije obradeni na
nastavi fizike u prvoj polovici Skolske godine, kao i pojmovi vezani uz gradu
organskih spojeva koji ¢ine najveci dio fluorescentnih tvari. U nastavi biologije se u
tom periodu obraduje genetika na Cijim se zakonitostima temelje mnoga
znanstvena istrazivanja koja koriste fluorescentne spojeve. Pregled odgovarajucih
nastavnih tema i obrazovnih ishoda koji prethode izbornoj nastavnoj jedinici

18-20

Fluorescencija prema gimnazijskom planu i programu prikazan je u tablici M1.

Cilj nastavne jedinice je zainteresirati u¢enike za temu Fluorescenicija kroz
pokuse, upoznati u€enike s mehanizmom fluorescencije uz pomoc tzv. dijagrama
Jablonskog, povezati fluorescenciju sa pojavama u Zivom svijetu te poticati

konceptualno usvajanje znanja.

Kako bi se ostvarili Zeljeni ciljevi nacinjen je: pregled pojmova i sadrzaja
vezanih uz temu Fluorescencija po nastavnim predmetima (odjeljci 7.3.1.- 7.3.3.),
popis pokusa pogodnih za izvodenje u razredu (odjeljak 7.3.4.) te prijedlog
izvedbe nastavnog dvosata i pripadni radni listic za uCenike (odjeljak 7.3.5. i
7.3.6.).
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Tablica M1. Pregled obrazovnih ishoda koji predhode obradi izborne nastavne
jedinice Fluorescencija prema gimnazijskom Planu i programu

KEMIJA

-opisati gradu atoma i odnose izmedu elektri¢ki neutralnih i nabijenih
atomskih ili molekulskih vrsta (primjerice, objasniti odnose izmedu
atoma i njegovog iona)

-objasniti pojmove: protonski (atomski), neutronski i nukleonski
(maseni) broj te rabiti njima pripadne simbole

1.razred -objasniti zna€enje pojmova: nuklid, izotop, izobar i kemijski element
-povezati elektronske strukture atoma i emisijskih ili apsorpcijskih
spektara elementarnih tvari

-prikazati elektronsku konfiguraciju atoma i iona kemijskih elemenata
prvih Cetiriju perioda periodnoga sustava elemenata ili na temelju
prikazane elektronske konfiguracije prepoznati vrstu atoma ili iona
-razlikovati tri temeljne vrste kemijskih veza (ionsku, kovalentnu i
metalnu vezu) i objasniti njihova svojstva

-objasniti znagenje pojmova: jednostruka, dvostruka i trostruka
kovalentna veza

-objasniti utjecaj temperature na kemijske veze i medumolekulske
interakcije

-procijeniti vrstu kemijske veze na temelju razlike elektronegativnosti
povezanih atoma

-definirati i prikazati Lewisove simbole atomskih vrsta te nacrtati
Lewisove strukturne formule anorganskih i organskih molekula i iona
-prepoznati i objasniti slu€ajeve kada dolazi do odstupanja od pravila
okteta

-na temelju kemijskoga naziva tvari napisati njezinu kemijsku
formulu (ili obrnuto)

-definirati pojmove: relativna atomska masa i relativna molekulska
masa, brojnost, mnozina tvari, mol, Avogadrova konstanta i molarna
masa tvari te ih izraCunati na temelju zadanih podataka

-objasniti pojam brzine kemijske reakcije i kako razli€iti ¢imbenici
utieCu na brzinu kemijske reakcije (koncentracija reaktanata,
temperatura, katalizator, veli€ina povrSine na kojoj se zbivaju
2 razred heterogene kemijske reakcije)

-objasniti pojam pH-vrijednosti

-na temelju promjene boje razli€itih indikatora procijeniti kiselost,
neutralnost ili luznatost vodene otopine

-predvidjeti pH-vrijednost vodenih otopina razliCitih tvari

3. razred -analizirati Lewisove strukturne formule razliCitih anorganskih
molekula i razlugiti u njima funkcijske sli€nosti i razlike

-definirati redukciju i oksidaciju

-napisati polureakcije oksidacije i redukcije

-objasniti pojmove i navesti primjere strukturnih izomera,
stereoizomera, = geometrijskin  izomera, optickih  izomera,
diastereoizomera i enantiomera

4 razred -objasniti pojam i navesti primjer asimetricno supstituiranoga
ugljikova atoma te objasniti pojam apsolutne konfiguracije i pravila
njezina odredivanja i iskazivanja (CIP-pravila)

-navesti, objasniti i opisati temeljne karakteristike molekula
ugljikovodika, alkohola, aldehida, ketona, etera, karboksilnih kiselina
i njihovih derivata i amina

-shematski prikazati strukture bioloski vaznih molekula
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BIOLOGIJA

razred

-analizirati ulogu prokariota (bakterija) u biosferi i u Zivotu Covjeka
-objasniti bioloSku raznolikost i sistematsku podjelu Zivoga svijeta

razred

-analizirati povezanost tjelesne grade i funkcije zivotinja s nadinom
Zivota

-analizirati usloznjavanje tjelesne grade i funkcije Zivotinja tijekom
evolucije

-analizirati znacenje biljaka u biosferi i zivotu ¢ovjeka

razred

-analizirati znacenje procesa vezanih uz izmjenu tvari i energije u
biljci te objasniti utjecaj ekoloskih ¢imbenika na te procese
-analizirati znaCenje pojedinih organa i organskih sustava u odrzanju
homeostaze ¢ovjekovog organizma

-analizirati zna€enje pojedinih organa i organskih sustava u odrZzanju
homeostaze organizma

-navesti glavne poremecaje i bolesti organa i organskih sustava
Covjeka

razred

-objasniti osnovne genetitke pojmove i analizirati njihove
meduodnose

-objasniti kemijsku gradu i mehanizam djelovanja gena

-objasniti i usporediti gradu i organizaciju nasljedne tvari virusa,
prokariota i eukariota

-analizirati znaCenje mejoze i krizanja za nasljedivanje

-navesti vrste promjena genotipa te objasniti moguce uzroke i
posljedice

-objasniti moguénosti primjene genetike na razliitim podrucjima
ljudske djelatnosti

-analizirati odnose izmedu Zivih bi¢a u biocenozi (bioti¢ki Cimbenici)
-objasniti glavne osobine biocenoza i ekosustava

-analizirati odnose ishrane u biocenozi te kruZenje tvari i protjecanje
energije u ekosustavu

-analizirati Stetne utjecaje Covjeka na biosferu te mjere kojima se
Stetni utjecaji mogu smanijiti (odrzivi razvoj u Republici Hrvatskoj i u
svijetu)

FIZIKA

1.

razred

-primijeniti zakon o€uvanja koli€ine gibanja
-primijeniti naelo neovisnosti gibanja kod sloZenih gibanja

2.

razred

-opisati i primijeniti pojam unutrasnje energije

-primijeniti izraz za unutrasnju energiju idealnoga plina
-primijeniti pojmove termic¢koga kontakta sustava (tijela) i
termodinamiCke ravnoteZe sustava

3.

razred

-objasniti postanak i Sirenje vala u sredstvu te prijenos energije
valom

-razlikovati transverzalne od longitudinalnih valova

-iskazati i primijeniti definicije veli¢ina kojima se opisuje val
(elongacija, amplituda, valna duljina, period, frekvencija titranja,
brzina vala)

-opisati svojstva i spektar elektromagnetskih valova

-opisati nastajanje i nacin rasprostiranja elektromagnetskih valova
-navesti i primijeniti zakon pravocrtnoga Sirenja svjetlosti

-navesti pojave koje govore u prilog valnoj slici svjetlosti

-opisati pojavu interferencije svjetlosti
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-opisati i objasniti pojavu fotoelektricnoga efekta (Einsteinovo

4. razred objasnjenje)

-opisati valnu i €esticnu sliku svjetlosti

-opisati de Broglievu ideju o valno-Cesti¢noj prirodi tvari

-opisati Bohrov model vodikova atoma

-objasniti pojam energijskih nivoa atoma

-objasniti nastanak linijskih spektara s pomocu energijskih nivoa

7.3.1. Fluorescencija kroz nastavu fizike

7.3.1.1. Svjetlost

Svjetlost je elektromagnetski val, koji predstavlja istodobno Sirenje elektriCnog, E, i
magnetskog polja, H, u prostor. Ta dva polja su medusobno okomita (slika M2), a

okomita su i na smjer Sirenja vala x.

\

H

Slika M2. Prikaz elektromagnetskog vala ?’

Brzina elektromagnetskog vala (svjetlosti) u vakuumu iznosi: ¢, = 299
792,458 km/s. Valne duljine elektromagnetskih valova mogu se prikazati pomocu
spektra. Spektar elektromagnetskog zracenja podijeljen je na nekoliko podrucja od
y»zracenja vrlo kratkih valnih duljina i velike energije do radio valova valnih duljina i
preko 1000 m. Za razliCita svojstva tih podtipova odgovorna je razliCita koliCina
energije koju posjeduju. Ljudsko oko vidi samo uski dio elektromagnetskog spektra

tzv. vidljivo (VIS) zraCenje (slika M3).
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Slika M3. Spektar elektromagnetskog zracenja

Da bi ljudsko oko vidjelo boju neke tvari, ta tvar mora apsorbirati svjetlost u
VIS podrucju elektromagnetskog zracenja. Crni predmet apsorbira sve valne
duljine VIS-a, a bijeli predmet ih sve reflektira. Ako su apsorbirane samo neke
valne duljine, a ostale su reflektirane ili propustene zamjecuje se boja. Vidi se boja

koja je komplementarna onoj boji koja je apsorbirana (tablica M2).

Tablica M2. Boje vidljivog dijela spektra u ovisnosti o apsorbiranim valnim

duljinama®*?
Apsorbirani dio spektra Komplementarna

Al nm Boja boja
380- 435 ljubiCasto limun zZuta
435-480 plavo Zuta
480-490 plavo-zeleno narancCasta
490- 560 zeleno grimizna
560-580 Zuto-zeleno ljubiCasta
580-595 Zuto indigo
595-650 narancasto plava
650-780 crveno zelena
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7.3.1.2. Luminiscencija

Luminiscencija je pojava emisije svjetlosti koja nije uzrokovana zarenjem
materijala. To je tzv. fenomen hladne svjetlosti i karakteristiCan je za mali broj
tvari. Emisija svjetlosti se uvijek dogada kao odgovor na pobudu nekom od vrsta
energija tj. nakon primarnog fotokemijskog procesa. S obzirom na energiju koja

uzrokuje emisiju svjetlosti luminiscencija se dijeli na :

—

. radioluminiscenciju - svjetlost izazvana ioniziraju¢im zracenjem
2. fotoluminiscenciju - svjetlost oslobodena izlaganjem tvari UV-zracenju
3. bioluminiscenciju - svjetlost oslobodena kao rezultat bioloSkih procesa
u zivim bi¢ima
4. kemiluminiscenciju - svjetlost oslobodena kao rezultat kemijske reakcije
Kod svih tipova luminiscencije apsorpcijom zraCenja molekula prelazi iz
osnovnog u jedno od pobudenih elektronskih stanja, iz kojeg se vraca u osnovno

stanje fotofiziCkim procesima uz emisiju sekundarnog zracenja vece valne duljine.

U kemijskoj analizi je najzastupljenija metoda istrazivanja temeljena na
fluorescenciji koja je jedan od tipova fotoluminiscencije i zbog toga ¢e detaljnije biti
opisan njen mehanizam (odjeljak 7.3.1.3.) Na intenzitet fluorescencije utjecu:
koncentracija fluorescentne tvari u otopini (proporcionalno), pH-vrijednost,
temperatura (obrnuto proporcionalno), viskoznost otapala (proporcionalno),

stvaranje kompleksnih struktura s drugim molekulama u otopini i dr.

7.3.1.3. Fluorescencija

Fluorescencija se od ostalih tipova fotoluminiscencije razlikuje po tome Sto se
pobudene molekule vrac¢aju u osnovno stanje odmah nakon pobude i pri tome
emitiraju svjetlost. Vrijeme koje fluorescentne molekule provedu u pobudenom
stanju je reda veli¢ine 1078 s i iako se &ini vrlo kratko, u usporedbi s nekim drugim

dogadajima na molekulskoj razini zapravo je vrlo dugo (tablica M3).%*
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Tablica M3 . Prikaz vremena trajanja nekih dogadaja na molekulskoj razini

Dogadaji na molekulskoj razini tls
prijelaz izmedu elektronskih stanja 107"
vremenski period molekulskih vibracija 107™
vremenski period molekulskih rotacija 107"
prosje¢no vrijeme izmedu sudara 1
molekula u tekué¢em stanju pri sobnoj 10
temperaturi

Za prikazivanje mehanizma fluorescencije obi¢no se koristi tzv. dijagram

Jablonskoga (slika M4).

|
-
|

\Z

MII
Lo

—ia &

Slika M4. Dijagram Jablonskoga : radijativni prijelazi prikazani su ravnim
strelicama, neradijativni vijugavim.(i - interna konverzija, r - vibracijska relaksacija,
x — medusustavno krizanje, a - apsorpcija, f - fluorescencija, p - fosforescencija)?

U dijagramu su elektronska stanja oznacena podebljanim horizontalnim

linjama. Tanke vodoravne linije iznad njih predstavljaju vibracijske i rotacijske

energetske razine. Elektroni se obiCno nalaze u najnizem energetskom stanju,
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oznacenom sa Sy. ,Apsorpcijom zracenja molekula redovito prelazi iz osnovnog u
jedno od pobudenih stanja. Ti su procesi na slici oznaceni s a. Takva pobudena
molekula moze izgubiti viSak energije radijativnim putem, tj. emisijom zracenja ili
neradijativnim putem u sudarima s drugim molekulama ili &vrstom povrsinom. Iz
viSeg vibracijskog stanja u pobudenom elektronskom stanju molekula vrlo brzo
vibracijskom relaksacijom (oznaCenom slovom r) dolazi u osnovno vibracijsko
stanje istog elektronskog stanja. 1z tog stanja ona moZzZe neradijativhim putem tzv.
internom konverzijom (i) prije¢i u nize elektronsko stanje istog multipliciteta ili
medusustavnim krizanjem (x) (engl. intersystem crossing) u stanje drugog
multipliciteta. 1z prvog pobudenog singletnog stanja molekula se moze emisijom
zraCenja tzv. procesom fluorescencije (f) vratiti u osnovno elektronsko stanje.
Slicno se i iz tripletnog stanja molekula moZze vratiti u osnovno stanje emisijom
fotona i taj se proces zove fosforescencija (p). Ti radijatvni procesi vra¢anja u
osnovno stanje zovu se zajednic¢kim imenom luminescencija. Pri fosforescenciji se
mijenja multiplicitet stanja a pri fluorescenciji on ostaje oCuvan. Nekad su se
fluorescencija i fosforescencija razlikovale po vremenskom kasnjenju za pobudom.
Fluorescencija je redovito bitno brza od fosforescencije, jer je fosforescencija
zabranjeni prijelaz. Medutim, takva podjela nije uvijek valjana jer postoje vrlo
zabranjeni T-S prijelazi i stoga dugozivuca tripletna stanja, tako da se molekule iz
tripletnog stanja stignu internom konverzijom natrag vratiti u stanje Si odakle
zakasnjelo fluorescencijom prelaze u osnovno stanje Sp. Svi ti nabrojeni i
zajednickim imenom Cesto zvani fotofiziCki procesi vazni su za fotokemiju jer su u
direktnoj kompeticiji.?> U pobudenom stanju molekule ostaju 107 sekundi i za to
vrijeme se dogadaju gore opisane translacije i rotacije molekule prilikom ¢ega se
dio apsorbirane energije potrosi. Zbog toga emitirano zraenje ima vecu valnu

duljinu ali i manju energiju od apsorbiranog (STOKES-ovo pravilo).
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7.3.2. Fluorescencija kroz nastavu kemije

Tvari koje fluoresciraju

(kromofori) su najCeSce organski spojevi

planarne

molekulske grade sa visoko konjugiranim dvostrukim vezama ili visoke rezonantne

stabilnosti te one koje sadrze elektron-doniraju¢u skupinu kao $to su —NH; i

-OH.*

U tablici

M4. prikazane su strukturne formule i svojstva nekih od

najpoznatijih florescirajuc¢ih molekula kao Sto su kinin, riboflavin, klorofil a, bilirubin,

fluorescin i luminol koje su koriStene u predlozenim pokusima za nastavni dvosat

izborne teme Fluorescencija.

Tablica M4. Prikaz strukture i svojstva naj¢escih fluorescirajucih molekula

Molekula Strukturna formula Molekulska formula M, Aex/nM* Aem/NM**
)
Kinin - wLo 250 i
\r’\x;“'( ! C20H24N20, 3244 450
(pokus 1) A 350
i
0\.
|
Mg ™ r0
L “\|
///\\ N\\ /N\\_w/':-
o [ T
riboflavin N N
C17H20N4O6 376,4 550 365
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Molekula

Strukturna formula

Molekulska formula

M, Aex/nM* Aem/NM**
v,
nfﬁf o 8935 | 430 | 685
klorofil a L\\j’fj’uﬂo e J)"'\ ™ C55H72M9N405
ot
=/ oH
):\ n 0=
05’\"/{'::3\‘ ?
“_f""""
I AL 520-
bilirubin { B M\ Ca3H36N4O¢ 584,7 470
o4, u,..>]‘_lh\ 535
H
H"o\[/f\ 0, T //6
| |
= e ~
W CaoH120 18
—{ 2011205 332,3 494 5
fluorescin o L_h}
H\N)L\ SN
luminol H_..L J;/
T CsH/N;O; 177,2 342 420

*ox (pObudna valna duljina); ** ., (emitirana valna duljina)
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7.3.3. Fluorescencija kroz nastavu biologije

Fluorescencija se u zivim organizmima dogada tijjekom bioluminiscencije i tijekom
fotosinteze (vidi 7.3.3.1. i 7.3.3.2.). U posljednje vrijeme Cesta su znanstvena
istraZivanja u kojima se zivi organizmi geneticki modificiraju kako bi

fluorescencijom ukazali na prisutnost odredenih tvari (vidi 7.3.3.3.)

7.3.3.1. Bioluminiscencija

Bioluminiscencija je fluorescencija u Zivim organizmima. NajraSirenija je medu
morskim organizmima, a najizrazenija je kod onih vrsta koje Zive na velikim
dubinama. Moze biti kontinuirana ili ¢eS¢e isprekidana (na mahove) i razlicitih
boja. Organizmi bioluminiscenciju koriste za komunikaciju, primamljivanje spolnog
partnera, primamljivanje plijena, mimikriju, zbunjivanje predatora, oznaCavanje
predatora i osvjetljivanje. Manifestira se svjetlucanjem C¢itavog tijela Zivotinje,

svjetlucanjem Zljezdanih organa ili posebnih organa za svijetljenje.26

7.3.3.2. Fluorescencija klorofila a tijekom reakcija fotosinteze

Fotosintetski pigmenti mogu se podijeliti u dvije skupine, klorofile i karotenoide. U
klorofile se ubrajaju klorofil a i klorofil b (tablica M4). Molekula klorofila izgradena
je od Cetiriju pirolovih prstenova medusobno povezanih ugljikovim mostom Kkoji
Cine tetrapirolski porfirnski prsten sli€an onomu u hemu hemoglobina. U sastav
molekule klorofila ulazi i magnezijev atom koji se nalazi u sredistu porfirinskog
prstena, a na porfirinski prsten se nastavlja lipofilni fitolski rep. Klorofil a se od
klorofila b razlikuje po tome Sto na drugom pirolskom prstenu sadrzi metilnu

skupinu dok klorofil b sadrzi aldehidnu skupinu.

Sunceva svjetlost apsorbirana pomoc¢u molekula klorofila moze se iskoristiti
na tri nacina. Apsorbirana svjetlost jednim dijelom se iskoriStava za proces
fotosinteze dok se viSak energije oslobada u obliku topline ili u obliku svjetlosti

(fluorescencija). Spomenuta tri procesa su medusobmo povezana tako da se
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mjerenjem fluorescencije klorofila a mogu dobiti informacije o uspjeSnosti procesa

fototsinteze.?’

U kloroplastima zelenih listova molekule fotosintetskih pigmenata su
rasporedene u dva fotosustava, fotosustav | i fotosustav Il. Antenske molekule
klorofila apsorbiraju svjetlosnu energiju i prenose je do reakcijskog sredista gdje u
specijaliziranoj molekuli klorofila a dolazi do odvajanja naboja, tj. predaje elektrona
akceptorskoj molekuli. U optimalnim uvjetima se najveci dio apsorbirane energije
(oko 95 %) koristi za reakcije fotosinteze, ostatak energije gubi se u obliku topline i
svjetlosti (pojava fluorescencije klorofila). Tri spomenuta nacina izmjene energije
su u medusobnoj kompeticiji $to znaci da povecéanje ucinkovitosti jednoga od njih

dovodi do smanjenja druga dva.?®%

7.3.3.3. Geneticki modificirani organizmi

Prva bioluminiscentna biljka stvorena je 1986. godine uz dodatak jednog gena za
luciferazu (fluorescenciju luciferina ) iz krijesnica. Danas se u uzgoju biljaka ,
prvenstveno ukrasnog sobnog bilja (slika M5), dodaje viSe gena za luciferazu u

DNK biljke u nekoliko ciklusa uz pomo¢ DNK pistolja.

© Bioglow BNPS.couk

Slika M5. Primjer fluorescentne biljke na dnevnom svjetlu (lijevo) i u mraku

(desno)*®

Fluorescencija se u Zivim organizmima osim kao ukras Kkoristi i za
oznaCavanje umetnutih gena. Znanstvenici su u macke umetnuli gen koji im

pomaze u opiranju protiv macjeg oblika Aids-a (FIV), a kako bi lakSe obiljezili
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stanice, umetnuli su i zeleni fluorescentni protein. Gen je prebaden u macje
oplodene jajne stanice. Tako su lakSe mogli pratiti kako se otporni gen razvijao u
tijelima macaka dok su stanice promatrali pod mikroskopom. Macke su se tijekom

dana ponasale normalno, ali su svijetlile noc¢u.*’

7.3.4. Izbor Skolskih pokusa pogodnih za izvodenje u razredu

POKUS 1. Fluorescencija novéanica
Materijal: novCanice od 10, 20 i 50 kuna, UV svjetiljka

Postupak: Svaka novCanica se osvijetli UV svjetiljkom.

Rezultat: dijelovi nov€anica pod UV svjetlom svijetle Zuto-narancasto (slika M6)

Slika M6. Prikaz nov€anica a) prije izlaganja UV svjetlu, b) tijekom izlaganja UV

svjetlu

POKUS 2.

Materijali: UV svjetilika, tri ¢ase (100 mL)

Kemikalije: tonik (Schweps tonic water) , mlijeko , vodovodna voda

Postupak: U jednu ¢asu uliti 50 mL tonika, u drugu 50 mL mlijeka, a u trecu 50
mL vodovodne vode. Zamraciti prostoriju i osvijetliti Case UV-svjetiljkom.
Rezultat: Tonik fluorescira plavo jer sadrzi molekule kinina®?, mlijeko fluorescira

Zuto- zeleno dok vodovodna voda ne fluorescira (slika M7) .
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a) tonik b) miijeko

Slika M7. POKUS 1 prije izlaganja UV-svjetlu (lijevo) i nakon izlaganja UV-svjetlu

(desno).

POKUS 3. Kemiluminiscencija luminola sa vodikovim peroksidom

Materijali: fluorescentni ribicki stapici
Postupak: ribiCki stapi¢ presavinuti na polovici duljine

Rezultat: dolazi do kemijske reakcije izmedu luminola i vodikova peroksida koja

rezultira kemiluminiscencijom

NH, O _ NH, O
+ H,0,, OH
NH katalizat -
r!"_l (aalzaor): 0— + hy
—H,0, N, o
O o]

Slika M8. Prikaz kemijske reakcije izmedu luminola i vodikova peroksida
POKUS 4. Fluorescencija riboflavina ( vitamnin B2)**34
Materijali: dvije ¢ase od 500 mL, stakleni lijevak, filter papir
Kemikalije: tableta vitamina B2

Postupak: Smedu tabletu vitamina B2 oprati u destiliranoj vodi kako bi se skinuo
zastitni film i ostala bijela tableta Cistog vitamina B2. Tabletu zatim otopiti u 400

mL vode i profiltrirati. Filtrat sakupiti u ¢asu od 500 mL i staviti na grafoskop.
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Rezultat: Otopina vitamina B2 je Zute boje. Tijekom izlaganja svjetlu grafoskopa

otopina fluorescira zeleno, a projekcijska slika je oCekivano Zuto obojena (slika
M9) .

Slika M9. Fluorescencija vitamina B2: otopina izlozena svjetlosti grafoskopa

(lijevo), projekcijska slika otopine na zidu (desno)

POKUS 5. Fluorescencija klorofila a

Materijali: metalni stalak, kleme, filter papir, stakleni lijevak, grijaca kapa,
Erlenmayerova tikvica od 100 mL, staklena ¢asa od 100 mL, probuSeni gumeni

Cep, staklena cijev

Kemikalije: listovi mladog Spinata (mogu se Kkoristiti i listovi mlade koprive ili

salate), etanol, destilirana voda
Postupak:

Mlade listove staviti u Casu od 500 mL i preliti sa oko 300 mL destilirane vode tako
da voda prekrije listove i kuhati dok otopina ne poprimi zlatno smedu boju. Kuhane
listove prebaciti u Erlenmayerovu tikvicu, preliti sa 50 mL etanola, zacepiti
gumenim ¢epom kroz koji je provucena staklena cijev (povratno hladilo) i grijati na
grijacoj kapi dok otopina ne poprimi tamnozelenu boju, a listovi ne posvijetle.
Dobivenu otopinu dekantirati i profiltrirati. Filtrat sakupiti u staklenu ¢asu od 500
mL i staviti na grafoskop (slika M10).
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Rezultat: Dobivena otopina je tamno zelene boje. Tijekom izlaganja svjetlosti
grafoskopa otopina fluorescira crveno, a projekcijska slika je oCekivano zeleno
obojena (slika M10).

Slika M10. Prikaz postupka za POKUS 4 po koracima: kuhanje listova u destiliranoj
vodi (1), izolacija klorofila u etanolu uz povratno hladilo (2), otopina klorofila

izloZena svjetlu grafoskopa (3), projekcijska slika otopine klorofila na zidu (4)

POKUS 6. Fluorescencija uree iz urina

Materijal : UV svjetiljka

Postupak: Otidite u Skolski WC, zamracite ga te osvijetlite WC Skoljku i/ili pisoar
UV svjetiljkom.

Rezultat: Na stienkama WC $koljke i pisoara primijetit ¢e se zute mrlje zbog uree
iz urina koja fluorescira Zuto. Broj i veli¢ina mrlja pokazuju koliko je wc-Skoljka ili

pisoar necist.
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7.3.5. Prijedlog izvedbe nastavnhog dvosata

Razred: 4. razred gimnazije

Nastavnici: nastavnik fizike, nastavnik kemije, nastavnik biologije

Nastavna cjelina/tema: izborna tema

Nastavna jedinica: Fluorescencija

Cilj: Upoznati u€enike sa pojavom fluorescencije metodom ucenja otkrivanjem.
Poticati na aktivho sudjelovanje u nastavi i povezivanje pojmova iz nastavnih

predmeta fizike, kemije i biologije u cjelovit koncept o navedenoj pojavi.

Potrebna predznanja i vjestine: prikazani u tablici M1

Materijalna priprema za svaku grupu/skupinu uéenika:

- 5 ¢a8a od 100 mL

- UV syjetilika

- 2 do 5 fluorescentnih ribolovnih Stapica (cijena oko 3,50 kn po komadu)

- 50 mL otopina/tekucina: tonika, mlijeka i destilirane vode (POKUS 2), riboflavina
(POKUS 4), klorofila a (POKUS 5)

Mjere opreza:

odjecu zastiti kutom
odi zastiti naotalama
ruke zastiti rukavicama

miris odrediti uz pomo¢ ruke, a ne direktno mirisati kemikalije

a b w0n =

oprezno rukovati UV — svjetilikom, spojena je na struju
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Tijek nastavnog sata:

ETAPE Aktivnosti ucitelja/nastavnika Aktivnosti ucenika Socioloski
NASTAVNOG oblici rada
SATA

Uvodni dio Pitanja/razgovor s uéenicima,

Ponoviti gradu
atoma i
kemijske veze
(konjugirane
dvostruke
veze)
tehnikom
grozd -
nastavnik
kemije

(5 min)

POKUS 1 -
nastavnik
fizike

(10 min)

ponavljanje gradiva, vodenje do
zakljucaka.

Pojmovi grada atoma, elektronska
konfiguracija, kemijske veze,
konjugirane dvostruke veze (strukturna
svojstva).

Nastavnik izvodi POKUS 1 i vodi ucenike
kroz razgovor do najave teme nastavne
jedinice.
Okvirna pitanja za najavu teme:
1. Gdje ste se susreli sa slicnom
pojavom u prirodi ili
svakodnevnom Zivotu ?

2. Kako nazivamo takve pojave?

Odgovaranje na pitanja, biljeZzenje,
vjezba zapisa elektronske konfiguracije
za atom nekog kemijskog elementa (
npr. kalija, klora i sl.); strukturno
prikazati i objasniti gradu molekule
buta-1,3-diena.

Ucenici aktivno slusaju i promatraju,
biljeZe opaZanja, rjeSavaju radni listi¢

1. na moru - svjetlucanje
planktona (svjetle¢ih bicasa),
reflektirajuci prsluci, igracke,
obuca, ribicki pribor....

2. Bioluminiscenicija,
luminiscencija, fluorescencija

Frontalni rad
Grupni rad
Individualni rad

Sredisnji dio

Obrada novih
nastavnih
sadrzaja
(Fluorescencija
- nastavnik
fizike)

(20 min)

Obrada novih
nastavnih
sadrzaja
(Fluorescencija
- kemijski
pristup)

(25 min)

Nastavnik objasnjava pojam
luminiscencije, navodi tipove
luminiscencije te na primjeru dijagrama
Jablonskog opisuje elektronske
prijelaze/ stanja molekule tijekom
fluorescencije.

Nastavnik podijeli uéenike u
grupe/skupine od 5-6 u¢enika, obilazi
ucenike tijekom izvodenja pokusa i
analizira rjeSenja sa ucenicima nakon
Sto izvrsSe zadatak.

Nastavnik upuéuje ucenike u grupama
na izvodenje POKUSA 3 i rjeSavanje
zadataka naradnom listi¢u, provjerava
rjeSenja prozivajuci po jednog ucenika iz
svake grupe uz poticanje svih ucenika na
raspravu. Tijekom izvodenja pokusa
obilazi ucenike.

Nastavnik upucuje ucenike u grupama
na izvodenje POKUSA 4 i rjeSavanje
zadataka na radnom listicu, provjerava
rjeSenja prozivajuci po jednog ucenika iz
svake grupe uz poticanje svih uc¢enika na
raspravu. Tijekom izvodenja pokusa
obilazi ucenike.

Nastavnik upucuje ucenike u grupama

Ucenici aktivno slusaju, prepisuju.

Ucenci izvode POKUS 2 u grupi i
samostalno rjesavaju zadatke na
radnom listicu.

Ucenici izvode POKUS 3 u grupi i
samostalno rjesavaju radni listic.

Ucenici izvode POKUS 4 u grupi i
samostalno rjesavaju radni listic.

Ucenici izvode POKUS 5 u grupi i

Frontalni rad
Individualni rad

Grupni rad
Individualni rad

Grupni rad
Individualni rad

Grupni rad
Individualni rad

Frontalni rad
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Obrada novih
nastavnih
sadrzaja
(Fluorescencija
- bioloski
pristup)

(20 min)

na izvodenje POKUSA 5 i rjeSavanje
zadataka na radnom listi¢u, provjerava
rjeSenja prozivajuci po jednog ucenika iz
svake grupe uz poticanje svih ucenika na
raspravu. Tijekom izvodenja pokusa
obilazi ucenike.

Nastavnik objasnjava proces
fluorescencije molekule klorofila a
tijekom fotosinteze.

Nastavnik vodi razgovor s ucenicima o
ulozi pojave fluorescencije kod Zivih
organizama te objasnjava kako se u
znanstvenim istraZivanjima organizmi
genetski modificiraju i navodi primjere.

samostalno rjesavaju radni listic.

Ucenici aktivno slusaju i zapisuju.

Ucenici sudjeluju u razgovoru,
zakljucuju, aktivno slusaju i zapisuju

Individualni rad
Grupni rad

Frontalni rad

Individualni rad

Frontalni rad
Individualni rad

Zavrsni dio

Ponavljanje
sadrzaja
(10 min)

Nastavnik ispituje ucenike o kljucnim
pojmovima koje su obradili u ovoj
nastavnoj jedinici.

Ucenici odgovaranjem na pitanja
potvrduju usvajanje osnovnih pojmova
vezanih uz izvedenu nastavnu jedinicu
poput luminiscencije, fluorescencije,
bioluminiscencije , objasnjavaju
mehanizam fluorescencije na temelju
dijagrama Jablonskog te navode
primjere molekula koje fluoresciraju i
usporeduju njihovu strukturnu gradu.

Frontalni rad

Napomena za nastavnike:

POKUS 1 se moze zamijeniti POKUSOM 6 opisanim u odjeljku 7.3.4.

Prije same izvedbe nastavnog sata nastavnici trebaju pripremiti otopine
riboflavina (POKUS 4) i klorofila a (POKUS 5)

POKUS 4 i POKUS 5 mogu se izvoditi demonstracijski pri ¢emu grafoskop

sluzi kao izvor svjetlosti za pobudu molekula u otopinama i sredstvo za

'projekciju opazenih promjena’.
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7.3.6. Radni list uz pripremu nastavnog sata

POKUS 1. (Demonstracijski pokus)

KORAK1. Promotri novCanice od deset, dvadeset i pedeset kuna. Zabiljezi

opazanja.

Sve novc€anice imaju s lica, u srediSnjem dijelu, tiskan kvadrat s grbom RH. Uz njegov desni rub
sitnim slovima tiskan je u Sesnaest redaka teksta himne Republike Hrvatske "Lijepa nasa" Antuna
Mihanovi¢a. Na svakoj nov€anici tiskan je kvadrat u negativu. Unutar toga kvadrata otisnut je
linijama manji kvadrat, a uzduz njegovih stranica tiskana je brojkom i slovima vrijednost nov€anice.
Unutar manjega kvadrata tiskani su trokutasti elementi koji se, kad se nov€anica gleda prema
svjetlu, tako dopunjuju da s odgovaraju¢im elementima na nali¢ju nov€anice tvore slovo H. U
papirnu je masu ugradena kovinska zastitna nit, koja mjestimice izlazi na povrsinu lica nov€anice,
te je vidljiva u odredenom broju prozor€i¢a. Desno od portreta na nov€anicama, tiskan je
pravokutnik, poloZzen uzduZz ruba nov€anice. Posebnim nainom promjene smijera linija, reljefnim je
tiskom unutar pravokutnika otisnut prikriveni natpis KUNA, koji je vidljiv samo pod odredenim
kutom gledanja. Da bi se uocio prikriveni natpis, nov€anicu treba drzati ploSno, tako da bude u
visini o€iju i usmjerena prema svjetlu. Laganim zakretanjem nov€anice uoCava se prikriveni natpis.
Serijski broj na nov€anicama tiskan je dva puta, u gornjem lijevom kutu i donjem desnom kutu lica
novcanice. Serijski broj tiskan je crnom bojom i sadrzi slova za oznaku serije ispred i iza sedam
znamenaka. Na nali¢ju nov€anice, u desnom gornjem kutu, tiskan je u dva retka datum na
nov€anici i faksimil potpisa Guvernera. Nov€anica od 10 kn na nali¢ju sadrzi portret Juraja Dobrile,
novcanica od 20 kn Josipa Jelacica, a nov€anica od 50 kn lvana Gundulica. Na straznjoj strani
novcanica od 10 kn sadrzi sliku Arene u Puli, nov€anica od 20 kn sliku dvorca Eltz u Vukovaru i
sliku Vu€edolske golubice, a nov€anica od 50 kn sliku Dubrovnika.

KORAK 2. Zamraci prostoriju. Osvijetli jednu po jednu nov€anicu UV svjetiljkom.

Zabiljezi opazanja.

Serijski broj svijetli zuto-zeleno, kovinska zastitna nit na vidljivim mjestima svijetli Zuto-narancasto.

POKUS 2.

KORAK 1. Uzmi male plasticne Stapi¢e duljine 3,5 — 4 cm. Promotri, skiciraj i

zabiljezi opazeno.

Stapi¢ je napravljen od mekane plastike, ispunjen je tekuéinom i u sredini se nalazi duguljasti
tamno-Zuti ulozak.
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KORAK 2. Savij Stapi¢e po sredini (pazi da se ne prepolove) i promotri promjene.

Zamraci Stapi¢ dlanovima obje ruke i promotri. Zabiljezi opazanja.

Nakon prelamanja Stapic¢a duguljasti ulozak puca, tekucina se oboji intenzivno zuto i razvijaju se

sitni mjehuric¢i. Kada se Stapi¢ zamradci svijetli intenzivno zuto.

ZADATAK 1. Na temelju opaZzenog u KORAKU 2 pretpostavi tip luminiscencije.

Obrazlozi.

Kemiluminisencija, do fluorescencije dolazi zbog kemijske promjene unutar Stapi¢a (nastaje nova
tvar, opazen plinoviti produkt).

ZADATAK 2. Na temelju sliede¢eg prikaza i tablice fluorofora prikazane na

prezentaciji (TABLICA M4) imenujte reaktante i odredite uvjete kemijske promjene.

NH, O _ NH, O
+ H,0,, OH
lilH (katalizator): (o) + hy
NH  _hon, 0
o o}
REAKTANTI: (luminol i vodikov peroksid)
UVJETI: (luznata otopina)

POKUS 3.

KORAK 1. Uzmi ¢aSe oznacene brojevima 1, 2 i 3. Zabiljezi opazeno.

U ¢asi 1 nalazi se bezbojna tekuc¢ina/otopina koja sadrzi sithe mjehuri¢e. U ¢asi 2 nalazi se bijela

tekuéina/otopina, a u ¢asi 3 bezbojna tekuéina/otopina.
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KORAK 2. Zamraci prostoriju i CaSe osvijetli UV svjetiljkom. Zabiljezi opazeno.

Tekucina/otopina u €asi 1 svijetli svijetloplavom bojom, u €asi 2 svijetli zeleno, a u ¢asi 3 ne svijetli.

ZADATAK 2. Prouci prikazanu strukturnu formulu molekule (uz tablicu M4) odgovorne

za opazenu pojavu u jednoj od ¢asa i odgovori na pitanja.

DO
o
e
a) Napisi trivijalno ime prikazanog kemijskog spoja. KININ
b) Napisi molekulsku formulu prikazanog spoja. Ca20H24N20,

c) Uz pomoc¢ tablica M2 i M4 odredi u kojoj se €a$i nalazi molekula prikazana

strukturnom formulom. Obrazlozi odgovor.

Kinin se nalazi u ¢asi 1 jer emitira valne duljine u podrucju oko 450 nm koju vidimo kao

plavo obojenje.

POKUS 4. (Demonstracijski pokus)

KORAK 1. OpiSi sadrzaj u ¢asi broj 4 .

U ¢asi se nalazi Zuta, prozirna tekuéina/otopina.

KORAK 2. Stavi ¢asu na grafoskop te ga ukljuci. Zabiljezi opazeno.

Boja otopine na projekcijskoj slici je zuta, ali pri dnu €aSe koji je najviSe izloZzen svjetlosti
grafoskopa je zelena.

67



ZADATAK 1. Prou€i koriste¢i tablicu M4 prikazanu strukturnu formulu molekule
odgovorne za opazeni proces u ¢asi 4 i odgovori na pitanja.

P N 2 \\ﬂ//N"H
[l

o

a) Napisi trivijalno ime prikazanog kemijskog spoja.
RIBOFLAVIN
b) Usporedi strukturne formule molekule prikazane na slici i molekula

odgovornih za opaZene procese u POKUSU 2 i POKUSU 3. Zabiljezi slicnosti u

strukturi.

Sve molekule su organske molekule, sadrze benzenske jezgre i konjugirane dvostruke
veze u molekuli.

POKUS 5.

KORAK 1. OpiSi sadrzaj u ¢asi broj 5.

Tekucina/otopina je tamno-zelene boje.

KORAK 2. Stavi ¢asu na grafoskop te ga ukljuci. Zabiljezi opazeno.

Projekcijska slika pokazuje otopinu tamno-zelene boje, ali otopina u ¢asi na grafoskopu je obojena
tamno-crveno, boja se najbolje primjeti na donjem dijelu ¢ase koji je najbliZi izvoru svjetlosti iz
grafoskopa.

ZADATAK 1. Na temelju opazanja u KORAKU 2 te tablica M2 i M4 odredi koja se
molekula nalazi u ¢asSi. Usporedi strukturnu formulu navedene molekule s
molekulama iz POKUSA 2 i POKUSA 3.

U c¢aSi se nalazi molekula klorofila a koja apsorbira valnu duljinu od 470 nm, a emitira valnu duljinu
od 685 nm koju mi tijekom pobude svjetloS¢éu vidimo kao crvenu boju. Sve navedene molekule su
organske molekule, sadrze zatvorene konjugirane sustave.
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ZADATAK 2. Nacrtaj strukturnu formulu te molekule koristeéi tablicu M4.

H,C CzH:
H;C=HC CH3
HC c=0
COOCH,
H,C CH, CH;CO0C o Hys

ZADATAK 3. NapiSi u kojem vaznom biokemijskom procesu sudjeluje ta
molekula i nadopuni pojednostavijeni slikovni prikaz tog procesa
odgovarajuc¢im kemijskim formulama molekulama i pojmovima.

a) Biokemijski proces: Fotosinteza

b) Nadopuni slikovni prikaz:

1. reakcel]e

7
p =
|'If|'r b
| —

kloroplast

rieSenje:

svjetlosne reakclije Calvinov ciklus




7.4. Zakljucak

Interdisciplinarni pristup (timski rad) poucavanju najslozeniji je oblik integracije
suvremenih nastavnih sadrzaja te je kao takav bitan dio danasSnje suvremene
Skole okrenute u€eniku. Omoguéava konceptualno razumijevanje i trajno stjecanje
znanja koje u kombinaciji sa u¢enjem otkrivanjem znaCajno doprinosti kvaliteti
nastavnog procesa. Kao doprinos i motivacija timskom pouclavanju
fizike/kemije/biologije u metodiCkom dijelu ovog diplomskog rada predlozena je:
(a) priprema za nastavnike koja ukljuCuje detaljan opis Sest pokusa i (b) ucenicki
radni listi¢ za izbornu nastavnu temu Fluorescencija, koja je zbog vizualnog efekta
i Siroke primjene pogodna za ostvarivanje Zzeljenog cilja. Kroz predlozene
aktivnosti sadrzajno se upoznaje mehanizm fluorescencije uporabom tzv.
dijagrama Jablonskog; strukturne znacajke molekula tvari koje fluoresciraju
(najceSce organski spojevi planarne molekulske grade sa visoko konjugiranim
dvostrukim vezama ili visoke rezonantne stabilnosti te one koje sadrze elektron-
donirajucu skupinu kao Sto su -NH; , -OH i dr.); fluorescencija u zivim
organizmima koja se dogada tijekom bioluminiscencije i tijekom fotosinteze te
osvrt na znanstvena istrazivanja u kojima se Zivi organizmi genetic¢ki modificiraju

kako bi fluorescencijom ukazali na prisutnost odredenih tvari.
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