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1. UVOD



Polielektroliti su polimerni spojevi koji se sastoje od monomera s ioniziraju¢im skupinama.
Prostorno uredenje tih sustava ovisi 0 strukturi poliiona, naboju protuiona te o vrsti i mnozini
dodanog elektrolita. Deoksiribonukleinska kiselina, DNA, predstavlja vazan modelni sistem u
istrazivanju polielektrolita. Nerijetko znanstvena istrazivanja u podrucju fizikalne kemije pridaju
paznju kompleksiranju DNA s polikationima istrazujuci utjecaj razlicitih interakcija na stvaranje
DNA-polikation kompleksa uklju¢ujué¢i uvjete stabilnosti i zaStite same DNA od enzimskih i
mehanickih oste¢enja sustava. Znacajni napori ulazu se u istrazivanja polielektrolita i zbog
raznovrsnih primjena kao S$to su genska terapija, genski cipovi, sekvenciranje DNA,
biokompatibilni materijali i sl. Ova tema postala je zanimljiva molekularnim biolozima i
biokemicarima zbog moguénosti proucavanja transformacije stanica nastalim kompleksima
polikation-polianion. Naime, kompleksi DNA ili oligonukleotida s polikationima smatraju se
alternativnim vektorima u podru¢ju genske terapije s ciljem efikasnog prijenosa DNA u stanice
visih organizama, a da pritom stani¢ne nukleaze ne razgrade stranu DNA. No, treba uzeti u obzir
kako interakcije izmedu polielektrolitnih kompleksa uvelike ovise o razli¢itim faktorima kao §to
su kemijska struktura kompleksa, temperatura, pH, ionska jakost, vrsta dodane soli, molekulska
masa DNA i polikationa, itd. Stoga, prije same primjene navedenih sustava u bioloske i medicinske
svrhe potrebno je pronaci vezu izmedu koli¢ine polikationa i polianiona tijekom kompleksiranja i

udjela pojedinih komponenti u kompleksu.

Proces nastanka polielektrolitnin kompleksa moze se pratiti titracijskim tehnikama,
tehnikama rasprsenja svjetlosti, elektroforetskim tehnikama i kalorimetrijski. Koristene metode u
ovom diplomskom radu su elektroforeza za mjerenje pokretljivosti, odnosno elektrokinetickog
(zeta, ) potencijala te spektroskopija kvazielasti¢nog rasprSenja svjetlosti za odredivanje veli¢ine
Cestica. Navedenim metodama ispitivan je utjecaj otopina razli¢itih soli na kompleksiranje izmedu
negativno nabijene DNA i pozitivno nabijenog sintetskog polimera poli(dialildimetilamonijeva
klorida), PDADMAC.



2. LITERATURNI PREGLED



2.1. Polielektroliti

Polielektroliti su molekule koje otopljene u polarnom otapalu disociraju na poliion i
protuione. Prisutni ioni znatno se razlikuju po veli¢ini i naboju. Pod pojmom polielektrolit najéesce
podrazumijevamo spoj linearne strukture kod kojeg je gustoca naboja na poliionu jako velika, jer
obi¢no posjeduju nekoliko stotina ili tisu¢a ionizirajuc¢ih funkcionalnih skupina istoimenog naboja.
Otopina kuhinjske soli u vodi je primjer jednostavnog elektrolita s homogenom raspodjelom iona
u otopini. Protuioni u otopini polielektrolita ne¢e biti homogeno rasporedeni oko poliiona te
raspodjela pozitivnih i negativnih naboja u otopini neée biti jednolika. Najjednostavniji
polielektroliti sastoje se identi¢nih monomernih podjedinica povezanih u lanac ¢ije su
funkcionalne skupine nosioci elektriénog naboja. Takvi spojevi poznati su i pod nazivom
homopolielektroliti. Ukoliko polimerni lanci sadrzavaju vise razlicitih funkcionalnih skupina,
polielektroliti se nazivaju heteropolielektroliti. Polielektrolite mozemo smatrati molekulama
dvojne prirode, istovremeno makromolekule i elektrolite. Svojstva polielektrolita ovise o njihovoj

strukturi, koncentraciji, naboju protuiona te naboju i koncentraciji dodane soli.

2.1.1. Podjela polielektrolita

e S obzirom na podrijetlo polielektroliti se dijele na:

- prirodne (npr. DNA)
- modificirane prirodne (npr. derivati celuloze)

- sintetske (npr. poli(dialildimetilamonijev klorid)

e Prema naboju polielektroliti' se dijele na:

- polianione
- polikatione

- poliamfolite (koji sadrze pozitivno i negativno nabijene funkcionalne skupine)
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Slika 1. Podjela polielektrolita na a) polikatione, b) polianione, c) poliamfolite.

e Ovisno o jakosti ionskih skupina monomera koji ih sa¢injavaju razlikuju se:
- slabi polielektroliti

- jaki polielektroliti

Stupanj disocijacije slabih polielektrolita manji od 1 i ovisi o pH otopine pa je ukupni naboj
takvih molekula varijabilan. To su, na primjer, polimeri s amino i karboksilnim skupinama. Jaki
polielektroliti u potpunosti disociraju u Sirokom rasponu pH te se njihov ukupan naboj smatra
konstantnim. Disocijacijom polielektrolita povecava se ionska jakost otopine, a time i njena

elektricka vodljivost.

2.1.2. Konformacija polielektrolita

SloZeno ponaSanje polielektrolita u otopini usko je povezano ne samo s interakcijama koje
makromolekula tj. polielektrolit ostvaruje s otapalom i izmedu lanaca makromolekula
(intermolekulske interakcije) nego i s interakcijama izmedu pojedinih segmenata unutar lanca

(intramolekulske interakcije). Najvaznije vrste interakcija u takvim sustavima su Coulombove



interakcije, van der Waalsove interakcije, hidrofobne interakcije i vodikove veze. Odnosi
doprinosa tih interakcija imaju odluc¢ujucu ulogu u tome kakvu ¢e konformaciju u otopini poliioni
zauzimati, a samim time je odredena i njihova funkcija. Takoder konformacija polielektrolita ovisi
0 vrsti otapala, kemijskoj strukturi makromolekula, koncentraciji makromolekula, temperaturi i

ionskoj jakosti otopine stoga razlikujemo slijedece konformacije:

- kompaktna
- izduZena

- slucajna

- Stapicasta

- sferi¢na

Poliion tezi Stapicastoj strukturi, jer postoji vrlo snazna odbojna sila izmedu istoimenih naboja
na poliionu. Tako zauzima puno prostora i otezava kretanje molekula otapala ¢ineci otopinu
viskoznijom. Kondenzacijom, odnosno vezivanjem jednostavnih protuiona dolazi do djelomi¢ne
kompenzacije odbojnih interakcija. Naime, dodatkom soli dolazi do zasjenjenja elektrostatskog
odbijanja pa konformacija polielektrolita postaje sve fleksibilnija. Polivalentni protuioni ili dodana
sol imaju sposobnost da elektrostatsko odbijanje pretvore u elektrostatsko privlacenje §to dovodi
do promjene konformacijskog stanja, iz krutog u kompaktno stanje. Tesko mozemo odrediti doseg
djelovanja pojedinog poliiona, jer jako nabijen fleksibilan ili djelomi¢no fleksibilan poliionski
lanac zadrzava u svojoj okolini dio protuiona. Takoder, na doseg djelovanja poliiona utje¢u sami
protuioni te kationi i anioni iz otopine. Protuioni koji se nalaze unutar dosega poliiona ograni¢eni
su na gibanje uzduZ poliionskog lanca, dok se ostali protuioni mogu slobodno ili gotovo slobodno

kretati.



Slika 2. a) izduzena konformacija polimera u vodenoj otopini, b) lanac polimera u otopini soli
visoke koncentracije jednovalentnih iona, ¢) kompaktna konformacija polimera u vodenoj otopini

polivalentnih iona.

2.1.3. Fizika polielektrolita
2.1.3.1 Poisson-Boltzmannova jednadzba

Poisson-Boltzmannova jednadzba? najjednostavnije opisuje elektrostatske interakcije
polielektrolita s jednovalentnim protuionima i dodanom soli. Povezivanjem Poissonove jednadzbe
koja povezuje gusto¢u naboja i potencijal i Boltzmannove raspodjele za opis raspodjele iona u

otopini dobivamo izraz za gusto¢u naboja:

e —ziep(r)
Bp(r) = == ) zici (o)e it (1)

i

gdje @ oznacava elektri¢ni potencijal, e elementarni naboj, € je permitivnost otapala, z je nabojni
broj iona, kT energijska skala Boltzmannove raspodjele zadana termickim gibanjem Cestica, a
c(o) oznacava koncentraciju iona daleko od promatrane tocke u kojoj rac¢unamo elektri¢ni

potencijal.



lonska otopina jednovalentnih iona, koje predstavljamo kao tockaste naboje, teZi stanju
homogene raspodjele naboja u cijeloj otopini. Homogenu raspodjelu pozitivnih i negativnih
tockastih naboja osigurava termicko gibanje u otopini. Medutim, gibanje protuiona koji se nalaze
uz poliion je ogranieno elektrostatskim medudjelovanjem S$to onda sprjeCava i jednoliku

raspodjelu disociranih protuiona.

2.1.3.2. Debye-Hiickelova aproksimacija

Ako je elektrostatsko medudjelovanje slabo i zadovoljen je uvjet z;e < kT, tada Poisson-
Boltzmannovu eksponencijalnu funkciju mozemo razviti u Taylorov red gdje se uzimaju u obzir
samo prva dva ¢lana reda (gdje prvi ¢lan iznosi 0 zbog neutralnosti otopine) te dobivamo sljedeci

izraz:

2

Bo(r) = === > ztei (@)p(r) @

l

Radi pojednostavljivanja izraza uvodimo varijablu k:

82

K% = kT z}c; (o) 3)

l

Iz izraza 3 dobivamo lineariziranu Poisson-Boltzmannovu jednadzbu:
Ap(r) = K*p(r) (4)

Rjesenje navedene linearizirane jednadzbe daje potencijal oblika:

e—KT

(5)

X
¢ r

Veli¢ina k~1 ima dimenziju duljine i naziva se Debyeva duljina. Na udaljenostima manjim od x 1

elektrostatsko medudjelovanje je snazno, prakti¢ki Coulombsko, dok na udaljenostima ve¢ima od

6



k1 elektrostatsko medudjelovanje naglo slabi tj. eksponencijalno trne. Drugim rije¢ima, doseg
Coulombovog potencijala je konacan u otopini. Ovakvo ponaSanje potencijala je izravna
posljedica preraspodjele jednostavnih iona u otopini te kazemo da je elektrostatski potencijal u

otopini zasjenjen.

2.1.3.3 Manning-Oosawa kondenzacija

Linearna gusto¢a naboja na poliionu u polielektrolitu je velika pa uvjet z;ep < kT iz
Debye-Hickelove aproksimacije Cesto ne moze biti zadovoljen. Upravo zato postoji jako
elektrostatsko privlacenje izmedu poliionskih lanaca i protuiona iako protuioni nisu kemijski
vezani na poliion. To privlacenje rezultira pojavom kondenzacije protuiona na lancima.
Kondenzacija efektivno smanjuje linearnu gusto¢u naboja poliiona, $to onda zaustavlja i daljnju

kondenzaciju — linearna gustoca se smanjuje samo do odredene granice.

Polielektrolitski lanac?® odreden je linearnom gusto¢om naboja e/b gdje je b prosjecna

udaljenost izmedu susjednih elementarnih naboja na polielektrolitnom lancu. Slika 3. prikazuje
pojednostavljenu sliku polielektrolitne otopine za koju pretpostavljamo da je otapalo homogeno,
relativne permitivnosti ¢,, te da postoji jednolika raspodjela tockastih naboja. Poliionski lanac

opisujemo cilindrom beskonacne duljine 1 polumjera R.

Nedisocirani protuioni su ioni Koji su jos$ uvijek kemijski vezani s polilonom. Kondenzirani
protuioni su ioni koji su nastali disocijacijom s poliiona te se gibaju unutar prikazanog cilindra oko
poliiona. Slobodni protuioni su nastali disocijacijom poliiona ili iz dodane soli, a nalaze se izvan

cilindri¢cnog volumena. Koioni su nastali iz soli koja je dodana u otopinu.
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Slika 3. Prikaz protuiona koji se nalaze u cilindru oko poliiona i izvan njega?.

Iz Gaussovog teorema dobivamo izraz za elektrostatski potencijal linearne gustoce naboja €/ b:

2e

o) = Inzee b Inr (6)

gdje je r je udaljenost protuiona od lanca za koju vrijedi: r < R.

Sporo opadanje elektrostatskog potencijala s logaritamskom funkcijom ukazuje na to da
ioni osjecaju elektrostatski potencijal i na ve¢im udaljenostima $to dovodi do pojave kondenzacije
iona. Pojava kondenzacije u okviru Manning-Oosawa teorije je uvjetovana ispunjenjem zahtjeva

da Debyeva duljina mora biti puno veéa od polumjera polimera: k=1 > a(R), a s obzirom da je

-1
k=t oI, / 2 uvjet moze biti ispunjen samo u otopinama s niskom ionskom jakosé¢u.

2.1.4. Poli(dialildimetilamonijev klorid), PDADMAC

PDADMAC, kemijske formule (CsH1sNCl)n, je linearni homopolimer nastao procesom
radikalske polimerizacije dialildimetilamnijevog klorida, DADMAC, s organskim peroksidom kao
katalizatorom.
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Slika 4. Sinteza PDADMAC-a.

Specificnost ovog polimera ogleda se u mogucnosti otapanja u vodi nasuprot dotadasnjim
sintetickim polimerima koji su dobiveni polimerizacijom monomera koji sadrze vise od jedne
vinilne funkcionalne grupe. Topljiv je u vodi te je dostupan u obliku vodene otopine s masenim
udjelom izmedu 10 i 50 %. PDADMAC je jak polielektrolit uslijed ¢ega njegova gustoca naboja
ne ovisi od pH vrijednosti otopine. Spada u skupinu kationskih polimera koji se koriste u industriji
proizvodnje papira, procis¢avanju vode (vode za pice i otpadnih voda), kao sredstvo za fiksiranje
boja itd.

2.2. Deoksiribonukleinska kiselina, DNA

Molekulu DNA mozemo nazvati biopolimerom koji je vazan modelni sistem u istrazivanju
polielektrolita. Pocetak istrazivanja strukture DNA zapodinje istrazivanjima Watsona i Cricka koji
1953. godine predlozili spiralni model DNA sa specificnim uparivanjem baza. Upravo to

specifi¢no uparivanje baza omogucuje prenosenje genetske informacije.
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Slika 5. a) izgled dvostruke uzvojnice DNA, b) trodimenzionalni model molekule DNA.

DNA je polimerni lanac ¢iji su monomeri kovalentno povezani 1,5 fosfodiesterskom
vezom. DNA monomer (nukleotid) se sastoji od fosfatne skupine i od nukleozida - kombinacije
Secera (2-deoksiriboze) i pirimidinske (timin i citozin) odnosno purinske (adenin i gvanin) baze.
Pri fiziolo§kim uvjetima molekula DNA postoji kao dvostruka uzvojnica, dva polinukleotidna
lanca teku usporedno, ali u suprotnim smjerovima, zavijeni oko zajednicke osi. Okosnica Secer-
fosfat pojedinog lanca nalazi se na periferiji dvostruke uzvojnice, dok se purinske i pirimidinske
baze nalaze u unutra$njosti. Fosfatna skupina potjece od jake kiseline s pKa oko 1. Stoga ¢e u
fizioloskim uvjetima svaki fosfat biti negativno nabijen i dobit ¢emo snazno nabijeni poliion. Lanci
Se drze zajedno vodikovim vezama Koje stvaraju baze u unutra$njosti uzvojnice i van der
Waalsovim interakcijama medu bazama usporedno s osi uzvojnice. Vodikove veze u DNA nastaju
uvijek izmedu gvanina i citozina te adenina i timina. Prema tome, jedan lanac u dvostrukoj
uzvojnici komplementaran je drugome. Precizni redoslijed baza duz lanca DNA predstavlja
Sifriranu geneticku informaciju. Os dvostruke uzvojnice moze i sama biti zavrnuta tvoreéi

superzavojnicu. Superzavijena DNA ima mnogo kompaktniju strukturu od opustene DNA.
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Slika 6. Kemijski prikaz komplementarnih baza s naznaenim vodikovim vezama medu njima.

2.2.1. Sekundarna struktura DNA

DNA je izvanredno savitljiva molekula. Znacajne rotacije su moguce oko brojnih veza u
Secerno-fosfatnoj okosnici, a termicke fluktuacije mogu uzrokovati savijanje, istezanje i odvajanje

(otapanje) lanaca.

Dvolan¢ana DNA moze postojati u nekoliko razli¢itih sekundarnih struktura ovisno o
primarnoj strukturi (zastupljenost pojedinih dusi¢nih baza) ili sastavu otapala. Analizom rezultata
dobivenih difrakcijom rentgenskog zraCenja predlozena su 3 modela sekundarne strukture
dvostruke uzvojnice: A-DNA, B-DNA i Z-DNA oblik. Model Watsona i Cricka se naziva i B-
oblikom DNA ili B-DNA i najstabilnija je sekundarna struktura za nasumicnu sekvencu DNA
molekule u fizioloskim uvjetima pa je stoga referentna tocka u svakom istraZivanju svojstava
DNA. U dehidratacijskim uvjetima B-DNA podlijeZe reverzibilnoj konformacijskoj promjeni u A-
DNA koja se razlikuje od B-DNA u mnogo karakteristika kao $to su nagib (eng. pitch), duljina
potrebna za jedan kompletni okret uzvojnice ili udaljenost izmedu uzastopnih parova baza. B-
DNA je prema tome dulja i tanja u odnosu na kratku i zdepastu A-DNA koja svoje parove baza

ima smjeStene oko 0si heliksa. Z konformacija uo¢ena je kod DNA s alterniraju¢im purin-pirimidin
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dusi¢nim bazama u lancu. Takva DNA nastaje u otopinama uz prisutnost visoke koncentracije soli
(obi¢no natrijeva klorida) pri ¢emu dolazi do stabilizacije uzvojnice zbog smanjenih odbojnih sila

medu fosfatnim skupinama.

A-DNA B-DNA Z-DNA

Slika 7. Model trodimenzionalne strukture A-DNA, B-DNA i Z-DNA.

2.2.1.1. Denaturacija

Uredena sekundarna struktura DNA moze se narusiti promjenom parametara sustava poput
temperature, ionske jakosti, vrijednosti pH 1 op¢enito uvodenjem novih komponenti u sustav. Taj
proces nazivamo denaturacija. Tijekom denaturacije dvolancane DNA dolazi do razdvajanja
polinukleotidnih lanaca pri ¢emu se vodikove veze izmedu parova baza zamijenjuju vodikovim
vezama izmedu du$i¢nih baza i molekula vode. Temperatura pri kojoj je priblizno polovica
dvolan¢ane uzvojnice DNA razdvojena na pojedinacne lance nazivamo temperatura mekSanja
(eng. melting temperature, Tm). Ta vrijednost je mjera stabilnosti uzvojnice. Denaturacijom se
mijenja 1 njena apsorbancija. Naime, u ultraljubiCastom podru¢ju spektra apsorbiraju baze.
Prilikom denaturacije baze iz gusto sloZene strukture postaju razmjerno pokretne i apsorbancija
im naraste za oko 40 % na svim valnim duljinama u ultraljubi¢astom dijelu spektra. Taj uc¢inak

denaturacija na apsorpcijski spektar nazivamo hiperkromizam. Proces denaturacije je povratan,
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stoga ukoliko se parametri sustava vrate na pocetne vrijednosti ponovno ¢e se uspostaviti nativna

struktura DNA tj. molekula DNA ¢e se renaturirati.

2.2.1.2. Stabilizacija strukture DNA

Prema istrazivanju Recorda i suradnika® na stabilnost DNA, osim vodikovih veza,
hidrofobnih i van der Waalsovih interakcija, utjecu i elektrostatske interakcije. Ispitujuci utjecaj
koncentracije DNA, koncentracije Na* protuiuona, udjela Mg?* protuiona u odnosu na Na* na
temperaturu meksanja uoceno je da porastom koncentracije kationa dolazi do porasta termicke
stabilnosti DNA $to se o¢ituje kroz poviSenje temperature mekSanja pri cemu dvovalentni kationi
boje stabiliziraju uzvojnicu od jednovalentnih. Dvovalentni protuioni prilaze blize lancima DNA
i istiskuju jednovalentne, a ujedno bolje zasjenjuju sami naboj fosfatnih skupina na lancima. Pri

tome se 1 smanjuje odbijanje dvaju lanaca i1 povecava stabilnost sekundarne strukture.

2.3. Kompleksiranje polielektrolita

Proucavanje polielektrolitnih kompleksa' zapocelo je krajem 19. stoljea Kosselovim
talozenjem albumina iz jajeta protaminom. Komplekse sintetskih polielektrolita medu prvima je
istrazivao Michaels*® $ezdesetih godina 20. stolje¢a na primjeru kompleksiranja poli(4-

vinilbenzilamonijevog klorida) i poli(natrijevog stirensulfonata).

Polielektroliti u otopinama stvaraju komplekse velike vaznosti, jer pruzaju moguc¢nost da se
kombiniraju fizikalno-kemijska svojstva najmanje dva polielektrolita. Jake Coulombove
interakcije odgovorne su za stvaranje kompleksa suprotno nabijenih polielektrolita §to dovodi do
interpolimerne ionske kondenzacije. Dodatna stabilizacija putem sila kratkog dometa poput
hidrofobnih interakcija i vodikovih veza omoguéava im opstanak i u uvjetima visoke ionske
jakosti. Utjecaj van der Waalsovih sila dolazi do izraZzaja u pokusima s proteinima. Ponekad
desolvatacija uzrokuje entropijski povoljno uspostavljanje interpolimernih kompleksa dok pri
visokoj ionskoj jakosti mogu nastati kompleksi i izmedu molekula istoimenih naboja. Nastajanje
polielektrolitnog kompleksa je spontan proces, a jedan od najvaznijih parametara koji utjece na

koloidnu stabilnost nastalog kompleksa je omjer naboja komponenata. Pri odgovarajué¢im uvjetima
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navedene komplekse mozemo istaloziti. Takoder, sastav polielektrolitnih kompleksa vrlo Cesto

ovisi i o na¢inu pripreme te smjeru titracije (ukoliko se provodi titracija).

Mijesanjem polielektrolita jakih ionizirajucih skupina i sli¢nih molekulskih masa ostvaruju
se ionske interakcije izmedu gotovo svih pozitivno 1 negativno nabijenih funkcionalnih skupina te
se uocava 1:1 stehiometrija nastalog kompleksa pod nazivom stehiometrijski kompleks.
Funkcionalne skupine nestehiometrijskih kompleksa dobivenih mijesanjem polielektrolita sa
slabim ioniziraju¢im skupinama i velikom razlikom u veli¢ini, odnosno molekulskoj masi,
ostvaruju ionsku vezu i s funkcionalnim skupinama suprotno nabijenog polielektrolita, pri ¢emu

se znatan dio kompenzira protuionima.

Konacna struktura kompleksal moZe se opisati pomoéu dva modela: uredeni stepenasti
model (eng. ladder) i model nasumi¢nog klupka (eng. scrambled egg). Stvaranje uredenih
struktura ponajviSe ovisi uvjetima nastajanja kompleksa 1  preciznosti smjeStaja naboja

komponenti.

® %% @

a) b) 4]

Slika 7. a) i b) stehiometrijski kompleksi polielektrolita, c) nestehiometrijski.

Ponasanje polielektrolitnih kompleksa, medu ostalim, ovisi 0 kemijskoj strukturi

polielektrolita, pH, ionskoj jakosti, vrsti dodane soli te koncentraciji polielektrolita.
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Proces nastanka kompleksa moze se pratiti titracijskim tehnikama (potenciometrijskom,
konduktometrijskom i turbidimetrijskom titracijom), tehnikama rasprsenja svjetlosti,
elektroforetskim tehnikama i kalorimetrijski. Konduktometrijskom i potenciometrijskom
titracijom dolazimo do vise o informacijama o tijeku reakcije i sparivanju monomera suprotno
nabijenih polielektrolita dok turbidimetrija daje predodzbu o stabilnosti i veli¢ini nastalih
kompleksa. Za toc¢nija odredivanja veli¢ine potrebno je koristiti metode rasprSenja svjetlosti.
Elektroforetskim mjerenjima, koja daju informaciju o povrSinskom naboju kompleksa,
ustanovljeno je da unato¢ stehiometriji ionskog vezanja 1:1 kod jakih polielektrolita dolazi do

prenabijanja kompleksa kad se elektroliti pomijeSaju u nestehiometrijskom omjeru.

2.3.1. Kompleksi DNA s polikationima

Kompleksi DNA s kationskim polimerima koji se koriste za prijenos gena ¢esto se nazivaju
polipleksima. NajceS¢e optimirani parametar u dizajnu ovakvih vektora je omjer kationskih
funkcionalnih skupina prema anionskim. Kako su kationske funkcionalne skupine obi¢no amino
skupine, rije¢ je o N/P omjeru. Taj omjer utjee na zeta potencijal, veli¢inu te topljivost

kompleksa.®

Navedimo nekoliko eksperimentalnih rezultata koji su posluzili kao polazna stanica u

razumijevanju prirode nastalih kompleksa.

Storkle je sa suradnicima® prou¢avao kompleksiranje DNA sa suprotno nabijenim polielektrolitima
u vodenoj otopini koriste¢i metode rasprienja svjetlosti, gel elektroforezu i AFM (mikroskopija
atomskih sila, eng. Atomic Force Microscopy). Proucavani polikationi sastojali su se od
cilindri¢nih ,,Cetki“ s kvaterniziranim poli(vinilpiridin) i poli(etilenimin) bo¢nim ograncima.
Polikationi su se medusobno razlikovali po prosje¢noj molekulskoj masi koja se kretala se u
rasponu 3-10* g mol*< M,,< 1-107 g mol? te je naboj po molekuli polikationa, Z* iznosio
127 <Z* < 5500. Ukoliko je jedna od komponenti kompleksa dodana u suvisku, DNA ili
polikation, mjerenja pokazuju da nastali kompleksi koegzistiraju s nekompleksiranim molekulama
komponente u suvisku. Pritom je veli¢ina nastalog kompleksa invarijantna na promjenu
molekulske mase komponente koja nije u suvisku. Ukoliko brojnost nastalog kompleksa postane

usporediva s brojnoséu nekompleksiranih molekula tada dolazi do faznog razdvajanja. lzuzetno
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velika razlika u naboju izmedu DNA 1 polikationa dovodi do prenabijanja sustava ukoliko je proces
kompleksiranja prac¢en suviskom polikationa dok suvisak DNA tijekom kompleksiranja ima za

posljedicu mali negativni naboj kompleksa.

Polikation

Slika 8. Kompleksiranje DNA s polielektrolitima u istraziva¢kom radu Storkle i suradnika®.

Istrazivacki pothvati Fischera i suradnika donijeli su nova saznanja vezano za utjecaj
molekulske mase i gusto¢e naboja (eng. charge density) polikationa na formiranje kompleksa s
DNA. Tijekom kompleksiranja s DNA koriSteni su poli(dialildimetilamonijev klorid),
PDADMAC razli¢ite molekulske mase (5000-244000 g mol?) i DADMAC/N-metil-N-
vinilacetamid heteropolimeri razli¢itih mnozinskih udjela (24-75 %). Istrazivala se poveznica
izmedu strukture polimera, nastajanje polipleksa i stabilnosti te njihove bioloske aktivnosti.
Elektroforetska mjerenja pokazuju da povecanje molekulske mase polikationa kao i povecanje
omjera naboja, tzv. N/P omjer, pogoduju nastanku kompleksa i kondenzaciji DNA, a ujedno se
povecava mjera zaStite DNA od enzimskih i mehanickih o$tec¢enja. Rezultati mjerenja stati¢kog i
dinamickog rasprSenja svjetlosti pokazuju da svi kompleksi DNA-polikation sferne strukture,
veli¢ine 100-150 nm, tvore kompaktnije strukture povecanjem N/P omjera koja je potom stabilna
preko 24 h. Istovremeno povecanjem elektrostatskih interakcija s DNA dolazi do snaznijih
interakcija naboja sa stanicnim membranama $to implicira povecanje in Vitro citotoksi¢nosti
polikationa i njihovih kompleksa. Shodno takvom ponasanju toksi¢nosti i gotovo nemogucnosti
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otpustanja DNA iz kompleksa proizlazi zaklju¢ak da je ucinak transfekcije slabo usporediv s

drugim vrstama polikationa.

Alatorre-Meda je sa suradnicima® takoder prou¢avao kompleksiranje DNA
poli(dialildimetilamonijev kloridom), PDADMAC, i uspjesnost transformacije stanica nastalim
kompleksima. Pracen je utjecaj koli¢ine naboja polikationa, odnosno duljine lanca na stvaranje
kompleksa pri razli¢itim omjerima N/P. Rezultati konduktometrijske titracije DNA s PDADMAC-
om pokazuju da N/P omjer pri kojem je DNA potpuno vezana u kompleks vrlo malo ovisi o duljini
polikationa te iznosi 0,6 ili 0,7. Takav omjer Cesto se naziva i omjer kompaktnosti, (N/P)c.
Mjerenja vezana za odredivanje zeta potencijala na temelju izmjerene -elektroforetske
pokretljivosti kao i za veli¢ine nastalih kompleksa metodom dinamiCkog rasprSenja svjetlosti
(DLS) izvedena su pri 0,2 < N/P > 10. Rezultati pokazuju da svi kompleksi s PDADMAC-om
imaju pozitivne vrijednosti zeta potencijala pri N/P > 1 te da maksimalna vrijednost iznosi 12 mV
bez obzira na daljenje pove¢anje N/P omjera. DLS metoda pokazala se nekompetentnom metodom
za odredivanje veli¢ine nastalih kompleksa pri omjeru N/P < 1 S§to najvjerojatnije ukazuje na
¢injenicu nastanka izduZenih linearnih struktura. Unato¢ ocekivanjima da ¢e polikationi s veCom
koli¢inom naboja zajedno s DNA tvoriti komplekse manjeg radijusa ¢ine¢i strukturu kompleksa
kompaktnijom, jedan od zakljuaka ovog istraZivanja upucuje na c¢injenicu da porast duljine

polikationa dovodi do porasta veli¢ine kompleksa.

Zanimljivost u istrazivatkom radu Zhou i Li® vezana je za utjecaj prisutne soli (NaCl) u
otopini tijekom kompleksiranja. Spektroskopskim metodama proucavana je interakcija izmedu
poli(alilaminhidroklorida), PAH i DNA. Rezultati mjerenja pokazuju da se porastom ionske jakosti
smanjuje stabilnost kompleksa te da sol u otopini zasjenjuje naboje pri cemu je elektrostatsko
vezanje DNA i PAH oslabljeno. Posljedica zasjenjenja naboja je disocijacija kompleksa. Do
konformacijske promjene dolazi blizu N/P = 1, a iznad tog omjera otopina postaje zamucena §to

je vjerojatno posljedica agregacije PAH-DNA kompleksa.
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2.3.1.1. Genska terapija

Utjecaj razlicitih interakcija na stvaranje DNA-polikation kompleksa, kao 1 uvjeti
stabilnosti nastalih koloidnih kompleksa te zastita same DNA od enzimskih i mehanickih oStecenja
sustava, ucestali su predmet znanstvenih istrazivanja. Nastali kompleksi imaju i bioloSku vaznost.
Smatra se da su kompleksi DNA ili oligonukleotida s polikationima buduci preferirani sustavi u
podru¢ju genske terapije. Osnovni princip genske terapije je ubacivanje novog genetskog
materijala u stanice da bi se kompenzirala aktivnost abnormalnih gena. Ukoliko postoji mutirani
gen, on ne kodira protein Kkoji je neophodan organizmu pa se u tim slu¢ajevima moze u genom
domacina ubaciti novi, normalan gen, koji ¢e kodirati protein koji nedostaje. Terapijski geni u
organizam pacijenta unose se pomocu vektora ili direktnim ubacivanjem ogoljene DNA. Najveci
problemi genske terapije su tehnic¢ki nedostaci, jer ne postoji siguran na¢in da se novi geni ubace
u to¢no odredene stanice i da se njihova funkcija poslije insercije (umetanja) precizno kontrolira.
Stoga je cilj zamijeniti uobicajne vektore, poput plazmida, s navedenim kompleksima kako bi se

istovremeno osigurala visoka ucinkovitost transformacije stanica i niska smrtnost.

/ Vektor

DNA (gen)

Proteini

Slika 9. Novi gen ubacen vektorom u stanicu kodira protein.
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2.4. Fizikalno-kemijske metode

Metode koristene tijekom izvedbe diplomskog rada su elektroforeza i1 spektroskopija
kvazielasticnog rasprsenja svjetlosti. U ovom poglavlju bit ¢e navedene teorijske karakteristike
spomenutih metoda kao 1 pregled najvaznijih jednadzbi vezanih uz odredivanje odgovarajuéih

fizikalnih veli¢ina.

2.4.1. Elektroforeza

Vecina bioloskih makromolekula je elektriki nabijena, te ¢e se stoga gibati u elektricnom
polju. Gibanje cestice kroz otapalo pod djelovanjem elektri€énog polja naziva se elektroforezom.
Pri elektroforezi na nabijenu Cesticu djeluje elektrostatska sila kojoj se suprostavlja sila trenja
uslijed viskoznosti medija. Nalazi li se Cestica s nabojem ( u izolatorskom mediju smjestenom u
elektri¢énom polju jakosti E, Cestica e se gibati stalnom brzinom v koju odreduje ravnoteza izmedu
elektri¢ne sile i sile trenja: Fe = Fy > Eq =1fv, gdje je f koeficijent trenja odnosno mjera otpora
koji otopina (medij) pruza gibanjem nabijene molekule, te ovisi o obliku, veli¢ini i solvataciji
nabijene molekule kao i 0 viskoznosti otopine. Koristan na¢in karakterizacije makromolekula jest
upravo metoda koja se temelji na njihovoj brzini kretanja u elektricnom polju. Pomocéu ovog
svojstva mogu se odrediti molekulske mase proteina, razlikovati molekule na temelju njihovog
ukupnog naboja ili oblika, detektirati promjene nabijenog u nenabijeni aminokiselinski ostatak ili

obrnuto ili pak kvantitativno odijeliti razli¢ite makromolekule.

2.4.1.1. Elektroforetska pokretljivost

Elektroforetska pokretljivost nabijene molekule, pe (m? V1 1), definira se kao brzina, v,

po jakosti elektriénog polja, E:

()

_U
Me_E

Budu¢i da pokretljivost ovisi o koeficijentu trenja, koji je funkcija nekog od fizickih svojstava

molekule, vrijednost p bi u nacelu trebala pruzati informaciju o veli¢ini i obliku molekule.
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Medutim, medij u pravilu nije izolator nego elektrolit koji sadrzi ione te nabijena Cestica u
elektrolitu privlac¢i male ione, te je stoga okruzena rojem iona koji ju zaklanja od vanjskog
elektri¢nog polja. Nastali roj iona djelomicno se razara djelovanjem polja i gibanjem cestice kroz
medij. Teorija elektroforeze jos uvijek nije uspjela na odgovarajuéi nacin objasniti ove i neke druge
efekte zbog Cega elektroforeza ne moze pruziti detaljne informacije o strukturi makromolekula.

Zakljucno, pokretljivost ima pozitivnu vrijednost ako se Cestice gibaju prema negativnoj
elektrodi odnosno prema nizem potencijalu, a ukoliko se gibaju prema viSem potencijalu poprima

negativnu vrijednost.

2.4.1.2. Elektri¢ni medupovrsinski sloj

Raspored elektrostatskih naboja na krutoj povrsini'©

1 uravnotezavajucih naboja tekucine
naziva se elektricni medupovrsinski sloj (eng. Electrical Interfacial Layer, EIL). Elektri¢ni
potencijal povrsine ¢estice privlaci ione suprotnog naboja i na taj nacin se stvara ionska atmosfera.
Prijanjanjem Cestica neke tvari na povrSinu koloidne Cestice ostvaruje se ravnomjeran sloj
nepomi¢nih iona koji ¢vrsto prilijezu na povrSinu i suprotno nabijenih iona, zajedno tvoreci
elektri¢ni dvostruki sloj (dvosloj). Razlog nastajanja dvostrukog sloja je neelektri¢ni afinitet
naboja prema povrsini. Taj proces dovodi do nakupljanja elektricnog naboja na povrsini koji stvara
elektri¢no polje koje nadalje utjee na ione u tekucini. Nastalo elektri¢no polje u kombinaciji s
termalnim gibanjem stvara protuione koji zasjenjuju povrsinske naboje. Ukupni elektri¢ni naboj u
tom zasjenjuju¢em difuznom sloju je jednako velik kao 1 ukupni povrSinski naboj, ali suprotnog
polariteta, stoga je posljedica ukupne strukture elektricki neutralan  sustav.

Prema Helmholtzovu modelu naboj iona na povrsini metala neutraliziran je nabojem
protuiona iz otopine na udaljenosti ¢ od povrsine pri ¢emu se potencijal linearno smanjuje od
povrsine prema protuionima u otopini. U prilog tome ide 1 Columbov potencijal to¢kastog naboja
koji je obrnuto proporcionalan udaljenosti od naboja. Gouy-Chapman-Sternov model ukljucuje
Helmbholtzov model, uz odredene pretpostavke: ione aproksimira kao toCkaste naboje, elektri¢nu
permitivnost dvosloja uzima kao konstantnu vrijednost te pretpostavlja homogenost otapala na
atomskoj skali. Uzimaju¢i u obzir navedene modele, mozemo reci da se elektri¢ni dvosloj sastoji
se od unutra$njeg i vanjskog sloja. Kompaktni unutrasnji sloj, poznat kao Sternov sloj, ¢ine

suprotno nabijeni ioni vezani za povrsinu dovoljno ¢vrsto da nadilaze termicka gibanja. On privlaci
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odredeni udio suprotno nabijenih iona iz tekuce faze. Vanjski sloj sa suprotnim nabojem nalazi se
u tekucoj fazi, odnosno u disperznom sredstvu i uz samu povrsinu ¢vrste faze. Izvan toga sloja,
utjecaj elektri¢nog polja na ione je manji pa su ioni pokretni. Raspored iona od promatrane granice
eksponencijalno opada u tzv. difuznom sloju zvanom Gouy-Chapmanov sloj. Svojstva tog sloja
ovise samo o elektrostatskim interakcijama nabijenih vrsta. Karakteristi¢na duljina tog sloja je
obrnuto proporcionalna korijenu koncentracije iona u tekuéini. Stabilnost elektri¢cnog dvostrukog
sloja moguce je narusiti ukoliko se sustavu dovede energija, najcesce zagrijavanjem, koja potice
ubrzano termodinamicko gibanje Cestica. Tada se pri sudaru dvije Cestice razbijaju dotad ¢vrsto
priljubljeni slojevi iona na povrsini ¢estice i nastaju nakupine. U koloidnim sustavima na granici
izmedu dvije faze javlja se elektri¢ni potencijal kao posljedica stvaranja elektricnog dvosloja.
Prema slici 9. vidljivo je kako potencijal povrSine Cestice linearno opada u Sternovom sloju i
eksponencijalno u difuznom sloju. Granica Sternovog i difuznog sloja naziva se klizna ploha. Ta
ploha dijeli elektrokineti¢ku jedinicu od ostatka otopine. Elektrokineticka jedinica je dio otopine

uz povrsinu Cestice koji se u elektricnom polju giba zajedno s tom cesticom.

Posljedica formiranja dvostrukog sloja je kretanje koloidnih cestica kroz medij pod
utjecajem elektri¢nog polja. Pri kretanju nabijenih koloidnih ¢estica u elektricnom polju dolazi do
razdvajanja suprotno nabijenih slojeva dvostrukog sloja pri ¢emu treba savladati potencijal koji
postoji izmedu njih. Potencijal klizne plohe naziva se elektrokineticki (zeta, {) potencijal.
Elektrokineticka mjerenja, odnosno odredivanje elektrokinetickog potencijala moze se primjeniti
1 na sustave u kojima ne pratimo adsorpciju, ve¢ stvaranje kompleksa izmedu suprotno nabijenih

makromolekula.
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*  Elektriéni dvostruki sloj
| (eng. Electrical double layer)

Klizna ploha
(eng. Skpping plane)

Cestica s negativnom
nabojem povriine

H)

Sternov sloj

Difuzni sloj
-100 %

p\-'—I— Potencial povriine

iy - Potencijal Sternoveg skoja
| $le——— Zeta potencijal
\

| | s
1 e ——

o l L L] . L
Udaljenost od povrdine nabljene &astice

Slika 10. Shematska ilustracija promjene potencijala s udaljeno$éu od povrsine ¢estice®.

2.4.1.3. Odredivanje elektrokineti¢kog (zeta, {) potencijala

Zeta potencijal,  (mV), odreden je udaljeno$¢u izmedu povrsine Cestice i klizne plohe te
ovisi o svojstvima tekucine kao i1 o svojstvima povrsine. Zeta potencijal, dakle nije potencijal na
samoj povrSini Cestice, odnosno promatranog kompleksa, ve¢ potencijal na granici
elektrokineticke jedinice, odnosno na granici izmedu pokretnog i nepokretnog dijela difuznog
sloja. Njegova vrijednost direktno je proporcionalna debljini difuzijskog sloja. Elektrostatsko
odbijanje izmedu Cestica ovisi o vrijednosti zeta potencijala: §to je visi potencijal to je jaCe
odbijanje i sustav postaje stabilniji. Zeta potencijal nije izravno mjerljiv parametar, ali se moze

prema odgovarajuc¢im teorijskim priblizenjima izracunati pomocu elektroforetske pokretljivosti.
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Naime, eksperimentalno se odreduje brzina Cestica u elektricnom polju te se uz poznatu jakost

elektricnog polja prema jednadzbi (7) izracunava elektroforetska pokretljivost.

Prilikom izrade diplomskog rada za racunanje zeta potencijala na temelju elektroforetske
pokretljivosti primjenjena je teorija krutih sfera Cije se ograniCenje odnosi na bezdimenzijski
umnozak ka Koji se javlja u Debye-Huckelovoj teoriji ionskih interakcija. k je recipro¢na
vrijednost Debyejeve duljine, dok je a radijus iona. Za vecinu koloidnih sustava koristi se

jednadzba Smoluchowskog koja glasi:

SC
= — 8
He ()

uz uvjet ka >> 1 gdje je #n viskoznost, a ¢ diclektricna konstanta otapala.
Teorija Smoluchowskog vrijedi za dispergirane Ccestice bilo kojeg oblika pri bilo kojoj
koncentraciji, no ima ograni¢enja valjanosti, jer ne ukljuc¢uje Debyevu duljinu, 1, koja mora biti
vazna za elektroforezu. Medutim, teorijska analiza pokazuje da teorija Smoluchowskog vrijedi
samo za dovoljno tanke dvostruke slojeve odnosno kada je radijus Cestica mnogo veci od Debyeve
duljine. Ovaj model je vaze¢i za vecinu vodenih sistema gdje je Debyeva duljina obi¢no samo

nekoliko nanometara.

2.4.2. Spektroskopija kvazielasticnog rasprsSenja svjetlosti

Kvazielasti¢no rasprSenje svjetlosti (QELS) poznato i kao dinamicko rasprSenje svjetlosti
(DLS) je metoda za odredivanje distribucije veli€ina malih Cestica u suspenziji.

RasprSenje svjetlosti prvi je proucavao Rayleigh. Prema njemu je intenzitet rasprSene
svjetlosti, Is , na vrlo malim ¢esticama (s promjerom manjim od dvadesetine valne duljine
svjetlosti) dan jednadZbom:

8 r2m*
Is :§T[N (7) a 10 (9)

pri cemu je N broj Cestica, a polarizabilnost, 1 valna duljina zracenja, lo intenzitet upadnog
zracenja. Kad dimenzije Cestica premasuju Rayleighijev uvjet, intenzitet rasprSene svjetlosti ovisi

i 0 kutu rasprsenja (O).
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Osnovni princip rada tehnike kvazielasticnog rasprsenja svjetlosti je vrlo je jednostavan:
uzorak osvjetlimo laserskim snopom zraka pri ¢emu dolazi do rasprSenja svjetlosti. Intenzitet
rasprSenog zracenja flukturia na detektor pod to¢no odredenim kutom rasprsenja, ©. Potrebno je
znati to¢nu temperaturu tijekom mjerenja, jer viskoznost tekucine ovisi 0 njezinoj temperaturi.
Temperatura takoder treba biti stabilna, inace ¢e konvekcija struje u uzorku uzrokovati ne-slucajne
pokrete koji ¢e sprijeciti ispravnu interpretaciju veli¢ine. Brzina Brownovog gibanja je definirana
svojstvom nazvanim translacijski difuzijski koeficijent, D. Poznavanjem difuzijskog koeficijenta
1 uz odgovarajuce pretpostavke o obliku Cestica, mozemo odrediti veli¢inu Cestica. Najcesca je
pretpostavka o sfernom obliku cCestica gdje se u obzir uzima samo translacijski doprinos

koeficijenta difuzije te je njihov hidrodinamicki radijus Ry, dan Stokes-Einsteinovom relacijom:

kpT

Ry = 2L (10)

- 6mnD

gdje je k;,, Boltzmanova konstanta, T je apsolutna temperatura, n viskoznost otapala, D je difuzijski
koeficijent ¢estice. Radijus dobiven ovim postupkom je radijus sfere koja ima isti translacijski

koeficijent difuzije kao Cestica.

Tirado i suradnici! eksperimentalno su pokazali da se za fragmente DNA duljine 40-50
parova baza (pb) hidrodinamicko ponasanje podudara s ponaSanjem ravnih Stapica, cilindara. U
vodenim otopinama, zbog elektrostatskog odbijanja koje izravnava poliion to vrijedi i do nekoliko
stotina parova baza. Za razliku od izraza za difuzijski koeficijent sfernih Cestica ovdje je osim

glavne dimenzije Cestica, L., potrebno uvesti i logaritamsku ovisnost o omjeru duljine i promjera

_— L
cilindra, ==.
d

lako je metoda kvazielasti¢nog rasprSenja svjetlosti obi¢no primjenjiva za sferne Cestice
potrebno je imati na umu da navedenu metodu ne mozemo pouzdano primjenjivati u otopinama u
kojima nema dodane soli, odnosno elektrolita niske molekulske mase. U tom slu¢aju intenzitet
rasprSene svjetlosti vodenih otopina polielektrolita jedva je neSto visi od intenziteta svjetlosti

rasprSene na Cistom otapalu.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Materijali

U eksperimentalnom dijelu diplomskog rada kori$teni su sljede¢i materijali:

- DNA izolirana iz testisa lososa, My ~ 1,3-10° g mol (Sigma Aldrich)

- poli(dialildimetilamonijev klorid), PDADMAC, My, = 100 000 — 200 000 g mol*
(Sigma Aldrich)

- natrijev klorid, NaCl, p.a., Mr = 58,44 (Fluka)

- kalcijev Kklorid dihidrat, CaCl> - 2 H20, p.a., Mr = 147,02 (Riedel-de Haén)

- pufer 4- (2-hidroksietil) -1-piperazinetansulfonska kiselina, HEPES, Mr = 260,29 (Sigma
Aldrich)

- 3 standardna pufera s pH vrijednostima 3,7 i 10 (Riedel-de Haén)

Za pripremu otopina koriStena je redestilirana voda.

U svim racunima, gdje je to bilo potrebno, uzeta je vrijednost prosjecne molekulske mase

monomera 161,7 g mol=.

3.2. Metode

Kako bi ispitali utjecaj vrste soli na kompleksiranje DNA s PDADMAC-om potrebno je
pripremiti otopine odgovarajucih koncentracija i provesti postupak titracije. Titracijska mjerenja
izvodila su se u oba smjera (titracija otopine DNA s otopinom PDADMAC i obrnuto) u prisutnosti
odgovaraju¢e  soli ili pufera stalne koncentracije, ¢ =1-102 mol dm3.
Neovisno 0 smjeru titracije, za koncentracije titransa i titranda uzete su sljedece vrijednosti:
c(titrans) = 1 - 10~3 mol dm~3, c(titrand) = 1 - 10~* mol dm™3,

Tocan pH otopine DNA i otopine PDADMAC izmjeren je kombiniranom elektrodom s
referentnom Ag/AgCl elektrodom. Elektroda je prije mjerenja pH bazdarena s tri sandardna pufera.

Izmjereni pH navedenih otopina iznosio je priblizno 6.9

Komercijalna DNA je liofilizirana te je otopina takve DNA pripremljena otapanjem

odgovaraju¢e mase DNA uz mijeSanje na magnetskoj mijesalici sve dok se prestao uocavati talog,
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a to¢na koncentracija odredena je spektrofotometrijski. Koncentracija DNA racunata je na temelju
izmjerene apsorbancije pri 260 nm, Sto odgovara maksimumu apsorbancije za nukleinske kiseline.
Poznato je da 50 upg dvolanéane DNA ima pri 260 nm apsorbanciju jednaku 1.
Podatak koji je vazan pri radu s DNA je njezina Cistoca, §to se izrazava omjerom Azeo/Azgo pri

¢emu glavno onecis¢enje DNA predstavljaju protein ¢iji je maksimum apsorbancije pri 280 nm.

Cisto¢a DNA je zadovoljavajuéa ukoliko je taj omjer izmedu 1,7 i 2,0.

UV/Vis spektar otopine DNA sniman je na instrument Cary 5 UV-Vis-NIR

Spectrophotometer, Varian u intervalu od 200 — 400 nm pri temperaturi 25 °C.

3.2.1. Odredivanje veli¢ine Cestica

Prvi dio eksperimenta odnosio se na mjerenje veli¢ine Cestica kompleksa DNA-
PDADMAC nastalog titriranjem otopine PDADMAC (c(PDADMAC) = 1-10* mol dm™) s
otopinom DNA (c(DNA) = 1-10~2 mol dm™). Naime, pratio se utjecaj omjera mnozina DNA i
PDADMAC-a na hidrodinamicki promjer ¢estica kompleksa, pri ¢emu su sve navedene mnozinske
koncentracije ra¢unate po monomeru, odnosno za DNA po bazi, uz procijenjenu koli¢inu
pozitivhog naboja PDADMAC-a i negativnog naboja DNA po lancu (s obzirom na ukupnu duljinu

lanca i broj amino, odnosno fosfatnih skupina).

U drugom dijelu eksperimenta provedena je titracija u obrnutom smjeru, odnosno titracija
otopine DNA (¢ = 1-10* mol dm~2) s otopinom PDADMAC (c = 1-10~ mol dm) te je ponovo

pracen utjecaj omjera mnozina na veli¢inu nastalog kompleksa.

Mijerenja su izvedena na instrumentu Particle Size Analyzer, Brookhaven Instrument
Corporation pri temperaturi 25 °C. Otopine su medusobno mijeSane u odgovaraju¢em omjeru
direktno u kiveti za mjerenje pri ¢emu je izmedu mijeSanja i samog mjerenja proteklo 10 minuta.
Potrebno je voditi ratuna o minimalnom i maksimalnom volumenu stoga je pocetni volumen
titransa iznosio 0,2 ml, a kona¢ni volumen smjese oko 1,5 ml. Veli¢ine Cestica odredene su uz
sljedec¢e uvjete: dust filter on, dust cutoff 30 % uz pretpostavku nastajanja uniformnih sfernih

Cestica.
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3.2.2. Odredivanje pokretljivosti i elektrokineti¢kog (zeta, {) potencijala

Ponovnim provodenjem titracijskih mjerenja u oba smjera pri istim uvjetima ispitivala se
metoda odredivanja pokretljivosti i elektrokinetiCkog potencijala nastalog kompleksa DNA-
PDADMAC u prisutnosti otopina razli¢itih soli, odnosno razli¢itih kationa. Istrazivao se utjecaj
omjera mnozina DNA i PDADMAC-a na pokretljivost i elektrokineti¢ki potencijal nastalog
kompleksa tijekom titracije. Sva mjerenja takoder su napravljena u oba smjera pri ¢emu Su

koncentracije titransa i titranda ostale nepromjenjene.

Mijerenja su provedena na instrumentu Zeta Plus, Zeta Potential Analyzer, Brookhaven
Instruments Corporation. Pomicanje tekucine izazvano je vanjskim elektriénim poljem pri ¢emu
se koristi polje istosmjerne struje ili nisko frekventno (manje od 10 KHz) polje izmjeni¢ne struje.

Sva mjerenja izvedena su u kiveti s optickim putem 1 cm pri temperaturi 25 °C.
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4. REZULTATI | RASPRAVA



Utjecaj vrste soli na kompleksiranje DNA s PDADMAC-om istrazivan je metodama
elektroforeze i spektroskopije kvazielasti¢nog rasprSenja svjetlosti. Drugim rije¢ima, odredivala
se veli¢ina Cestica nastalog kompleksa, pokretljivost Cestica i zeta potencijal u otopinama razlicitih
soli (NaCl, CaCl,, HEPES). Smjer titracije takoder se promatrao kao moguci utjecaj na stvaranje
kompleksa pa su se sva mjerenja izvodila u obliku titracije u oba smjera: otopina DNA u otopini
PDADMAC i obrnuto.

4.1. Rezultati dobiveni metodom elektroforeze

4.1.1. Titracija PDADMAC-a s DNA u otopini NaCl

U prvom nizu eksperimenata titracije otopine PDADMAC s otopinom DNA mjerenja su

izvedena u prisustvu otopine NaCl, ¢(NaCl) = 1-102 mol dm™3.

4
® [ ]
3 ® § ;
L 2
NE 1
]
> 0
=00 0.1 0,2 0,3 0.4 0,5 0.6 0,7 0.8 0.9 1.0
-1 n(DNA)/n(PDADMAC)
-2
)
3 ® ° o
-4

Slika 11. Pokretljivost PDADMAC-DNA kompleksa nastalog tijekom titracije
PDADMAC-a s DNA u otopini NaCl.
c¢(PDADMAC) = 1-10“ mol dm™3, ¢(DNA) = 1-102 mol dm3,
c(NaCl) =1-102 mol dm=3; 4 =25°C
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Zeta potencijal, veli¢ina koju nije moguce direktno izmjeriti, odredena je iz brzine kretanja
Cestica u elektricnom polju, odnosno na temelju dobivenih vrijednosti pokretljivosti tijekom

kompleksiranja u otopini NaCl (slika 11.).
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Slika 12. Zeta potencijal PDADMAC-DNA kompleksa nastalog tijekom titracije
PDADMAC-a s DNA u otopini NaCl.
c¢(PDADMAC) = 1-10“ mol dm3, ¢(DNA) = 1-103 mol dm3,
c(NaCl)=1-102 mol dm™3; 6 =25°C

Naslici 11. i 12. prikazan je utjecaj otopine NaCl na pokretljivost i zeta potencijal tijekom
kompleksiranja. Nastali kompleksi sadrZze suviSak pozitivhog naboja sve do pojavljivanja
izoelektri¢ne toc¢ke pri omjeru mnozina N(DNA)/n(PDADMAC) = 0,65. Kao izoelektri¢na tocka
uzima se vrijednost omjera mnozina pri kojoj je zeta potencijal jednak nuli. Iznad navedenog
omjera pokretljivost i zeta potencijal poprimaju negativne vrijednosti, jer dolazi do prenabijanja
kompleksa, odnosno javlja se suvisak negativnog naboja. Vrijednosti zeta potencijala prikazane
na slici 12. izraCunate su iz vrijednosti pokretljivosti (slika 11.) koriStenjem jednadzbe po

Smoluchowskom ( jednadzba 8). Isti je model koriSten i za preostale izracune zeta potencijala.
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4.1.2. Titracija PDADMAC-a s DNA u otopini CaCl»

Radi usporedbe s rezultatima dobivenim tijekom kompleksiranja u otopini NaCl, gdje
disocijacijom soli nastaju jednovalentni ioni (Na*), kompleksiranje je istrazivano i za otopinu

dvovalentnih iona (Ca®*), ¢(CaClz) = 1-1072 mol dm=3.
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Slika 13. Pokretljivost PDADMAC-DNA kompleksa nastalog tijekom titracije
PDADMAC-a s DNA u otopini CaCl,.
¢(PDADMAC) = 1-10* mol dm™3, ¢(DNA) = 1-103 mol dm3,
c(CaClz) =1-102 mol dm=3; 9 =25°C

Na slici 13. vidimo kako utjecaj otopine CaCl> na pokretljivost i zeta potencijal tijekom
kompleksiranja rezultira  pojavljivanjem izoelektricne to¢ke pri  omjeru mnozina
n(DNA)/n(PDADMAC) = 0,55. Navedena vrijednost nesto je niza nego kod mjerenja
pokretljivosti PDADMAC-DNA kompleksa u otopini NaCl. Iznad navedenog omjera javlja se
suviSak DNA, odnosno suviSak negativnog naboja kompleksa gdje pokretljivost 1 zeta potencijal

poprimaju negativne.
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4.1.3. Titracija PDADMAC-a s DNA u otopini pufera

Osim utjecaja jednovalentnih, odnosno dvovalentnih iona na kompleksiranje istrazivao se

i utjecaj pufera HEPES, c(pufer) = 1-1072 mol dm3, na stvaranje kompleksa PDADMAC-DNA.
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Slika 14. Pokretljivost PDADMAC-DNA kompleksa nastalog tijekom titracije
PDADMAC-a s DNA u otopini pufera.
c¢(PDADMAC) = 1-10“ mol dm3, ¢(DNA) = 1-103 mol dm3,
c(pufer) =1-102 moldm=3; 9 =25°C

Na temelju slike 14. pojavljivanje izoelektri¢ne tocke tijekom kompleksiranja u prisutnosti
pufera mozemo ocekivati pri omjeru mnozina N(DNA)/n(PDADMAC) = 0,55, sli¢no kao i tijekom
kompleksiranja u otopini CaCl; (slika 13.). Sto je ve¢i suvisak DNA, vrijednosti pokretljivosti i
zeta potencijala poprimaju sve manje vrijednosti, s time da pokretljivost i zeta potencijal poprimaju

pozitivnije vrijednosti u oba podrucja tijekom kompleksiranja u otopini CaClz nego u puferu.
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4.1.4. Usporedba utjecaja vrste soli na kompleksiranje tijekom titracije s DNA

Usporedbom rezultata dobivenih tijekom titracije otopine PDADMAC s otopinom DNA u

otopinama razli¢itih soli (NaCl, CaCl. i pufer) dobivamo bolji uvid na koji nacin i pri kojim

uvjetima odredeni kationi utjeCu na kompleksiranje.
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Slika 15. Utjecaj vrste soli na pokretljivost PDADMAC-DNA kompleksa nastalog tijekom

titracije PDADMAC-a s DNA u otopinama razli¢itih soli.
¢(PDADMAC) = 1-10* mol dm=3, ¢(DNA) = 1-10~3 mol dm3,
c(sol) =1:102 moldm=3; 4 =25°C
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Vaznost pracenja pokretljivosti, odnosno zeta potencijala o€ituje se u pojavljivanju
izoeletricne tocke. Istrazivanje uvjeta pri kojima su kompleksi neutralni spada medu glavne

predmete interesa u ovom diplomskom radu.
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Slika 16. Utjecaj vrste soli na zeta potencijal PDADMAC-DNA kompleksa nastalog tijekom
titracije PDADMAC-a s DNA u otopinama razli¢itih soli.
¢(PDADMAC) = 1-10* mol dm™3, ¢(DNA) = 1-103 mol dm3,
c(sol) =1:102 moldm=3; 9 =25°C

U podrucju omjera mnozina do 0,5 nije uocena znacajna razlika izmedu sustava u
otopinama razlicitih soli (razlika je u okviru eksperimentalne pogreske). U podru¢ju omjera iznad
0,6, gdje su kompleksi negativno nabijeni, vrijednosti pokretljivosti, a time i zeta potencijala, su
vise (pozitivnije) u slucaju otopine CaClz u odnosu na otopinu NaCl i pufer. Stoga, najveci utjecaj
soli vidi se upravo u negativhom dijelu kada je DNA u suvisku, odnosno kad su kompleksi

negativno nabijeni.
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4.1.5. Titracija DNA s PDADMAC-om u otopini NaCl

Promjena smjera titracije takoder se promatrala kao moguéi utjecaj na stvaranje kompleksa
DNA-PDADMAC. Poznato je da smjer titracije utjeCe na nastajanje polielektrolitnih kompleksa
§to je pokazano na primjeru kompleksiranja poli(alilamonijevog) klorida’? , kao i na
kompleksiranje u sustavu lizozim natrijev poli(stirensulfonat)*®. Titracijom otopine DNA s
otopinom PDADMAC u otopini NaCl, ¢(NaCl) = 1-102 mol dm™3, dobiveni su sljedeéi rezultati
pokretljivosti:
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Slika 17. Pokretljivost PDADMAC-DNA kompleksa nastalog tijekom titracije
DNA s PDADMAC-om u otopini NaCl.
¢(PDADMAC) = 1-102 mol dm?, ¢(DNA) = 1-10~* mol dm?,
c(NaCl) =1-102 mol dm?®; 9 =25°C

Na temelju slike 17. opazamo kako promjenom smjera titracije vrijednosti pokretljivosti i
zeta potencijala kompleksa u otopini NaCl prvo poprimaju negativne vrijednosti. Povecanjem
udjela PDADMAC-a tijekom kompleksiranja vrijednosti pokretljivosti i zeta potencijala su sve
pozitivnije, no ako usporedujemo apsolutne vrijednosti u oba podru¢ja primje¢ujemo kako su te

vrijednosti dosta sli¢ne Izoelektri¢na tocka se nalazi pri omjeru n(PDADMAC)/n(DNA) = 0,55.
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4.1.6. Titracija DNA s PDADMAC-om u otopini CaCl2

Za usporedbu s rezultatima dobivenim u otopini NaCl (slika 21. i 22.) istrazivan je utjecaj

promjene smjera titracije i tijekom kompleksiranja u otopini CaCly, ¢(CaClz) = 1-102 mol dm™3.
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Slika 18. Pokretljivost PDADMAC-DNA kompleksa nastalog tijekom titracije
DNA s PDADMAC-om u otopini CaCl..
c¢(PDADMAC) = 1-10° mol dm™3, ¢(DNA) = 1-10* mol dm3,
c(CaClz) =1-102 mol dm=3; 9 =25°C

Slika 18. zorno prikazuju kako se tijekom kompleksiranja u otopini CaClz izoelektri¢na
tocka postize pri vrlo niskom omjeru mnozina, N(PDADMAC)/n(DNA) = 0,3, $to je bitno niza
vrijednost nego u sluc¢aju otopine NaCl (slika 19. i 20.). lznad navedenog omjera vrijednosti

pokretljivosti i zeta potencijala naglo rastu.

U literaturnom pregledu navedeno je istrazivanje Recorda i suradnika® prema kojem
dvovalentni protuioni prilaze blize lancima DNA 1 pritom bolje zasjenjuju naboj fosfatnih skupina

na lancima, nego kad se DNA nalazi u otopini NaCl.
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4.1.7. Titracija DNA s PDADMAC-om u otopini pufera

Rezultati mjerenja pokretljivosti i zeta potencijala tijekom titracije otopine DNA s

otopinom PDADMAC u otopini pufera prikazani su na slici 19.
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Slika 19. Pokretljivost PDADMAC-DNA kompleksa nastalog tijekom titracije
DNA s PDADMAC-om u otopini pufera.
¢(PDADMAC) = 1-103 mol dm™3, ¢(DNA) = 1-10* mol dm3,
c(pufer) =1-102 moldm=3; 4 =25°C

Kod rezultata prikazanih na slici 19 moze se uociti kako povecanjem udjela PDADMAC-
a vrijednosti pokretljivosti i zeta potencijala postepeno rastu. Znacajniji rasap to¢aka ukazuje na
slabiju reproducibilnost. Izoelektri¢na tocka je procijenjena na n(PDADMAC)/n(DNA) = 0,55,

slicno kao i tijekom kompleksiranja u otopini NaCl (slika 17.).
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4.1.8. Usporedba utjecaja vrste soli na kompleksiranje tijekom titracije s PDADMAC-om

Istrazivati utjecaj promjene smjera titracije u potpunosti je opravdan. Na temelju teorijskih
saznanja jasno je kako ¢e navedena promjena utjecati na pozitivne i negativne vrijednosti
pokretljivosti i zeta potencijala kompleksa (u kojem podruc¢ju ¢e kompleksi biti pozitivno nabijeni,
au kojem negativno nabijeni), no u fokusu se nalazi moguca promjena uvjeta pri kojima uocavamo

1izoelektriénu tocku.
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Slika 20. Pokretljivost PDADMAC-DNA kompleksa nastalog tijekom titracije
DNA s PDADMAC-om u otopinama razli€itih soli.
c¢(PDADMAC) = 1102 mol dm™3, ¢(DNA) = 1-10* mol dm3,
c(sol) =1:102 moldm=3; 4 =25°C
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Slika 21. Zeta potencijal PDADMAC-DNA kompleksa nastalog tijekom titracije
DNA s PDADMAC-om u otopinama razli€itih soli.
c¢(PDADMAC) = 1-10° mol dm™3, ¢(DNA) = 1-10* mol dm3,
c(sol) =1:102 moldm=3;9 =25°C

Rezultati dobiveni titracijom DNA s PDADMAC-om upucuju na sliéno ponaSanje
kompleksa u otopini NaCl i puferu kao $to je to bilo prilikom titracije s DNA (slika 15. i 16.).
Istaknimo kako su navedeni rezultati u skladu s rezultatima dobivenih u ranijim istrazivanjima®
utjecaja ionske jakosti na kompleksiranje DNA i PDADMAC-a gdje je pokazano da ionska jakost
ima utjecaj na izoelektri¢nu tocku zeta potencijala u sustavima PDADMAC-DNA. Porastom
ionske jakosti dolazi do sustavnog pomaka izoelektricne tocke u smjeru vec¢eg udjela DNA. Uoceni
efekt je ocekivan, jer sol prisutna u sustavu zasjenjuje naboje funkcionalnih skupina i otezava
kompleksiranje. Pri viSim ionskim jakostima potrebno je vise DNA za kompleksiranje, stoga je
postizanje izoelektri¢ne to¢ke u otopini CaCly pri dosta nizem mnozinskom omjeru posve

oc¢ekivano.
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4.2. Rezultati dobiveni metodom kvazielasti¢nog rasprsenja svjetlosti
4.2.1. Titracija PDADMAC-a s DNA u otopini NaCl

Titracijska mjerenja u otopinama razli¢itih soli posluzila su i1 za prac¢enje odnosa veli¢ina
kompleksa. Na slici 25. prikazane su srednje vrijednosti promjera kompleksa u otopini NaCl
tijekom titracije otopine PDADMAC s otopinom DNA.
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Slika 22. Hidrodinami¢ki promjer PDADMAC-DNA kompleksa nastalog tijekom titracije
PDADMAC-a s DNA u otopini NaCl.
c¢(PDADMAC) = 1-10“ mol dm3, ¢(DNA) = 1-103 mol dm3,
c(NaCl)=1-102 moldm=3; 4 =25°C

Na slici 22. opazamo kako se veli¢ina kompleksa ne mijenja znac¢ajno do omjera mnozina
n(DNA)/n(PDADMAC) = 0,9, sto ukazuje na ¢injenicu da u tom podrucju nastaju novi kompleksi,
a ne dolazi do rasta (agregacije) postojecih. Pri n(DNA)/n(PDADMAC) = 1 dolazi do naglog

porasta veli¢ine kompleksa, odnosno do procesa flokulacije.
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4.2.2. Titracija PDADMAC-a s DNA u otopini CaCl;

Rezultati mjerenja dobiveni tijekom kompleksiranja u otopini CaCl. pokazuju kako
prisutnost dvostruko veceg naboj iona disocirane soli utjeCe na veli¢inu nastalih kompleksa

tijekom titracije otopine PDADMAC s otopinom DNA.
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Slika 23. Hidrodinami¢ki promjer PDADMAC-DNA kompleksa nastalog tijekom titracije
PDADMAC-a s DNA u otopini CaCl..
c¢(PDADMAC) = 1-10“ mol/dm?, ¢(DNA) = 1-10° mol/dm?,
c¢(CaCl) =1-102 mol/dm®; 9 =25°C

Slika 23. ukazuje na isti trend ponasanja srednje veli¢ine promjera kompleksa u otopini CaClz kao
i tijekom kompleksiranja u otopini NaCl (slika 22.) s time da su kompleksi u otopini CaCl; gotovo
dvostruko ve¢i od onih u otopini NaCl, dok se nagli porast uofava pri slicnom omjeru,

n(DNA)/n(PDADMAC) = 1.
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4.2.3. Titracija PDADMAC-a s DNA u otopini pufera
Kompleksiranje u prisutnosti otopine pufera takoder utje¢e na veli¢inu kompleksa, a

dobiveni rezultati mjerenja prikazani su na slici 24.
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Slika 24. Hidrodinami¢ki promjer PDADMAC-DNA kompleksa nastalog tijekom titracije
PDADMAC-a s DNA u otopini pufera.
c¢(PDADMAC) = 1-10“ mol dm3, ¢(DNA) = 1-103 mol dm3,
c(pufer) =1-102 moldm=3; 4 =25°C

Na slici 24. opazamo kako je raspon veli¢ina kompleksa u puferu pri svim omjerima vrlo
sli¢an rasponu veli¢ina u otopini NaCl (slika 22.) te najvece komplekse mozemo ocekivati pri
n(DNA)/n(PDADMAC) = 1. Sli¢no ponaSanje je na neki nacin i logi¢no, jer je HEPES anion
relativno velik 1 zbog sterickih razloga ne moze se u vecoj koli¢ini vezati na lance PDADMAC-a

te utjecati na reakciju DNA/PDADMAC dok je kation u HEPES-u isto Na™.
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4.2.4. Usporedba utjecaja vrste soli na veli¢inu kompleksa tijekom titracije s DNA

Odnos veli¢ina kompleksa, kao i1 uvjeti nastajanja najveéih kompleksa tijekom titracije

otopine PDADMAC s otopinom DNA u otopinama razli¢itih soli, prikazan je na slici 25.
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Slika 25. Utjecaj vrste soli na hidrodinamicki promjer PDADMAC-DNA kompleksa nastalog
tijekom titracije PDADMAC-a s DNA u otopini razli¢itih soli.
¢(PDADMAC) = 1-10* mol dm™3, ¢(DNA) = 1-103 mol dm3,

c(sol) =1:102 moldm=3;9 =25°C

Na temelju slike 25. moZemo zakljuéiti kako tijekom titracije s DNA vrijednosti veli¢ina
kompleksa prije naglog porasta bitno su vec¢e u otopini CaCl> nego u otopini NaCl ili pufera.
Unato¢ tome, nema znacajne razlike u omjerima mnozina za sve tri otopine pri kojima dolazi do

naglog porasta velicine PDADMAC-DNA kompleksa.
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4.2.5. Titracija DNA s PDADMAC-om u otopini NaCl

Kao i tijekom mjerenja pokretljivosti i zeta potencijala, istrazivan je i moguci utjecaj
Smjera titracije na veli¢inu kompleksa nastalih tijekom titracije. Na slici 26. prikazani su rezultati
mjerenja dobiveni titracijom otopine DNA s otopinom PDADMAC u otopini NaCl,
c(NaCl) = 1-1072 mol dm™3,
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Slika 26. Hidrodinami¢ki promjer PDADMAC-DNA kompleksa nastalog tijekom titracije DNA
s PDADMAC-om u otopini NaCl.
c¢(PDADMAC) = 1-10° mol dm™3, ¢(DNA) = 1-10* mol dm3,
c(NaCl)=1-102 moldm=3; 9 =25°C

Na slici 26. teSko mozemo uociti da se dogodio znaajni porast vrijednosti veli¢ina
kompleksa tijekom kompleksiranja u odnosu na titraciju u suprotnom smjeru (slika 22.), sto
upucuje na razli¢it ishod reakcije u ta dva smjera. Jedan od uzroka takvog ponasanja moze biti 1

razlika u molekulskoj masi/duljini lanca DNA i PDADMAC.
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4.2.6. Titracija DNA s PDADMAC-om u otopini CaCl;

S obzirom da su tijekom titracije s otopinom DNA u otopini CaCl. (slika 23.) nastali
kompleksi veéeg hidrodinamickog promjera, zanimljivo je pogledati hoée li se jednaka promjena
u velicini  kompleksa dogoditi i tijekom titracije s otopinom PDADMAC,
c¢(CaClz) = 1-102 mol dm=3.
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Slika 27. Hidrodinamicki promjer PDADMAC-DNA kompleksa nastalog tijekom titracije DNA
s PDADMAC-om u otopini CaCl,.
c¢(PDADMAC) = 1102 mol dm3, ¢(DNA) = 1-10"* mol dm3,
c¢(CaClp) =1-102 mol dm?; # =25°C

Na slici 27. primjecujemo kako je nagli porast prosjecne vrijednosti veli¢ina kompleksa u
otopini CaCl> uslijedio pri n(PDADMAC)/n(DNA) = 0,55. Usporedbom s rezultatima veli¢ine
kompleksa u otopini NaCl (slika 26.), opet mozemo zakljuciti kako je veli¢ina kompleksa u otopini
CaCl; znatno veca pri svim mnozinskim udjelima PDADMAC-a u otopini. Slican zakljucak

donesen je tijekom titracije U suprotnom smjeru (slika 23.).
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4.2.7. Titracija DNA s PDADMAC-om u otopini pufera

Vode¢i se rezultatima mjerenja dobivenih tijekom titracije s otopinom PDADMAC u
otopini NaCl, a potom i u otopini CaCly, istrazivan je i utjecaj promjena smjera titracije na veli¢inu

kompleksa gdje je tijekom kompleksiranja prisutan pufer, c(pufer) = 1-102 mol dm™,
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Slika 28. Hidrodinamicki promjer PDADMAC-DNA kompleksa nastalog tijekom titracije
DNA s PDADMAC-om u otopini pufera.
¢(PDADMAC) = 1-103 mol dm™3, ¢(DNA) = 1-10* mol dm3,
c(pufer) =1-102 moldm=3; 9 =25°C

Na slici 28. uoCavamo nagli porast vrijednosti veli¢ina Cestica kompleksa u puferu pri
n(PDADMAC)/n(DNA) = 0,9. Kao i tijekom prethodnih rezultata (slika 26. i 27.), prije naglog
porasta vrijednost veli¢ina Cestica nije pokazivala znacajne oscilacije, hidrodinamicki promjer
nalazio se u intervalu oko 200 nm. lako je tijekom titracije PDADMAC-a s DNA uoc¢ena mala
razlika u hidrodinami¢kom promjeru kompleksa u otopini NaCl i pufera pri svim omjerima (slika
25.), u sluc¢aju kada je PDADMAC titrans razlika u navedenim otopinama je ipak izrazenija. (slika
26. 1 28).
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4.2.8. Usporedba utjecaja vrste soli na veli¢inu kompleksa tijekom titracije s PDADMAC-om

Usporedbom rezultata veli¢ine kompleksa nastalih tijekom titracije otopine DNA s
otopinom PDADMAC dobivamo uvid kako vrsta soli utje¢e na odnos veli¢ine kompleksa.

3000 1 @ natrijev Klorid
n Bkalcijev klorid
2500 -
@ pufer
2000 -
=
£ 1500 -
&
1000 -|
. }
500 - [ | mn®a® °
. $ * *
® ¢ 9 ¢ e  J
0 T T T T T T T T T T 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2
n(PDADMAC)/n(DNA)

Slika 29. Utjecaj vrste soli na hidrodinamicki promjer PDADMAC-DNA kompleksa nastalog
tijekom titracije DNA s PDADMAC-om u otopini razli¢itih soli.
c¢(PDADMAC) = 1-10% mol dm3, ¢(DNA) = 1-10 mol dm?,
c(sol) =1-102 mol dm®; 6 =25°C

Na temelju slike 29. rezultati dobiveni titracijom DNA s PDADAMC-om upucuju na zakljucak
kako najveé¢i kompleksi nastaju u otopini CaCl; pri svim omjerima mnozina PDADMAC/DNA.
Napomenimo kako su najvec¢i kompleksi nastali u otopini CaCl i tijekom titracije s DNA (slika
om. U veé spomenutom istrazivanju*® (komentar ispod slike 21.) pokazano je kako pri svim
udjelima DNA najve¢i kompleksi nastaju pri najviSoj ionskoj jakosti te da razli¢ite ionske jakosti
ne utjeCu na N/P omjer pri kojem se nalazi najveci prosjecni promjer Cestica. Navedeni rezultati
istrazivanja djelomi¢no su u skladu s rezultatima dobivenim u ovom diplomskom radu gdje je efekt

povecanja ionske jakosti u tom istrazivanju sli¢an efektu pove¢anja nabojnog broja pojedinih iona.
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5. ZAKLJUCAK



Eksperimentalni rezultati dobiveni u ovom radu pokazuju da ispitivani parametri (vrsta soli
I smjer titracije) utjeCu na nastajanje kompleksa PDADMAC-DNA i da koriStene metode daju
korisne informacije o ispitivanim sustavima. Tijekom titracije PDADMAC-a s DNA jasno je
vidljivo da nema izrazite razlike u rastu promjera kompleksa povec¢anjem udjela DNA za otopine
razli¢itih soli sve do n(DNA)/n(PDADMAC) = 1. Pokazano je kako do naglog porasta veli¢ine
dolazi pri slicnom omjeru u sva tri sustava. Prema o¢ekivanjima, prisutnost otopine CaCl tijekom
kompleksiranja uzrokovalo je znatno vece komplekse pri omjerima nizim od 0,9. Nadalje,
istrazujuéi utjecaj smjera titracije na kompleksiranje DNA s PDADMAC-om uvideno je kako
tijekom titracije DNA s PDADMAC-om komplekse najveéeg promjera mozemo takoder oc¢ekivati
u otopini CaCly, Utjecaj kalcijevih iona na promjer kompleksa izrazeniji je tijekom titracije u tom
smjeru u odnosu na suprotni. Medutim, omjeri mnozina pri kojima nastaju najve¢i kompleksi

razli¢iti sU za promatrane otopine.

Ispitivani parametri utjeu i na pokretljivost, a samim time i na zeta potencijal tijekom
kompleksiranja. Titracijom PDADMAC-a s DNA sustav je prvotno pozitivho nabijen (zbog
suviSka polikationa) gdje se uocena razlika u vrijednostima pokretljivosti i zeta potencijala u
otopinama razli¢itih soli nalazi u okviru eksperimentalne pogreske. Izoelektri¢na tocka postignuta
je pri istom omjeru mnozina u otopini CaClz i pufera, no prisutnost otopine NaCl tijekom
kompleksiranja utjeCe na (manji) pomak izoelektri¢ne tocke udesno, prema vec¢em udjelu DNA.
Promjenom smjera titracije tijekom kompleksiranja izoelektri¢na tocka postize se pri istom omjeru
(n(PDADMAC)/n(DNA) = 0,55) za otopinu NaCl i pufer, no pojavljivanje izoelektri¢ne tocke u
prisutnosti otopine CaClz opazamo pri vis§im udjelima DNA, odnosno pri nizem omjeru. Uoceni
efekt je ocekivan, jer sol u otopini otezava stvaranje kompleksa zbog toga Sto ioni nastali
disocijacijom soli zasjenjuju naboje funkcionalnih skupina polielektrolita 1 otezava

kompleksiranje. Zasjenjenje naboja jace je tijekom kompleksiranja u otopini CaCls.
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7. POPIS KRATICA



DNA
PDADMAC
AFM

EIL

QELS

DLS

HEPES

deoksiribonukleinska kiselina
poli(dialildimetilamonijev klorid)
mikroskopija atomskih sila
elektri¢éni medupovrsinski sloj
kvazielasti¢no rasprSenje svjetlosti
dinamicko rasprsenje svjetlosti

4- (2-hidroksietil) -1-piperazinetansulfonska kiselina

49



8. METODICKI DIO
MOTIVACIJA U NASTAVI KEMIJE — STUDIJA SLUCAJA



8.1. Uvod

Ucenje 1 poucavanje predmeta kemije temelji se na stjecanju znanja i vjeStina putem slozenih
kognitivnih procesa opazanja, znanstvene komunikacije (prikazivanje opazenoga i rasprava) te
rasudivanja (analiza rasprave, vrednovanje i donosenja zakljucaka). Uce¢i kemiju, ucenici osim
kemijskih spoznaja koja su temelj razumijevanja pojava u zivome i nezivome svijetu na cesti¢noj
razini razvijaju sposobnost kritickoga misljenja o sebi samima te o neposrednome i globalnome
okruzenju.! Uspjesna provedba nastave kemije zahtjeva visoki stupanj motivacije i nastavnika i
ucenika. Motivacija za ucenje oblikuje se tijekom vremena na temelju u¢enikovog iskustva sa
sadrzajem predmeta i njegovih interpretacija tih iskustava. Zadaca je svakog ucitelja/nastavnika
da odabire strategije, metode i postupke poucavanja kojima moze pobuditi situacijski interes kako
bi moglo do¢i do razvoja osobnog interesa za podrucje poucavanja. Uzimajuéi u obzir kako
uspjeSno poucavanje ponajviSe ovisi o metodologiji nastavnika vazno je potaknuti buduceg
nastavnika na promisljanje nastave kemije utemeljene na pokusu i ucenju otkrivanjem pri

poucavanju temeljnih kemijskih koncepata..

Ucenje otkrivanjem naziva se i iskustveno ucenje, jer se do spoznaje dolazi vlastitim iskustvom.
Ucenje otkrivanjem sluzi se trima metodama: istraZivanjem, projektom i simulacijom. Studija
slu¢aja je nastavni postupak koji zahtjeva uéenje kroz rjeSavanje problema i dobar je alat u

motivaciji uc¢enika.

Cilj metodickog dijela ovog diplomskog rada je predloziti provedbu nastavne jedinice Elektroliza,
kroz nastavni dvosat u kojem su ciljana obrazovna postignuca primjerena uzrastu ucenika treceg
razreda gimnazije i povezana s opazanjima iz provedenih pokusa. Nastavna priprema temeljit ¢e
se na studiji slucaja (detektivska pri¢a) i metodickom oblikovanju odabranih pokusa. Studija
slucaja je nastavni postupak koji zahtjeva ucenje kroz rjeSavanje problema i dobar je alat u
motivaciji uenika. Uz radni listi¢ predloZena je priprema za nastavnike koja ¢e olaksati planiranje

nastavnog sata.
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8.2. Motivacija i u¢enje

Pod pojmom motivacija podrazumijevamo sve $to ovjeka pokrece na aktivnost, odnosno S§to
odreduje njezin smijer, intenzitet i trajanje.? Motivacija ¢ovjeka usmjerava k ostvarenju odredenog
cilja, a s ciljem zadovoljavamo potrebu. Motivacija je vrlo Cesto neuhvatljiva u nastavnom
procesu, jer je njenu dinamicnost, korelativnost s drugim faktorima i sveobuhvatnost tesko pratiti.
No, treba imati na umu da bez motivacije tijekom nastave tj. motivacije njenih neposrednih
sudionika nema valjanog odgojno-obrazovnog ucinka. Motivacija temeljena na interesu ima
pozitivne u¢inke na kvalitetu 1 kvantitetu sadrzaja koji se u€e. S obzirom da se pod pojmom interes
podrazumijeva usmjerenost paznje prema onomu $to odgovara vlastitim potrebama, teZznjama,
sklonostima i navikama, korisno je znati kako metodicki oblikovati nastavu i prilagoditi nastavne
materijale kako bi se potaknuo razvoj uéeni¢kog interesa. Prema modelu razvoja interesa® postoje

Cetiri faze razvoja interesa:

1. Pobudeni situacijski interes - odnosi se na psiholosko stanje interesa koji proizlazi iz
kratkoro¢nih promjena u afektivnim i kognitivnim obradama. Mogu ga potaknuti podrazaji
iz okoline ili obiljezja gradiva poput iznenadujucih informacija, osobna vaznost i intenzitet.

2. Odrzavani situacijski interes - situacijski interes se zadrzava putem smislenih
zadataka/aktivnosti 1/ili putem osobne ukljucenosti. Ukljucuje usmjerenu paznju i upornost,
a mogu potaknuti naknadno bavljenje istom aktivnos¢u i daljnji razvoj interesa.

3. Pocetni osobni interes — karakteriziraju ga pozitivni osjecaji, usvojeno predznanje i
vrijednosti. Ucenik slobodno odabire baviti se tim aktivnostima, stvara nova pitanja iz
znatizelje te ulaze trud koji mu nije naporan.

4. Zreli osobni interes — u pravilu je izazvan unutarnjim poticajima, ali ne uvijek. Osim §to
poprima obiljezja prethodne faze (pocetni osobni interes) opisuje bavljenje dugoro¢nim i
kreativnim aktivnostima, stvaranje viSe razli€itih vrsta strategija koje omogucuju dubinsko
procesiranje. Poti¢e se samoregulacija.

Situacijski interes stimulira se nastavnim aktivnostima. Stvaraju ga odredene akcije kao Sto su
istrazivacki rad, rad na eksperimentu i/ili konkretni objekti kao zanimljiv film, tekst i sl. Za razliku

od osobnog interesa koji je relativno stalan, situacijski interes ostaje postojan toliko dugo koliko

o1



ga okolina poti¢e. U razrednom okruZzenju situacijski je interes uglavnom pod utjecajem

nastavnika.

Ucenje je aktivnost (iskustvo) kojom pojedinac postiZe relativnu trajnu promjenu svog ponasanja
pod utjecajem primljenih i preradenih informacija.* U&enje uvijek predstavlja integraciju osjetilno-
prakti¢nog i misaono-teorijskog. Sto god da ¢ini, ¢ovjek (nesvjesno ili svijesno) generalizira. Zbog
toga €in postaje iskustvom, ne€im $to se moze koristiti i kasnije u razli¢itim situacijama. Za veéinu
ucenika u¢enje podrazumijeva paméenje. Rezultat takvog nacina razmisljanja je odbojnost prema
nastavi, a samim time i prema nastavniku koji se vrlo ¢esto u razredu susrece s pitanjem: ,,Zasto
pamtiti neSto $to ¢u ve¢ do sutra zaboraviti?“ Prema kriticko-konstruktivnoj didaktici razvoj
autonomije licnosti osnovni je cilj obrazovanja. Poucavanje i ucenje je proces interakcije u kojem
ucenici uz podrS$ku nastavnika samostalno usvajaju odredene forme znanja, vrednovanja i
djelovanja. Primarni zadatak obrazovanja jest uvesti mladog Covjeka u svijet znanstvenoga
poimanja i razumijevanja procesa koji vladaju u prirodi i drustvu. Izvedba navedenog zadatka
obrazovanja zahtjeva angaziranog i motiviranog nastavnika koji ima ulogu voditelja nastave

primjenjujuci pojedine forme nastave ovisno o ciljevima i sadrzajima nastave i uzrastu ucenika.

U tradicionalnom pristupu nastave, gdje je fokus nastavnika na materijalu koji predaje, ucenici su
1zloZeni tzv. akumuliranom znanju. Taj oblik pou€avanja pokazao se djelotvornim za prenosenje
informacija, odnosno u okvirima prirodnih znanosti, djelotvornim samo za usvajanje znanja o
zakonitostima prirode. Postalo je jasno da je znanje iskljucivo rezultat osobnog nastojanja tj.

ucenja pojedinca.

Niz spoznaja utemeljenih na istraZivanjima djelotvornosti predavanja kao oblika nastave dovela
su do suvremenog pristupa. Pod pojmom suvremena nastava podrazumijeva se poucavanje koje
potice u€enje, a vazan preduvjet za takav oblik nastave je kvalitetan odnos izmedu nastavnika 1
ucenika usmjeren unapredenju mentalnog, socijalnog 1 afektivnog razvoja ucenika. Napomenimo
da strategije ucenja i strategije poucavanja ne opisuju jednaku aktivnost. Glavna razlika je $to
ucenje predstavlja pronalazak rjeSenja na problem i zaklju¢ivanje vlastitom aktivnos$¢u dok kod
poucavanja problem takoder postoji, ali postoje gotovi odgovori koji nisu steCeni vlastitom
aktivno$éu.! Temelji suvremene nastave zasnivaju se na otkrivanju i usvajanju znanja na nadin da
¢ine cjelovit i logicki sustav. Kada bismo povukli paralelu s izjavom Albert Einsteina: ,,Vazno je

nikad ne prestati postavljati pitanja.* dosli bi do zakljucka da suvremenu nastavu odlikuje visoki
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stupanj interakcije izmedu znatizeljnih i motiviranih ucenika s kvalitetnim nastavnikom.
Karakteristike kvalitetnog nastavnika predmet su mnogih istrazivanja, jer se nastavnik smatra
glavnom karikom u provodenju idealne suvremene nastave. Pokazalo se da dobar nastavnik dobro
strukturira predavanja uzimajuc¢i u obzir razinu znanja svojih ucenika, omogucuje interakciju
ilustriraju¢i ono o ¢emu govori, osigurava vrijeme za dodatna objaSnjenja, pitanja, ponavlja glavne
ideje te ucestalo uvodi raznolikost u nacinu poucavanja. S obzirom da su na¢in poucavanja i razvoj
uceni¢kih kompetencija usko povezani, provedba suvremene nastave omogucuje razvijanje
sposobnosti razumijevanja, rjeSavanja problema i prakti¢ne primjene znanja uz stjecanje umijeca

koja pridonose kvaliteti Zivljenja u¢enika u suvremenom svijetu.

Ne postoji univerzalna nastavna metoda kojom bi svatko mogao uciti odnosno kojom bi se svakoga
moglo poucavati. Odabir metode treba biti zasnovano na €injenici da je nastavna metoda jedno
smisljeno racionalno postupanje (nastavnika i ucenika-poucavanja i ucenja) kojemu je svrha sto je
viSe moguce iskoristiti sposobnosti misljenja i ucenja odnosno aktualizirati potencijale ucenika s
ciljem postizanja veéeg i boljeg znanja kao i ukupan razvoj li¢nosti uéenika.* Uspjesno poucavanje
usmjereno uceniku i razvoju njegovih kompentencija posljedica je kombinacije metoda izravnog
predavanja, koje dominira u tradicionalnoj nastavi, s metodama suvremene nastave kao $to su
suradnicko ucenje, grupna rasprava i problemska nastava s individualnim istrazivanjima ili

grupnim projektima.

Tijekom izrade diplomskog rada paznja ¢e biti posvecena problemskoj nastavi tj. nastavi ucenja
otkrivanjem gdje ¢e se proucavati primjena studije sluCaja kao jedna od metoda izvodenja

problemske nastave u suvremenom nacinu poucavanja.
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8.3. Problemska nastava

Jedna od najvaznijih zadaca nastave kemije, fizike 1 biologije jest razviti interes ucenika prema
prirodnim znanostima kako bi lakse razumijeli svijet oko sebe i shvatili da se suvremena
civilizacija temelji na primjeni znanja iz prirodnih znanosti.* Primarni zadatak u¢enja kemije treba
biti razvijanje svijesti u svakog pojedinca o potrebi o¢uvanja prirodnih uvjeta za vlastiti zivot, a to
podrazumijeva stjecanje odgovarajucih znanja i navika. Prema tome, nastavnik mora uvidjeti da
nastavu kemije treba povezati sa znanjima koja su ucenicima potrebna u njihovom zivotu, poticuéi
ucenike na to da sami uoc¢avaju i iznose probleme koji se onda rjeSavaju na nastavnom satu. Ciljevi
nastave kemije su mnogobrojni, no u konacnici svi oni zajedno opisuju primarni cilj svake nastave,

a to je razvijanje sustava misljenja.

Problemska nastava (eng. Learning by discovery) ili nastava putem rjeSavanja problema zasniva
se na tzv. iskustvenom ucenju. Njen koncept polazi od toga da buduénost nastave ne moze biti u
tome da se realnost upoznaje posredstvom tudeg iskustva ve¢ da se proces uenja temelji na
rjeSavanju problema tako Sto angazira svoja ranija iskustva u rjeSavanju novonastalih situacija u
vlastitom spoznajnom prostoru.® Teziste je na inovacijskom uéenju bez primjene nau¢enog znanja
na neku standardnu situaciju gdje dolazi do izrazaja snalaZenje u novim uvjetima, identifikacija
problema, divergentno misljenje, kreativnost, suradnja i odgovornost odlucivanja. Problemska
nastava stavlja u prvi plan tendenciju pojedinca usmjerenog na pronalazenje istine o neCemu pri
¢emu aktivnost ucenika niposto ne bi smjela biti poticana strahom od neuspjeha. Ukoliko se do
rjeSenja moze doc¢i samo ucenjem koje znaci popunjavanje praznina u znanju, onda se ne radi o
pravoj problemskoj situaciji. O problemskoj situaciji se radi tek onda kad se do rjeSenja moze do¢i
samo istrazivanjem. Postoje razliCiti oblici problemske nastave, a naj¢es¢i su to metoda slucaja 1

simulacije.
U didakti¢ko-organizacijskom pogledu problemska nastava ima sljedec¢i tijek:

1. Problemska situacija — uo¢avanje problema, bilo na prakti¢noj ili teorijskoj razini, kada se
osjeti da se ne moze naprijed bez novih znanja.

2. Rjesavanje problema na temelju postavljanja hipoteze i prikupljanju relevantnih podataka,
¢injenica, ,,dokaznog* materijala.

3. Zakljucak — odgovor na problemsko pitanje zapravo je verifikacija postavljenih hipoteza.
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Prednost ucenja otkrivanjem je zanimljiv i dinamican nacin prezentiranja kemijskih sadrzaja, veca
motivacija i interes ucenika za predmet, razvijanje sposobnosti induktivnog zaklju¢ivanja, aktivno
sudjelovanje ucenika u iskustvenom ucenju, integriranje znanja unutar kemije i drugih podrugja.
Rjesavanjem problema kao nadin nastavnog rada narusava tradicionalnu nastavu nudeci
skolovanje koje ¢e najbolje pripremiti uéenike za buduénost time §to ée se usmjeriti na sadanjost.’
Uz brojne prednosti nastavnici nerijetko izbjegavaju provodenje ucenja otkrivanjem, jer ovakav
oblik rada zahtjeva detljnije i opseznije pripreme, nadogradnju vlastitog znanja tijekom obrade

nastavnog sadrzaja te suradnju s kolegama iz drugih predmetnih podrucja.

8.4. Studija slucaja

Proucavanje slucaja (eng. case study) je proucavanje stvarnog ili izmisljenog problema. Temeljito
se analizira neka pojava, proces, institucija, osoba, grupa ili dogadaj. Za analizu se odabire predmet
tj. sluéaj koji je bogat informacijama i obiljeZjima koja se promatraju. Ta strategija pridonosi
osposobljavanju u€enika za samostalno ucenje 1 istraZivanje. Studije slu¢aja mogu odrediti uzrok

i posljedicu. Hitchcock i Hughes® navode glavna obiljezja studije slucaja:

1. Prikazuje kronoloski ispri¢ane dogadaje vazne za slucaj.

2. Spaja opis dogadaja s njihovom analizom.

3. Usmjerava se na individualne sudionike ili skupine sudionika i Zeli razumijeti njihovo
videnje dogadaja.

4. IstiCe specificne dogadaje koji su relevantni za slucaj.

5. Pokusava prikazati bogatstvo slucaja u sastavljanju izvjestaja.

Sredinom 20. stolje¢a americke poslovne Skole pocinju korisiti metodu slucaja u nastavi s ciljem
Sto veceg priblizavanja nastave poslovnoj praksi. Nakon $to se metoda afirmirala u Americi,
prosirila se u ostale dijelove svijeta. KoriStenje metode slu¢aja u nastavi polazi od pretpostavke da
nije najvaznije akumuliranje znanja nego stjecanje sposobnosti rjeSavanja problema. Cilj nije
pojedinac koji zna, cilj je pojedinac koji zna raditi. Takva nastava uci rje$avati probleme i snalaziti
se u praksi. No, s manje zainteresiranim ucenicima takva nastava moze ostaviti velike praznine u

znanjima. Da bi mogli kvalitetno proucavati metodu studije slucaja kao suvremenu nastavnu
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metodu, a istovremeno izbjeci koriStenje razli¢itih materijala koji se smatraju slucajevima, ali ne
ispunjavaju edukacijske ciljeve koje pred sebe postavlja metoda ucenja putem studije slucaja,
potrebno je prvo definirati §to se tocno podrazumijeva pod pojmom slucajem unutar okvira
nastave. Pod slu¢ajem podrazumijevamo opis situacije gdje je potrebno, eksplicitno ili implicitno,
donijeti odluku. Takoder ukljucuje se i opis izazova ili problema s kojim se suocava osoba unutar
organizacije. Naime, sluCaj je predstavljen iz perspektive donosioca odluke Sto omogucéava
ucenicima da se stave u poziciju onoga tko donosi odluke i s njim se poistovjeti. Uz pomo¢ slucaja
moguce je dio stvarnosti dovesti u ucionicu kako bi, §to je vise moguce, simulirali okruzenje u
kojem se nalazi donosilac odluke i proveli analizu koja ¢e dovesti do odgovarajuceg pristupa
problemu. Rad na svakom novom sluéaju zahtjeva odgovaraju¢e razmisljanje: kod definiranja
problema, kod koriStenja podataka i1 c¢imbenika koji doprinose rjeSavanju problema, kod
predlaganja odluke koja odgovara situaciji te kod provjere koliko odluka rjesava problem i koliko
se moze primijeniti na druge situacije. Uzajamna suradnja nastavnika i ucenika tijekom rjeSavanja
problema smatra se osnovnim temeljem u provedbi suvremene nastave kroz prizmu studije slucaja.
Treba imati na umu da ukoliko je glavni edukacijski cilj prenosenje znanja, metoda studije slucaja
nije najbolji nacin da se to postigne. Dokazano je da koristenje slucajeva je najmanje efikasna

metoda u prenoSenju znanja.

KoriStenje metode studije sluCaja u nastavi omogucuje u€enicima da razviju zivotno korisne

vjestine kao Sto su:

e Analiti¢ke vjeStine — ucenik je prisiljen razmisljati jasno i logi¢no u skladu s
ponudenim podacima $to dovodi do poboljSanja vjeStina poput kritickog misljenja,
identifikacije samog problema i pravilno koriStenje podataka.

e Vjestina donoSenja odluka — sukladno razvoju analitickih vjestina dolazi do razvoja
vjestina koje ukljuuju odabir kriterija odlucivanja, identifikaciju mogucih
alternativa, procjenu istih i odabir najbolje

e Komunikacijske vjestine — s obzirom da metoda studije slucaja spada u diskusijsku
metodu, ona omogucava ucenicima da iznose vlastito miSljenje popraceno
argumentima, ali i da kroz debatu razmotri stajaliSta drugih ucenika.

e Meduljudske vjeStine — metoda studije sluSaja kroz grupnu raspravu pomaze

traZzenju kompromisa te tako priprema ucenike na efikasniji rad unutar grupe.
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e Kreativnost — s obzirom da ne postoje dva identi¢na slu¢aja, metoda studije slucaja
ohrabruje pronalazenje rjesenja prilagodenih jedinstvenim okolnostima svakog
slucaja.

® Vjestina pisanja — redovito biljeZzenje kljuénih pojmova i opazanja, pisanja

pretpostavki 1 izvjestaja

Zanimljiv podatak je iznesen u istrazivanju F. Herreid” vezano za upotrebu metode studije slu¢aja
u nastavi kemije. Istrazivanje je provedeno na temelju aktivnih ¢lanova internetske stranice
National Center for Case Study Teaching in Science. Naime, unato¢ svim navedenim prednostima
na koje ova metoda ukazuje gotovo nezamjetan postotak nastavnika fizike i kemije prakticira
ovakav oblik nastave. Nadalje, tijekom istrazivanja provedena je online konferencija gdje su
nastavnici kemije iznijeli svoje misljenje pa navedimo nekoliko najces¢ih obrazloZenja zasto se

izbjegava ovakav oblik rada:

e Nastavni plan i program je preopsiran i jednostavno nemamo vremena posvetiti se pripremi
za studije slucaja.

e Ucenici pruzaju otpor i ignoriraju nove nastavne strategije, posebno one koje iziskuju
razmiSljanje.

e Potrebno je uloziti dosta vremena kako bi nastavnik promjenio svoj ,,ritual* u provodenju
nastave. [zlaZenje 1z ve¢ uhodanih okvira provedbe nastave dovodi do osjecaja nesigurnosti
samog nastavnika $to potencijalno dovodi do smanjene kvalitete rada.

e U nastavi kemije studija slu¢aja se provodi ve¢ dulji niz godina u laboratoriju.

e Nastavnici kemije izloZeni su preCesto novim tehnikama i1 metodama poucavanja,
nemoguce je sve koristiti u nastavi stoga je bolje pricekati da se pronade najidealnija
metoda pocuvanja i ucenja.

Nastavnici €esto u prvi plan stavljaju vremensku ograni¢enost izvedbe nastavnog plana i programa.
Potpuna izvedba nastavnog plana i programa ne znaci da u¢enici razumiju obradeno gradivo ili da

su usvojili odredeno znanje.

Dobar vizualni prikaz ucinkovitosti ucenja putem studije slucaja sadrzan je u tzv.

teorijskom stoScu ucenja (eng. The theoretical Cone of Learning). Kao najmanje ucinkovita
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metoda poucavanja pokazala se metoda predavanja gdje je samo 4-8 % obradenog materijala

ostalo u memoriji ucenika nakon 6 tjedana. S obzirom da se tijekom provodenja studije slucaja

odabrani slu¢ajevi mogu proucavati individualno, u parovima, skupinama ili u cijeloj obrazovnoj

skupini, na temelju Slike M1. mozemo primjetiti da odredena metoda slu¢aja moze biti bolja od

druge, ovisno koji se stupanj aktivnog ucenja zeli poboljsati. Naju€inkovitija metoda tijekom

problemske nastave pokazala se metoda rada u malim grupama. Naglasimo kako stupanj retencije

ovisi 0 mnostvu ¢imbenika ukljucujuéi vrstu slucaja, dob ucenika, metode procjene te vrijeme

ulozeno od strane ucenika. Korist ué¢enika od metode slucaja ¢e biti priblizno proporcionalna

naporu koji on ulaZze u analizu slucaja. Povr$no analiziranje slucaja ¢e rezultirati povrSnim

iskustvom ucenja.

Stozac ucenja Primjena studije

Postotak retencije nakon 6 tjedana

4-8%
Citanje
6-10%
Predavanje s vizualnim

materijalom
12-65%

Pokusi i demonstracije
20-45%
Indvidualna priprema ucenika
45-65%
Ucenje u grupi

60-80% o
Ucenici poucavaju jedni druge
80-90%

f"y‘

s

slucaja

Predavanja

Predavanja s
odgovaranjem
(Clicker cases)

Rasprava

IIndividualni rad

Male grupe

Slika M1. Usporedba stoSca ucenja s primjenjenim metodama studije slu¢aja prema istrazivanju

F. Herreid.’
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8.4.1. Faze ucenja kroz problem studije slu¢aja

Proces ucenja primjenom metode studija slucaja prolazi kroz tri faze:
1. Individualna priprema

2. Rasprava u malim grupama

3. Rasprava na satu

Svaka od navedenih faza je neophodna za ucinkovito ucenje te doprinosi kvantiteti i kvaliteti

naucenog.

Individualna priprema ucenika

Svrha individualne pripreme ucenika ogleda se u samostalnoj pripremi slucaja prije nastave
1 predstavlja osnovu za iduce dvije faze. U¢enici moraju individualnu pripremu shvatiti ozbiljno 1
posvetiti joj dovoljno paznje i vremena. UspjeSna priprema zapocinje pazljivim ¢itanjem sluéaja.
Pozeljno je pisati zabiljeske koje ukljucuju pitanja i ideje koje se javljaju tijekom ¢itanja. Svaki
slu¢aj sadrzi Cinjenice i mi$ljenja, stoga Cinjenice treba uzeti u obzir takvim kakvim jesu, a
misljenja je potrebno kriti¢ki razmotriti.® Nastavnik uz pripremu moze dati i pitanja za raspravu i
smjernice za pripremu, $to je preporucljivo za mlade u¢enike. U suprotnom se od u€enika oc¢ekuje
da sam sebi postavi potencijalna pitanja za raspravu kao sastavni dio individualne pripreme. Iduci
korak samostalne pripreme je analiza podataka unutar slucaja koja ukljucuje promisljanje o
potencijalnim uzrocima navedenog problema. U slu¢ajevima detektivskog tipa gdje postoji vise
uzroka koji su doprinijeli pojavi problema vrlo ¢esto se koristi tzv. dijagram riblje kosti (dijagram
uzroka 1 posljedice) radi lakSeg pronalaZenja veze izmedu uzroka i posljedice problema.
Zakljucno, glavni cilj individualne pripreme ucenika jest samostalno promisljanje i identificiranje
mogucih uzroka s jasno definiranim kriterijima kako bi se doSlo do klju¢nog pitanja slucaja.

Kreativnost u¢enika bitna je za uspjeSnu i kvalitetnu pripremu.

59



Rasprava u malim grupama

Rasprava je zajednicka aktivnost koja tezi nekim rjeSenjima iznose¢i na vidjelo svu
raznolikost pristupa i stajaliSta. Pritom je vazno da svaki pojedinac utemeljeno, na €injenicama
zasnovano, iznese svoje poglede. Cesto se ovaj korak izostavi, jer nastavnici ni ucenici ne
prepoznaju njegov doprinos uc¢enju. Svrha rasprave u manjim grupama ogleda se u postizanju
boljih rezultata i dostizanju veéeg stupnja znanja. Grupnu raspravu mozemo smatrati jednom
vrstom provjere uspjesnosti individualne pripreme. Naime, obaveza svakog Clana grupe je da
iznese svoje detaljno misljenje aktivno sudjelujuéi u raspravi kako bi svojom pripremom doprinio
rjeSavanju slucaja. Sudjelovanjem u raspravi i razmjena ideja omogucava vjezbanje govora,
slusanja i1 drugih vjestina komunikacije. Na ovaj na¢in u¢enici dobivaju veée samopouzdanje da
ideje do kojih su dosli tokom individualne pripreme imaju odredenu vrijednost te da se sigurno
mogu iznijeti i pred ve¢om grupom ljudi. Vrijeme posveceno ovoj vrsti rasprave treba biti kratko
1 efektivno, a grupa treba sadrzavati 3-5 ¢lanova s time da nije potrebno imati vodu grupe u smislu

da voda grupe predstavlja donosioca odluke iz slucaja.

Rasprava na satu

Koli¢ina znanja koju u€enici steknu kroz ovakav oblik rasprave moZe biti znatno ve¢a nego
u prethodne dvije faze, prvenstveno jer je moguce ponuditi viSe stavova, a samim time vise rjeSenja
i alternativa. Na taj nacin uéenici su u mogucnosti spoznati razli¢ite aspekte istog problema te u
skladu stjecu i nova znanja i iskustva.® Tijek rasprave na satu se ne moZe u potpunosti predvidjeti
niti definirati te je uloga nastavnika u ovom koraku izuzetno bitna. Na snagu stupaju vjestine i
sposobnosti nastavnika koje diktiraju tijek rasprave. Pristup nastavnika moZze biti direktan ili
indirektan. Indirektan pristup obuhvaéa prvo ponavljanje teorijskih znanja, a nakon toga
analiziranje i obradu konkretnog problema. Direktan pristup ne zahtjeva ponavljanje teorijih
postavki, ve¢ se odmah daju preliminarna rjeSenja koja se nakon toga razmatraju u grupi. Klju¢
uspjeha dobre rasprave je adekvatna formulacija pitanja. Prema Roland C. Christensenu, pitanja
koja ¢e nastavnik formulirati trebaju biti otvorenog tipa, pitanja koja predstavljaju izazov
(obrazlaganje stavova i miSljenja), pitanja o predvidanju situacija u buducnosti, prioritetnih
aktivnosti, ali i hipotetska pitanja. Odabir vrste pitanja ovisi o problematici koja se obraduje, ali i

o stupnju interakcije s uCenicima. Rasprava zapocinje identificiranjem problema, a potom slijedi
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kvalitativna i kvantitativna analiza podataka. Najznacajniji dio rasprave na Satu je razmatranje
alternativa unutar kojeg dolazi do najvece interakcije izmedu nastavnika i uc¢enika. Od ucenika se
trazi definiranje alternativa, detaljno razmatranje, analiziranje i evaluiranje. Pritom je vazno
odrzavati pozitivnu atmosferu u razredu unutar koje svi ucenici sudjeluju na primjeren nacin u
raspravi. Na kraju rasprava zavrSava utvrdivanjem plana i implementacijom definiranih rjesenja.
Najces¢i oblik zakljucivanja slucaja je da nastavnik napravi kratak saZetak cijelog procesa
rjeSavanja problema objektivno prezentiraju¢i sve stavove do kojih su ucenici dosli tijekom

rasprave kako se ucenici ne bi demotivirali za daljnjim istrazivackim pothvatima.

8.4.2. Uloga nastavnika u provedbi studije slucaja

Ovakav oblik nastave zahtjeva puno vecu pripremu nastavnika gdje se uz veliku motivaciju i
entuzijazam traZi i odredena razina kreativnosti u oblikovanju nastavnog sata. U pripremi se
naglasak stavlja na predvidanja kako ¢e te¢i sam proces rasprave na satu u kojem ¢e biti obradena
navedena pitanja ukljucujuci i plan zatvaranja rasprave i donosenje zakljucka. Drugim rije¢ima, u
pripremi nastave nastavnik mora upoznati Cinjenice iz slu¢aja do najsitnijih potankosti, mora
pribiljeziti sve S§to je bitno za rjeSavanje problema te napraviti pregled predvidenih odgovora
ucenika, pitanja i zakljucaka. Dobra pripremljenost omogucéava nastavniku da usmjerava raspravu
ucenika u pravom smjeru kako bi se ostvario jasan tok logike. Stoga, nedovoljna pripremljenost
nastavnika jedan je od glavnih razloga zasto metoda ucenja putem studije slucaja moze dati loSe
rezultate. UspjeSan nastavnik kombinira direktan i indirektan pristup kako bi se izbjegli prekruti

stavovi nastavnika i1 previse fleksibilno ponaSanje ucenika.

Navedimo glavna pitanja koja €ine okosnicu metode u¢enja putem studije slu¢aja, a nastavnik ih

mora razmotriti u pripremi kako bi uspjesno predvidio tijek nastavnog sata®:

1. Sto je svrha navedenog slucaja?

2. Postoje li unutar slucaja odredene zamke, odnosno Cinjenice ili misljenja koja ucenike
mogu navesti na razmisljanje i/ili zakljucke u krivom smjeru? Unato¢ ¢injenici da zamke
mozemo smatrati pozitivnim distraktorima 1 tako jo§ viSe unaprijediti u¢enic¢ke kognitivne
sposobnosti, postoji mogucnost da se preveliki dio vremena utrosi na analiziranje neega

Sto se na kraju pokaZze manje znacajnim. Nastavnik mora odrediti, shodno odgovoru na
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prvo pitanje, hoce li izbje¢i potencijalne zamke ili ¢e namjerno navesti ucenike na njih
kako bi evenutalno krenuli razmisljati u krivom smjeru sve dok se ne postave prava pitanja
ili dok se ne izvr$i dublja analiza.
3. Koji dijelovi slu¢aja djeluju zbunjujuée za nastavnika? Bitno je temeljito promotriti
navedeno pitanje, jer ukoliko pojedini aspekti zbunjuju nastavnika ucenike ¢e zbuniti jos
viSe, a tada dolazi do gubitka motivacije za rjeSavanje slucCaja. Zadatak nastavnika je
upozoriti ucenike na takve ,,ometace i pruziti odgovarajuce upute kako ih interpretirati.
Koja kljucna pitanja je potrebno postaviti kako bi rasprava u razredu napredovala?
Koje su predvidanja nastavnika vezano za pravac u kojem rasprava moze krenuti?

Postoji li bilo koje pitanje koje je potrebno razjasniti svim ucenicima prije kraja rasprave?

A

Kako odrzati paznju u¢enika koji imaju drugacije razmisljanje te postepeno ,,iskljucuju‘ iz
rasprave? lako je intuitivno jasno, napomenimo da nastavnik mora strpljivo sasluSati
svakog ucenika, poticati iznoSenje vlastitih misljenja, ali i takti¢ki prekidati one koji
previse pricaju ili se udaljuju od problema. Ako dode do izvrtanja ¢injenica potrebno je
okrenuti raspravu ka tome kako su shvaceni podaci i ne i¢i dalje dok se to ne razjasni.
Ucenike se mora uzimati s uvazavanjem i ne smije se inzistirati na svojim stavovima kao
jedinim istinama.

8. Postoji li idealna struktura rasprave odnosno na koji nacin rjesiti navedeni slucaj? Jedna od
mogucnosti je da se na pocetku fokusiramo na samu odluku i onda na temelju analize
preispitamo odluku. Druga mogucénost je postepeno kroz analizu do¢i do kona¢ne odluke
tj. rjeSenja slucaja, Sto se 1 preporucuje u nastavi kemije.

9. Kaoliko vremena odvojiti za pojedine dijelove rasprave?

10. Kako zavrsiti i zatvoriti slucaj?

Cesto se tijekom pripreme za nastavu zanemaruje vaznost razrade plana plode koji igra veliku
ulogu u nastavnom satu. Osim §to unaprijed odreden raspored elemenata i naslova na ploci ostavlja
dojam pripremljenog i organiziranog nastavnika na ucenike, na ploci se biljezi tok rasprave nuzan
za razvoj kritickog misljenja i prosudivanja, a na temelju kojeg ucenici dobiju osjecaj vaznosti

kada shvate da nastavnik zna gdje je njihov komentar zabiljeZen i kada se pozovu na isti.

62



8.5. Priprema uz predloZeni nastavni sat

U ovom diplomskom radu dan je prijedlog ponavljanja i usustavljivanja gradiva nastavne
jedinice Elektroliza kroz nastavni dvosat. Nastavna priprema temelji se na studiji slucaja putem
detektivske pri¢e pod nazivom ,,Bijeg iz zatvora® s ciljem generalizacije i primjene gradiva te
poticanja i razvoja ucenicke kreativnosti. Motivacijska ideja provedbe nastavnog sata preuzeta je
po uzoru na pri¢u ,,The Chemical Adventures of Sherlock Holmes: The Blackwater Escape.” °

Prica slijedi shemu ucenja otkrivanjem:

: provjera teorije
problem i . hipoteza | - pokus, zakon | - eksperimentom

modificiranje
teorije

Slika M2. Shema uéenja otkrivanjem.!

Nastava usmjerena na rjeSavanje problema putem studije slucaja pretpostavlja da su osnovna
znanja za promatrano podrucje kemije usvojena. Prema tome, u tablici M1 navodimo predznanja
ucenika potrebna za kvalitetno pristupanje rjeSavanju problema putem studije slucaja kao 1
obrazovne ishode koje ucenik treba usvojiti tijekom navedenog nastavnog dvosata. Ciljana
obrazovna postignu¢a primjerena su uzrastu ucenika tre¢eg razreda gimnazije i povezana s

opazanjima iz provedenih pokusa.
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Tablica M1. Potrebna predznanja uéenikal® i o¢ekivani obrazovni ishodi za nastavni dvosat

ponavljanja gradiva putem studije slucaja ,, Bijeg iz zatvora.*

PREDZNANJA UCENIKA

OBRAZOVNI ISHODI

objasniti  pojmove oksidacijskoga i
redukcijskoga sredstva i odrediti ih u
zadanome primjeru kemijske reakcije
opisati promjene na elektrodama u
elektrokemijskim ¢lancima i predvidjeti
moguée reakcije do kojih ¢e doé¢i na
elektrodama zadanoga elektrokemijskog
Clanka primjenom elektrokemijskoga
(Voltina) niza

napisati  jednadzbe polureakcija za
oksidaciju i redukciju te ukupnu
jednadzbu redoks-reakcije za zadani
redoks-proces

objasniti i razlikovati galvanske i
elektrolizne ¢lanke

analizirati zadane standardne redukcijske
potencijale poluc¢lanaka i na temelju njih
predvidjeti razlike potencijala mogucih
galvanskih ili elektroliznih c¢lanaka

(primijeniti Voltin niz)

razviti sposobnost usmenog i
pisanog izrazavanja o opazenim
promjenama

prepoznati/odabrati klju¢ne
¢injenice iz navedenog slucaja za
rjeSavanje problema uz postavljanje
hipoteze

izloziti i raspraviti o moguéim
rjeSenjima problema na temelju
integracije predznanja iz podrucja
Elektrokemije

kriticki prosudivati misljenja i
zaklju¢ke drugih ucenika uz
argumentiranje vlastitih stavova
objaSnjavati i analizirati promjene u
elektrokemijskim ¢lancima na
temelju  donesenih  zakljuCaka
tijekom rasprave

utvrditi konac¢no rjeSenje slucaja

Strukturiranje nastavnog sadrzaja odlucujuéi je korak u priblizavanju pojedine nastavne
teme u€enicima, istodobno razvijaju¢i njihove radne navike i kreativne sposobnosti. Pregledom
najzastupljenijih srednjoskolskih udzbenika'"*® u nastavi kemije kroz izbor u njima opisanih
pokusa zeljelo se poStovati osnovno metodi¢ko nacelo konstruktivizma, od temeljnog pojma

prema slozenom konceptu. Navedene pokuse nuzno je provesti kako bi se pridonijelo usvajanju
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operativnog znanja visSih kognitivnih razina, a ujedno su vazni za postizanje odgovarajuceg

predznanja navedenog u tablici M1 prije nastavne aktivnosti predlozene u nastavku.

- Relativna jakost oksidansa i reducensa®?
Reakcija metala s klorovodi¢nom kiselinom™®
Elektrokemijski niz elemenata (Voltin niz)®

- Ivoée moze posluziti kao galvanski ¢lanak®?

- Elektroliza s topljivom anodom®®

8.5.1. ,,Bijeg iz zatvora‘*

Nastavni dvosat zapocCinje postavljanjem zanimljivog izazova pred ucenike. Cilj je
razrijesiti slucaj pod nazivom ,Bijeg iz zatvora® po uzoru na slavnog detektiva Sherlocka
Holmesa. Kao §to je ve¢ navedeno u Poglavlju 8.4., rjeSavanje slucaja zapocinje individualnom
pripremom ucenika koja podrazumijeva pomno Citanje slucaja i pisanje zabiljeski koje ukljucuju
pitanja i ideje koje se javljaju tijekom citanja. Potom slijedi razmjena ideja tijekom rasprave u

grupama (3-5 osoba) gdje svaki ucenik iznosi vlastito misljenje.

Napomena: Individualna priprema kao i rasprava u grupama moraju biti vremenski ogranicene s
time da je za individualnu pripremu potrebno dati viSe vremena. Takoder u tom dijelu sata
nastavnik ne smije pred ucenike izloZiti potrebnu aparaturu i1 kemikalije kako uc¢enicima ne b1

,»haglo sinule* ideje i1 na taj nacin olaksSati im put k rjeSavanju problema.

Rasprava na satu zapoc€inje identificiranjem problema. Klju¢nu ulogu ima nastavnik koji osim §to
vodi raspravu postavljajuci pitanja, mora biljeziti tok rasprave na plo¢i koji je nuzan za razvoj
kritickog misljenja. Potom slijedi kvalitativna i kvantitativna analiza podataka uz Radni listi¢
(Poglavlje 8.6.) koji sadrzi potrebne korake za provedbu rasprave na satu. Navedimo na kraju kako
je predloZeni nastavni dvosat probno proveden u sklopu kolegija Metodika nastave kemije 2 i na

temelju tog iskustva u nekim dijelovima unaprijeden.
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8.6. Prijedlog radnog listi¢a za nastavnu jedinicu Elektroliza

Cilj: Ponoviti temeljne pojmove o elektrolizi i provjeriti konceptualnu usvojenost sadrzaja
putem studije slucaja ,, Bijeg iz zatvora® uz razvoj analitickih 1 komunikacijskih vjesStina kao 1

vjestine pisanja, donosenja odluka i kreativnosti.

Istraga br. 96485. BIJEG I1Z ZATVORA

U petak, 5. lipnja 1920. godine, u ranim jutarnjim satima ¢uvar zatvora primjetio je da je ¢elija
jednog zatvorenika prazna a zavjesa nije kao obi¢no navucena na mali prozor. S obzirom da se

radi o najopasnijem zlo¢incu uprava zatvora odlucila je angazirati detektiva, Sherlocka Holmesa.

Nakon dolaska na mjesto zlo¢ina Sherlock je detaljno pregledao ¢eliju razgovarajuéi sa cuvarom

zatvora.
Sluzbeni izvjestaj Sherlocka Holmesa:

Ulaskom u celiju lako je bilo uociti Zarulju spojenu na dvije duge, pri kraju neizolirane Zice koje
vise sa stropa iz uticnice spojene na izvor istosmjerne struje. Zarulja je bila objesena pored
uzglavlja ispod malog prozora s pozutjelim zavjesama. Medu pronadenom literaturom pored
kreveta istice se knjiga ,, Zivot i djela Michaela Faradya®, kao vrlo neobican izbor za jednog
zatvorenika. U zatvorenikovom ormaricu pronadeni su Secer, mjedena Zlica, caj i vodikov
peroksid. U celiji je prevladavao miris octa. Prema iskazu ¢uvara, zatvorenik je bio veliki ljubitel]
ribica i krumpiri¢a uz dodatnu kolicinu octa, a vodikov peroksid koristio je za dezinfekciju rane
na ruci. Prozor Celije zasticen je s dvije Zeljezne Sipke. Oko svake Sipke uocava se jamica u kamenu
prozorske daske. Jedna od Sipki bila je pri dnu prerezana i pomaknuta u stranu, a u njenom leZistu

uocena je crveno smeda, vlazna mrlja. Oko druge Sipke uoceno je zadebljanje.

Nekoliko dana nakon podnosenja sluzbenog izvjestaja Sherlock se vratio natrag u Celiju kako bi
pomocu kalijevog tiocijanata, KSCN(aq), napravio odredene pokuse koji bi potvrdili njegovu
hipotezu o nacinu bijega iz zatvora. Potom je u izvjesStaj dodao kako je pokusom potvrdio svoje

sumnje te time smatra slucaj rijeSenim.
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® Individualna priprema i rasprava u grupama

ZADATAK 1: Predlozite i obrazlozite na temelju izvjestaja kako je zatvorenik napustio celiju?

v’ Nastavnik bi trebao upozoriti u¢enike da tijekom ¢itanja i pisanja zabilje$ki imaju na umu.
da sve navedene tvari u izvjestaju ne moraju nuzno biti povezane s rjeSenjem slucaja.

v U ovom dijelu sata nastavnik mora imati ulogu promatraca te ne bi trebao davati komentare
sugestivne naravi.

v" Kao mala pomo¢ nastavnicima u predvidanju odgovora ucenika priloZena su najée$ca
rjesenja dobivena od studenata 5. godine (nastavnicki smjer integriranog studija kemije,

biologije-kemije i fizike-kemije) tijekom probne provedbe nastavnog dvosata.
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Slika M3. Najcesc¢a rjeSenja dobivena od studenata tijekom probne provedbe nastavnog dvosata.
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v’ Pripremljenost nastavnika ocituje se i u poznavanju standardnih elektrodnih potencijala.
Tablica M4 s navedenim vrijednostima elektrodnih potencijala zasigurno ¢e pomoci

nastavniku i uenicima tijekom rasprave o njihovim ponudenim rjeSenjima.

Tablica M4. Standardni elektrodni potencijali odabranih redoks sustava u vodenim otopinama
pri 25 °C.

ELEKTRODNA REAKCIJA E%/V
2 H20(f) + 2 e — Ha(g) + 2 OH(aq) -0,83
Fe?*(aq) + 2 e — Fe(s) —0,44
2 HsO%(aq) + 2 e~ — Ha(g) + 2 H20(f) 0
Fe*(aq) + e — Fe?*(aq) 0,77
02(g) + 4 H:0*(aq) + 4 e~ — 6 H20(0) 1,23
H202(aq) + 2 H30*(aq) + 2 e— 4 H20(¢) 1,78

® Rasprava na satu

v Analiza treba krenuti od prijedloga koji je ,,najudaljeniji od pravog rjeSenja, a potom,
korak po korak, do¢i do analize vjerojatnog rjeSenja.

v UcCenici sami predlazu aparaturu potrebnu za eksperimentalnu provjeru svog prijedloga
rjeSenja.

v" Plan plo¢e ima jako bitnu ulogu u vodenju rasprave nastavnika s u¢enicima o njihovim
predlozenim rjeSenjima sluCaja. Analiza prijedloga rjeSenja zahtjeva strukturirani plan
ploce koji ¢emo podijeliti na 3 koraka:

I.  kratki opis predloZenog rjeSenja od strane ucenika
Il.  skica aparature uz predlozeno rjesenje
Ill.  eksperimentalna provjera 1 zapisivanje zakljucka dobivenog na temelju pokusa
(predlazu se demonstracijski pokusi za manje moguca ili vjerojatna rjeSenja, da se

ne izgubi na dinamici nastavnog sata, i grupni pokus za vjerojatno rjeSenje)
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ZADATAK 2: Analiza prijedloga rjeSenja
Jedna od mogucih provedbi analize ponudenih rjeSenja dana je po uzoru na probnu provedbu

nastavne teme sa studentima 5. godine ¢ija SuU rjeSenja navedena na slici M3.
TVRDNJA 1: Zeljezna sipka uronjena je u vodikov peroksid.

Pribor i kemikalije: epruveta, vodikov peroksid, komad Zeljezne Zice
Postupak: u epruvetu s vodikovim peroksidom uroni se komadi¢ Zeljezne Zice

Opazanja: nema vidljive promjene.

@ Tvrdnja je odbacena, kemijska reakcija pri opisanim uvjetima eksperimenta nije opazena!

¢ Vodikov peroksid, unato¢ tome §to je jako oksidacijsko sredstvo, ne reagira s elementarnim
zeljezom. Takoder, u kiselinama koje imaju jako oksidacijsko djelovanje zeljezo se ne

otapa.

TVRDNJA 2: Zeljeznu Sipku uronimo o ocat.

Pribor 1 kemikalije: epruveta, ocat, komad Zeljezne Zice
Postupak: u epruvetu s octom uroni se komadi¢ Zeljezne Zice.
Opazanja: reakcije se odvija vrlo sporo uz razvijanje malih mjehuric¢a plina na povrsini Zice.

Fe —» Fe?* +2 e~
2H30*+2e"— Hx+ 2 H,O

& Tvrdnja je odbacena, kemijska reakcija u danim uvjetima je prespora!

TVRDNJA 3: Zatvorenik je napravio galvanski clanak pomocu dvije Zeljezne Sipke.

Pribor i1 kemikalije: ¢asa, 2 Zeljezne elektrode, ocat, digitalni voltmetar, dvije Zice s , krokodil*
nastavcima.
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Postupak: u ¢aSu s octom uronimo Zeljezne elektrode te ih spojimo na digitalni voltmetar i o¢itamo

napon.

Opazanja: voltmetar ne pokazuje razliku potencijala (napon je 0).

¢

< Tvrdnja je odbacena, elektrode u galvanskom ¢lanku moraju imati razlic¢it

elektrodni potencijal!

Korisno je u ovom koraku napraviti mali odmak od teme kako bi s u€enicima ponovili
obrazovne ishode vezane za obradu nastavne jedinice Galvanski ¢lanak. Nastavnik treba
imati pripremljen galvanski ¢lanak kako bi izveo jo$ jedan demonstracijski pokus gdje ¢e
ucenici ponovo ocitati napon na voltmetru, a potom raspraviti i usporediti opazene
promjene. Neizostavno je raspraviti s ucenicima zasto je voltmetar pokazivao napon od 0
V kada smo uronili dvije Zeljezne zice u ocat. Vrijednosti standardnog elektrodnog
potencijala navedene u tablici M4 takoder nam pomazu tijekom ove rasprave. U konaénici,
ucenici bi trebali zakljuciti kako TVRDNIJA 3, iako je odbacena, ukazuje na ¢injenicu da

smo na tragu rjesenja.

TVRDNJA 4: Pomocu elektrolize zatvorenik je pobjegao iz zatvora.

Pribor i kemikalije: 2 komada Zeljezne Zice, ocat, ispravlja¢ od 12 V, dvije Zice s ,krokodil*
nastavcima.

Postupak: u ¢asu s octom uronimo Zeljezne elektrode te ih spojimo na ispravljac.

v

v

Provjera TVRDNJE 4 ne izvodi se demonstracijskim pokusom. U¢enici dobivaju priliku
napraviti pokus u grupama. Nastavnik pred ucenike donosi pribor 1 kemikalije potrebne za
izvedbu pokusa uz priloZeni Radni listic.

Ucenici sami smisljaju kako na temelju ponudenog pribora mogu sastaviti elektrolizni
¢lanak 1 provesti eksperimentalnu provjeru prijedloga rjeSenja prema TVRDNIJI 4.
Nastavnik mora biti spreman na raspravu s uc¢enicima o nastanku jamica oko spoja
zeljeznih $ipki i kamena prozorske daske. Jedna od ideja ucenika zasigurno Ce biti da je
nacinjena mjedenom zlicom u kamenu u kojem su bile pri¢vrséene Zeljezne Sipke, medutim

tvrdo¢a kamena je veca od tvrdoce mjeda stoga bi takav prijedlog trebao biti odbacen. U
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izvornom tekstu® nigdje nije eksplicitno navedeno kako je zatvorenik napravio udubljenje
oko Sipki. Jedno od mogucih rjeSenja je da je zatvorenik konstantno lijevao elektrolit (ocat)

u podrucje oko Sipki pa je kiselina djelovala vrlo sporo na kamen i na metal.

Slika M4. Pribor i kemikalije potrebni za provedbu elektrolize prema TVRDNJI 4.

ZADATAK 3: Rjesavanje radnog listica

v Nakon sastavljanja aparature u¢enici dobivaju Radni listi¢, a nastavnik nadzire njihov rad

v" POKUS 1 ujedno nam daje i potvrdan odgovor na TVRDNJU 4, a posebnu paznju treba
posvetiti ZADATKU 2. Naime, u¢enici nisu dovoljno upoznati sa svojstvima zeljeza da bi
znali kako nestabilni Fe?* ioni u vodenoj otopini slabe kiseline u prisustvu kisika lako
oksidiraju u Fe*" ione koji elektrolitnoj otopini daju narancasto obojenje. Potrebno je
prodiskutirati s u¢enicima koje se reakcije dogadaju na pojedinim elektrodama 1 zasto, a
tablica M4 je neizostavan ,,alat” na tom putu.

v" POKUS 2: od ucenika se oekuje da povezu opazanja i analiziraju promjene uofene u
KORAKU 2, gdje su u elektrolitnoj otopini prisutni Fe?* ioni, s promjenama iz TVRDNJE
1 (Zeljezo uronjeno u vodikov peroksid). Vodena otopina kalijevog tiocijanata, uz

prisutnost vodikovog peroksida, sluzi za dokazivanje Fe3* iona u otopini.
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v" Nakon provedbe POKUSA 1 i POKUSA 2 nastavnik i udenici zajedno jo§ jednom
rezimiraju slucaj ,,Bijeg iz zatvora“ te na temelju svih navedenih opazanja dolaze do
konacnog zakljucka:

@ Tvrdnja 4 je toCna! Strujni krug koji je zatvoreniku omoguéio bijeg sastojao se od 2

zeljezne Sipke na prozoru, 2 neizolirane Zice na kojima je visjela Zarulja i ocat kao

elektrolitna otopina. U nacdinjenom elektroliznom ¢&lanku s topljivom anodom od

zelieza, zatvorenik je uspio oslabiti 'anodu’ oksidacijom elementarnog Zeljeza i

omoguciti si put za bijeq. Elektrolizu je provodio tijekom dana pod okriliem poZutjele

Zaviese, jer su no¢u morale u ¢elijama gorjeti zarulje. Zadebljanje oko 'katode' druge

Zeljezne Sipke moZe se pripisati nastanku hrde djelovanjem nastalih Fe?* iona u reakciji

s kiselinom i kisikom iz zraka.

POKUS 1:

ZADATAK 1: Opisite postupak izvedbe elektroliznog ¢lanka uz priloZenu skicu aparature.

KORAK 1: Prema predloZenoj i od nastavnika odobrenoj shemi nacinite elektrolizu. ZabiljeZite

promjene uocene tijekom izvodenja pokusa.

Tijekom elektrolize na jednoj Zeljeznoj Zici (spojenoj na negativan pol, katoda) se razvijaju
mjehuri¢i plina, dok se druga zica (spojena na pozitivan pol, anoda) postepeno razlaze. Boja
elektrolitne otopine je svijetlo narancasta.
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Slika M5. Aparatura za elektrolizu

ZADATAK 2: ObrazloZite navedena opazanja! Odgovor potkrijepite jednadZbama polureakcija

koje se odvijaju na elektrodama.

U elektroliznom ¢lanku dovedena elektriéna struja uzrokuje promjene na elektrodama. Zica koja
se ,,trodi“ je anodna elektroda i na njoj dolazi do oksidacije Zeljeza. Zica na kojoj nastaju mjehuriéi
plina je katodna elektroda te dolazi do redukcije oksonijevih iona iz elektrolitne otopine.

Anoda: Fe — Fe?* +2 ¢
Katoda: 2 H3O" +2e — H2 + 2 H,0

Fe(s) + 2 H3O*(aq) — Fe?* (aq) + Hz(g) + 2 H20(l)

Nastali Fe?* kationi lako s kisikom iz zraka dalje oksidiraju u stabilniji Zeljezov(Ill) Kation,
stvarajuci hrdu.

4 Fe?*(aq) + 02(g) + 2 H20() — 4 Fe**(ag) + 4 OH (aq)

POKUS 2:

Pribor: epruveta, stalak za epruvete, kapaljka
Kemikalije: kalijev tiocijanat, vodikov peroksid (30 %), elektrolitna otopina iz reakcijskog sustava
Pokusa 1
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KORAK 1: Stavite u epruvetu 3 mL elektrolitne otopine i dodajte nekoliko kapi vodene otopine

kalijevog tiocijanata. Zabiljezite opazanja.

Nema vidljive promjene.

KORAK 2: U istu epruvetu dodajte nekoliko kapi vodikovog peroksida. Zabiljezite promjene.

Dodatkom vodikovog peroksida otopina je poprimila crveno obojanje.

ZADATAK 1: Jednadzbom kemijske reakcije prikazite ulogu vodikovog peroksida u opazenoj

promjeni i izjednacite je ion-elektron metodom.

Fe?* — Fe¥'+ e
H02+2H"+2e —2H0

2 Fe?*(aq) + H202(aq) + 2 H*(aq) — 2 Fe**(aq) + 2 H20(¢)

ZADATAK 2: Pomocu odgovora na ZADATAK 1 objasnite zasto je otopina poprimila crvenu

boju?

Dodatkom vodikovog peroksida u elektrolitnu otopinu dolazi do oksidacije Zeljezovog(II) kationa
u zeljezov(IIl) kation koji potom s ionima tiocijanata SCN™ daje kompleks crvene boje iz serije
zeljezovih(II) tiocijanata. U vodenim otopinama Fe** se nalazi u obliku aqua kompleksa te ima
oktaedarsku gradu.

[Fe(H20)s]3*(aq) + SCN(aq) — [Fe(SCN)(H20)s]?* (aq) + H20(¢)
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PROBLEMSKI ZADATAK: KAKO PROBUSITI ZILET ?%

Pribor: zilet, nasiljena grafitna elektroda, baterija (9 V), kapalica s gumicom, satno staklo
Kemikalije: klorovodi¢na kiselina
Opaska za nastavnika: Nakon provedene rasprave Kako probusiti Zilet i postavljenih uc¢enickih hipoteza

naciniti pokus 1 potvrditi ili opovrgnuti ucenicke pretpostavke.

Postupak: Zilet spojite krokodil-§tipaljkom na plus pol izvora istosmjerne struje napona 9 V i
postavite na satno staklo. Deblji dio grafitne elektrode spojite krokodil-stipaljkom na minus pol
izvora istosmjerne struje, a zatim zasiljeni dio elektrode usmjerite prema povrsini zileta tako da
ostane razmak od milimetra. Kapalicom s gumicom kapnite samo kap klorovodi¢ne kiseline na

mjesto gdje se Siljak i zilet gotovo doticu. Ukljucite ispravljac.

Napomena: Prema potrebi dodajte jos koju kap klorovodicne kiseline.

ZADATAK 1: Opisite promjene uocene tijekom izvodenja pokusa.

Postepeno je nastajala rupa na ziletu, neposredno ispod $iljka. Prema rubu kapljice Zeljezo se sve
sporije otapa. Klorovodic¢na kiselina isparava.

ZADATAK 2: Obrazlozite navedena opazanja! Odgovor potkrijepite jednadzbom pripadne

polureakcije na elektrodama.

Otapanje ide brze neposredno ispod $iljka, jer je na tom mjestu elektri¢no polje najjace. Elektricno
polje slabi udaljavanjem od Siljka pa se Zeljezo sve sporije otapa prema rubu kapljice klorovodicne
kiseline.

Anoda: Fe — Fe?* +2¢
Katoda: 2 H-O +2e — H2+ 2 OH

Fe(s) + 2 H,O(€) — Fe?*(aq) + Haz(g) + 2 OH(aq)
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9. ZAKLJUCAK



Proces provedbe studije slucaja u nastavi kemije u svrhu motiviranja uc¢enika pun je
izazova, ali i obecanja. Energija prvotno mora biti usmjerena na razvoj nastavnih sredstava.
Medutim, to nije jedini i najveci izazov. Anais Nin nas svojim citatom ,, Ne vidimo stvari kakve
jesu, vidimo stvari kakvi jesmo* podsjeca na vaznost nastavnih perspektiva i percepcija. Prema
tome, razumijevanje i percepcija nastavnika, ukljucujuéi i peer percepciju, o upotrebi studije
slucaja u nastavi predstavlja izuzetno znacajni korak u njegovoj provedbi. Krenemo li na vrijeme
razmiSljati u tom smjeru sa zeljom za konkretnim promjenama, a istovremeno imaju¢i na umu da
svaka promjena vezana za metodologiju nastave zapocinje promjenom pristupa nastavnika,

aktivno ucenje kemije imat ¢e jo$ bolji ucinak. To se moze i treba dogoditi.

U metodickom dijelu ovog diplomskog rada predlozen je nastavni dvosat primjeren za ucenike
treeg razreda gimnazije na temelju edukacijske i udZbenicke literature za nastavnu jedinicu
Elektroliza. Radni listi¢ namijenjen je za ucenje otkrivanjem putem rje$avanja slucaja na temelju
individualne pripreme, rasprave u malim grupama, a potom iz zajednicke rasprave ucenika i
nastavnika. Rjesavanjem slu¢aja uz izvodenje pokusa ucenici ¢e izmedu ostalog otkrivati novo,
donositi zakljucke i graditi svoje znanje na konstruktivistickim principima. PredloZzeni dvosat

moguce je izvesti u redovitoj nastavi, a pribor i kemikalije lako su dostupni.
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