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1 Uvod

Cilj ovog rada je prou¢avanje dinamike sol-gel prijelaza Zelatine. Zelatina je specifi¢an primjer
termoreverzibilnog polimera bioloskog porijekla koji s porastom temperature (u podrucju oko
25°C) dozivljava prijelaz iz uredenijeg stanja gela u neuredenije sol-stanje. Usprkos golemoj
tehnoloskoj i primijenjenoj vaznosti Zelatine, proces geliranja razumijemo relativno slabo. Iako
se tijekom vremena nakupilo dosta eksperimentalnih rezultata i viSe ili manje potpunih teorij-
skih modela, sol-gel prijelaz Zelatine nikad nije dobio vecu pozornost fizicara. Sam proces
geliranja je mnogo zastupljeniji i o njemu u zadnjih pedeset godina postoji mnostvo radova, ali
svejedno ne moZemo reéi da je naden konsenzusa oko njegove prirode i dinamike[1]. Zelatina
je specificna po tome §to se sastoji od nabijenih lanaca $to je ini polielektrolitom; ta kom-
plikacija otezava teorijsko modeliranje, naroCito na veéim koncentracijama otopine na kojima
1 dolazi do geliranja. Eksperimentalni rezultati su tijekom godina dobivani koriStenjem viSe
tehnika, od mjerenja viskoznosti[2, 3] i elasticnih modula[4] preko istraZzivanja magnetskom
rezonancijom[5], elektronskom spinskom rezonancijom[6] i rasprSenjem svjetlosti[7, 8, 9, 10]
do elektri¢nih mjerenja[11, 12] i kalorimetrije[3, 8, 13, 14]. Ipak Cesto nije dovoljno paznje po-
svedivano integraciji tih rezultata u jedinstvenu sliku o prijelazu, pa su informacije prili¢no frag-

mentirane i ponekad proturjecne. To narocito vrijedi za mjerenja elektri¢nih svojstava[11, 12].

Iz tog razloga je glavna eksperimentalna metoda od interesa u naSem radu dielektricna
spektroskopija. RijeC je o odredivanju ovisnosti otpornosti i kapaciteta uzorka (kompleksne
dielektricne konstante) u podrucju frekvencija ispod mikrovalnog podrucja. Iz elementarnih
razmatranja duljinskih i vremenskih skala u otopini Zelatine moZemo naci da bi se zanimljivi
efekti vezani uz globalnu strukturu proteinskih lanaca trebali vidjeti na niskim frekvencijama
primijenjenog polja (tipicno ispod 10 kHz pa sve do podrucja frekvencija manjih od 1 Hz).
Koliko je nama poznato, zbog eksperimentalnih poteskoca se niti jedan rad ne bavi tim frek-
ventnim podru¢jem. Najveli eksperimentalni problem na frekvencijama manjim od 10 kHz je
polarizacija elektroda[15, 16, 17] koja onemogucuje prepoznavanje bilo kakvih procesa u tom
podrucju i snazno ovisi o vrsti elektroda i elektrolita. Postoji nekoliko pristupa da se doskoci
polarizaciji elektroda: oduzimanje pozadinskog doprinosa polarizacije[18], promjena udalje-
nosti izmedu elektroda[19] i metoda Cetiri kontakta[15, 20, 21]. Na osnovu starijih rezultata za

niskofrekventno ponaSanje razrijedenih otopina DNA 1 kolagena [15, 21] dobivenih modifika-



cijom metode Cetiri kontakta 1 dimenzijskih argumenata odlucili smo se upravo na tu tehniku

pri niskim frekvencijama (ispod 10 kHz).

Rezultat naSeg rada je pronalazenje dvije dosad neopaZene niskofrekventne relaksacije vod-
ljivosti koje pokazuju karakteristicno temperaturno ponasanje u blizini sol-gel prijelaza. Da
bismo dopunili informacije dobivene o dinamici na mikronskim skalama mikroskopskom sli-
kom na razini fragmenata lanaca i da bismo rezultate stavili u kontekst relativno dobro istrazenih
i prihvacenih modela o coil-helix prijelazu radili smo i mjerenja opticke aktivnosti. Korelacija
rezultata dviju tehnika daje dodatnu dubinu raspravi i vaznu potvrdu nekih ideja. Teorijske
modele ¢emo raspravljati unutar Tanakine teorije coil-helix prijelaza na lancima[22] i klasic-
nih de Gennesovih prikaza[23], uz dodatke koji obuhvaéaju nabijenost lanaca i dinamiku H+
iona (protuiona) u otopini[24]. Sam sol-gel prijelaz se smatra perkolativnim fenomenom [25]
Sto ¢emo dovesti dovesti u vezu s mikroskopskim coil-helix prijelazima. Iako joS ne postoji
jedinstven model za sve efekte u blizini prijelaza i njihove medusobne utjecaje, naS rad tezi
tome da predstavi nove eksperimentalne podatke koji bi mogli doprinijeti boljem i sveobuhvat-
nijem razumijevanju prijelaza; niskofrekventne relaksacije vodljivosti dat ¢e nam informacije o

dinamici lanaca i protuiona nedostupne drugim tehnikama.



2 Teorijska podloga

Prije diskusije eksperimentalnih rezultata potrebno je postaviti teorijske temelje za ovaj rad.
Stoga ¢emo se pozabaviti opCenitim teorijama baziranim na skaliranjima koje se primjenjuju na
polimere (polielektrolite) te konstruirati jednostavan model vodljivosti koji je primjenjiv za na$
uzorak. Takoder ¢emo se dotaknuti i specifi¢nih kemijskih i fizikalnih svojstava naseg uzorka,
zelatine. U konacnici ¢emo predstavit nekoliko bitnijih teorija geliranja s naglaskom na teoriju

coil-helix prijelaza.

2.1 Fizika polimera

Uzorci od interesa za dielektricnu spektroskopiju u ovom radu su otopine nabijenih polimera.
Polimeri su dugacki lanci sastavljeni od mnogo (red veli¢ine tisucu) monomera povezanih ke-
mijskim vezama. Ovdje ¢emo iznijeti osnove fizike polimera onako kako se primjenjuju na

nenabijene 1 vrlo slabo nabijene polimere[23].

Za polimere su poznata neka opcenita svojstva koja su primjenjiva u Sirokom rasponu kon-
centracija i temperatura. Definiraju se veliCine koje Ce utjecati na makroskopsku fiziku; duljinu
lanca ¢emo povezati sa brojem monomera koji ga grade preko stupnja polimerizacije, N. Zbog
nesavrSenosti izrade i ¢uvanja uzoraka lanci ¢e imati odredenu polidisperznost, tj. postojat ¢e
neki srednji stupanj polimerizacije oko kojega se raspodjeljuje broj monomera (standardna de-
vijacija stupnja polimerizacije). U naSem radu uzimamo da je standardna devijacija oko srednje
vrijednosti stupnja polimerizacije zanemariva pa ¢emo u daljnjem tekstu poistovjetiti stupanj
polimerizacije i srednju vrijednost stupnja polimerizacije. Kako je standardna devijacija stup-
nja polimerizacije mala, neemo posebno razmatrati utjecaje te raspodjele na fiziku problema

bududéi da nam je cilj dati kvalitativnu sliku koja time nece biti znatno promijenjena.

S obzirom na staticke osobine naSeg polimera, poznato je da je rije€ o fleksibilnom polimeru
u kojem je energija potrebna za promjenu komformacije (kuta veze izmedu dvaju polimera) ma-
nja od termicke energije dostupne sistemu. Takoder, zbog visokog stupnja polimerizacije lanac
¢e na skali cijelog polimera biti elastican[23]. Dinamicka fleksibilnost polimera opcenito je

takva da je vrijeme potrebno za lokalnu promjenu komformacije na skali 10 ps. Buduéi da vre-



menske skale naSih mjerenja odgovaraju vremenima duzim od 100 ns, u naSim razmatranjima

uzimamo da je lokalni odaziv lanca na vanjsku pobudu trenutan.

Takoder uvodimo radijus giracije (Rg - Gyration radius ) koji je korijen srednje kvadratne
udaljenosti jednog monomera od ostalih monomera u lancu, usrednjen po svim moguéim iz-
borima ishodiSnog monomera. Ova veli€ina je iznimno bitna jer nam govori koliko je lanac

"nabubren". Opcenito za radijus giracije vrijedi skaliranje
RG ~ NV

gdje je eksponent v moguce proracunati za dva bitna grani¢na uvjeta.

Promotrit ¢emo jednostavni primjer polimera na kvadratnoj resetci, buduci da time ne gu-
bimo na fizikalnoj slici, a pojednostavljujemo razmatranje. Prvi slucaj je primjer idealnog lanca.
U idealnom lancu pretpostavljamo da su polozZaji dvaju susjednih monomera medusobno neko-
relirani osim u pogledu da se nalaze na susjednim poloZajima. Tada se polimer moZe modelirati
jednostavnim nasumi¢nim SetaCem na reSetci gdje se svaki novi monomer u lancu mozZe naci
bilo gdje (Cak i na veé zauzetoj poziciji). Kasnije ¢emo pokazati kako se ovaj naizgled nefi-
zikalni slucaj moze pojaviti u realnoj situaciji. U navedenom slucaju moZe se jednostavnim
racunom nadi radijus giracije R i to samo uz pretpostavku da su vektori pomaka medu mono-
merima medusobno okomiti,

aiaj = 5,']'

dok im je norma jednaka a, dimenziji jednog monomera. Tada ra¢unamo srednju kvadratnu
udaljenost zadnjeg monomera u lancu usrednjeno s obzirom na sve moguce izbore pocetnog
monomera:

N
R%; =< Z aa; >= Z < al-2 >= Na*
1

N
ij=1 i=
To nas vodi na eksponent v = % u skaliranju radijusa giracije za idealni lanac. Ako uvedemo
uvjet da dva monomera ne mogu okupirati isti poloZaj, to nas vodi na tzv. samoizbjegavajuéeg
nasumicnog Setaca (SAW - Self Avoiding Walk). Buduéi da tu nije moguce napraviti jednosta-
van prora¢un uzimamo vrijednost iz literature[23] koja iznosi v = 3 /5. To nas vodi na opaZzanje
da su realni lanci jace nabubreni od idealnih lanaca buduci da lanac sam sebe ’izbjegava’. Na-

pominjemo samo zanimljivost kako su u jednoj 1 dvije dimenzije (npr. uz povrSinu) polimeri

strogo segregirani (efektivna dimenzija putanje nasumicnog Setaca je dva).



Slika 1: Razlicita karakteristi¢na podru&ja koncentracija polimera. a) razrijedeni rezim, b) kriti¢na koncentracija,

¢) polurazrijedeni reZim. Preuzeto iz [23].

Tri su podrucja koncentracija u kojima susreCemo ova dva tipa ponaSanja lanaca. Prvi je
slucaj niskih koncentracija polimera u otopinama u kojima je razmak izmedu lanaca veci od
njihovog radijusa giracije te stoga ne moze biti medusobnog prodiranja lanca u lanac (Slika 1a).

Tada govorimo o idealnim lancima.

Drugi grani¢ni slucaj je situacija jako velikih koncentracija kod kojih ima viSe polimera
nego otapala. U tom slu¢aju lanci medusobno jako prodiru jedan u drugoga (Slika 1c¢) te stoga
svaki monomer ima znatan broj monomera s vlastitog 1 susjednih lanaca u svojoj blizini. Stoga
za samoizbjegavajuceg Setata mozemo reci da mora izbjegavati ne samo monomere sa svog vec
i sa susjednih lanaca, pa mu je zbog nastale *guzve’ svejedno da li ih izbjegava ili se pak ponasa

kao idealni Setac.

Opisana dva grani¢na slucaja su relativno jednostavna za teorijsko modeliranje, medutim
podrucje naseg rada spada u srednje koncentracije koje su iznad kriti¢ne koncentracije prekla-
panja cx (Slika 1b) gdje je je relativan odnos polimera s otapalom jo§ uvijek malen. Koncen-
traciju preklapanja moZemo jednostavno izvesti iz opaZanja sa Slike 1b iz koje vidimo da je

koncentracija polimera jednaka koncentraciji unutar radijusa giracije lanca. Stoga:

N N 4

C*N—N—NNig

3

RG
U praksi je za na$ uzorak kriticna masena koncentracija manja od 0.5% Sto je utvrdeno opaZza-
njem da uzorci sa manjom koncentracijom od te ne geliraju. Buduéi da je nase podrucje rada

od 1.5% do 6% masene koncentracije, mi se o€ito nalazimo u polurazrijedenom podrucju.



Slika 2: Karakteristi¢na dimenzija pora u polimeru. Preuzeto iz [23].

U daljnjim razmatranjima jedna od bitnih veli€ina ¢e biti i karakteristicna udaljenost izmedu
pojedinih lanaca polimera. To ¢e ujedno biti i karakteristicna dimenzija pora (Slika 2) u otopini
(praznih prostora). Skaliranje te velicine je jednostavno izvesti u reZimu teorije srednjeg polja
i za slucaj dobrog otapala[23] koje je kod nas zbog hidrofilnosti lanaca opravdano kao dobro
otapalo. Relevantno podrucje je polurazrijedeno (Slika 1c) u kojem je koncentracija dovoljno
velika da dolazi do znatnog preklapanja medu lancima, ali tako da u prostoru veéi volumen
otpada na polimere nego li na otapala. Tada zaklju¢ujemo da za dimenziju pora § moraju biti
zadovoljeni uvjeti: za koncentracije ¢ > cx ¢e § ovisiti samo o koncentraciji, ali ne i o stupnju
polimerizacije N. Za koncentracije ¢ ~ c* dimenzija pora mora biti usporediva sa radijusom

giracije za idealni lanac. Ti argumenti vode na skaliranje

C*

&(c)~Ro (5)"

C

gdje eksponent m mora iznositi —3 /4 kako bi & bio neovisan o stupnju polimerizacije N osim

na koncentraciji preklopa. Stoga za konac¢no skaliranje vrijedi:

E(c) ~ e 2.1)

Kasnije ¢emo vidjeti da je ovaj izraz za skaliranje dimenzija pora od velike vaZnosti za tumace-

nje eksperimentalnih podataka.

2.2 Polielektroliti

Polielektroliti su polimeri s monomerima koji imaju disociraju¢e grupe[24]. Temeljna veli-

¢ina koja odreduje svojstva tako nabijenog lanca jest linearna gustoca naboja A = 7, gdje je e

6



jedini¢ni naboj (u sluaju naSeg uzorka je rije¢ o disocijaciji jednog H™ iona po monomeru)
a b udaljenost izmedu susjednih monomera koji disociraju. Kod nas ¢e b predstavljati sred-
nju udaljenost izmedu takvih monomera. Prije daljnje rasprave ¢emo definirati Bjerrumovu
duljinu[24] [, kao duljinu na kojoj se termiCka energija otapala (vode) izjednacuje s elektros-
tatskim privlacenjem izmedu suprotnih iona i dopusta njihovu disocijaciju. Ako izjednacimo
termicku energiju k7T a elektrostatskim privlacenjem dvaju iona dobivamo izraz:

2

l . e
b7 dmege kT

Ocjena Bjerrumove duljine za vodu na 25 °C daje [, ~ 0.7 nm[26].

Slika 3: Pojednostavljeni prikaz okoline polielektrolita u otapalu. Crvenom bojom su prikazani H' ioni, a
plavom negativno nabijene grupe na monomerima lanca. Za lanac uzimamo da je lokalno ravan. Izmijenjena slika

iz [26].

Relevantno pitanje je koliko ¢e iona prilikom otapanja naseg polielektrolita ostati zarobljeno
uz lanac, a koliko ¢e disocirati u vodi. Ocjenu odgovora na to pitanje cemo dati jednostavnim
modelom. Zamislimo li na$ polimer kao jednoliko nabijen Stap (Slika 3) oko kojega plivaju po-
zitivno nabijeni H ioni, odito je da ée zbog elektrostatskog privlacenja neki od pozitivnih iona
ostati zarobljeni u okolini Stapa dok ¢e drugi relativno slobodno ’plivati’ u otapalu. RjeSavanju

tog problema pristupamo koristeci Laplaceovu jednadzbu



gdje je ¢ elektricni potencijal, p gustoca naboja, a € permitivnost medija (vode). Kako bismo
dobili rjeSenje ove jednadZzbe potrebno je odrediti raspodjelu naboja u prostoru. Za nju éemo

pretpostaviti da slijedi Boltzmanovu statistiku

Napominjemo kako je u cjelini otopina neutralna (potrebno je zbrojiti doprinose pozitivnih 1

negativnih naboja) $to nas uz prethodni izraz vodi na Poisson-Boltzmanovu[26] jednadZbu

e eQ e eQ
AQ=—-n e T +—-n exr
o=—gn b e fEen b
+naboji —nabo ji
gdje je n gustoca nosioca naboja. JednadZba je nelinearna, i nema analiti¢kog rjeSenja, vec se
njoj pristupa aproksimativnim metodama. Najjednostavniji pristup je Debye-Hiickel aproksi-

macija u kojoj se linearizira eksponencijalna funkcija Sto vodi na izraz:
Ao =1K¢

1

pri cemu se k' zove Debyeva duljina zasjenjenja. RjeSenje Debye-Hiickel jednadZzbe u ci-

lindriénom koordinatnom sustavu (uzimamo da je polielektrolit lokalno ravan) jest zasjenjeni

potencijal oblika

e—K}’

¢~ r
koji nam govori kako je ve€ina naboja lokalizirana na skali Debyeve duljine oko nabijenog
lanca u ovoj aproksimaciji. Tipi¢ni iznos za Debyevu duljinu je reda nekoliko nm. Postavlja
se pitanje za koje linearne gustoce naboja na lancu moZe ovako jednostavan model dati tocnu
raspodjelu naboja oko nabijenog polimera. Odgovor na to pitanje se nalazi u Manning-Oosawa-
Onsager[26, 27] teoriji kondenzacije koja predvida da do kondenzacije velike vecine naboja u
uskom prostoru oko lanca dolazi ako vrijedi da je prostorni razmak nabijenih monomera us-
porediv s Bjerrumovom duljinom (b ~ [,). U detaljne izvode neCemo ulaziti[26] buduci da je
opravdanje za ovaj uvjet lako nadi u fizikalnoj intuiciji. Ukoliko je razmak izmedu fiksnih na-
boja na lancu manji od Bjerrumove duljine, oni nece dopustati pozitivnim nabojima da napuste
njihovu okolinu i disociraju. Veéina disociranih naboja se tada nalazi vrlo blizu lanca §to vodi

na efektivno smanjenje gustoCe b; izvan podrucja kondenzacije raspodjela naboja se moZe opet

modelirati Debye-Hiickel linearnom teorijom uz efektivnu gutocu naboja.

Ispitivanjem sastava nase Zelatine[28] smo zakljucili da je kod nas b reda veliine visSe nm

te da smo relativno blizu podrucja u kojem dolazi do kondenzacije pa stoga Debye-Hiickelova

8



aproksimacija nije primjenjiva. Taj medurezim[27] se odlikuje time da posjeduje oba karakte-
risticna svojstva, tj. postoji naboj koji je kondenziran uz lanac polimera i slobodan disocirani
naboj. To nas navodi na zaklju¢ak kako ¢e H™ ioni doprinositi vodljivosti na vie nacina. Prvi
je doprinos vodljivosti slobodnih disociranih iona koji je analogan vodljivosti obi¢ne soli poput
KCl, drugi je preskakivanje pozitivnih naboja po lancu, a treci je onaj u kojem pozitivni ioni
‘preskacu’ izmedu dvaju lanaca. To preskakivanje mora biti izazvano nekom vanjskom prisi-
lom (npr. elektri¢nim poljem) koje ¢e odvojiti dio kondenziranog naboja i dovesti ga do drugog
lanca. Ako imamo dobro definiranu mikroskopsku skalu praznog prostora oko lanaca (u pret-
hodnom poglavlju spomenutih pora) tada ¢e ta vodljivost imati 1 dobro definirana karakteristicna

vremena do kojih ona moZe doprinositi.

Skaliranja raznih veli¢ina u polielektrolitima[24] se razlikuju od onih u polimerima s kojima
smo se bavili u proSlom poglavlju. U pravilu su kriticni eksponenti skaliranja u polielektrolitima
iznosom manji od onih u nenabijenim polimerima. Buduc¢i da mi imamo slabo nabijen polimer,
pretpostavljamo da ¢e pravila skaliranja ostati donekle ista kao i za nenabijene polimere uz
korekciju zbog koje Ce ti eksponenti moZzda biti neSto manji od predvidanja iz proSlog poglavlja.
U detalje neCemo ulaziti zbog kompleksnosti problematike[24, 26], ve¢ ¢emo samo iznijeti

pravilo skaliranja za dimenziju pora polielektrolita

E(c) ~ o2 (2.2)

bez ulazenja u prirodu izvoda. Sam eksponent ¢e u podrucju od jakog do nenabijenog polimera

imati nekakvu ovisnost o gustoci naboja b.

2.3 Struktura i svojstva Zelatine

Na$ uzorak (Zelatina) dobiva se iz kolagena. Kolageni su skupina visoko karakteristi¢nih ni-
tastih proteina prisutnih kod svih mnogostani¢nih Zivotinja. Luce ih stanice vezivnog tkiva, ali
i drugi tipovi stanica. Kao bitna komponenta koze i kostiju, najzastupljeniji su proteini kod
sisavaca, ¢ineci Cak 25% ukupne proteinske mase tih Zivotinja. Proteini su velike organske mo-
lekule gradene od linearno poredanih aminokiselina povezanih peptidnom vezom. Strukturu
proteina moZzemo promatrati na Cetiri razine. Prva je primarna struktura, koja nam govori o

slijedu aminokiselina u proteinskom lancu. Sekundarna struktura podrazumijeva visoko ure-



dene strukture poput a-lanca kolagena. Prostorni raspored tih struktura naziva se tercijarnom,
dok kvaternu strukturu imaju proteini koji se sastoje od viSe proteinskih molekula, koje funk-
cioniraju kao podjedinice veéeg proteinskog kompleksa. Karakteristi¢no obiljezje kolagena je
njegova kvaterna struktura — radi se o dugoj rigidnoj trostrukoj zavojnici, koju Cine tri lijevo
zavijena polipeptidna lanca (tzv. o-lanci) omotani jedan oko drugog poput uZeta u desnu su-

perzavojnicu (Slika 4). a-lanci dugacki su oko 300 nm, a promjer im iznosi oko 1.5 nm. Svaki

Slika 4: Slika o-lanca (lijevo) i trostruke zavojnice kolagena (desno). Preuzeto s interneta.

o-lanac sadrzi priblizno 1050 aminokiselina. Kolageni su bogati aminokiselinama glicinom
(Gly), prolinom (Pro) i hidroksiprolinom (Hyp), koje su izuzetno vazne za formaciju trostruke
zavojnice. Opéenito je za kolagene svih tipova karakteristi¢an aminokiselinski slijed Gly-Pro-X
ili Gly-Y-Hyp, gdje X 1 Y predstavljaju neku tre¢u aminokiselinu. Prolin svojom prstenastom
strukturom stabilizira helikalnu strukturu svakog lanca, dok glicin kao najmanja aminokiselina
(bo¢na skupina je tek vodikov atom) omoguéava o-lancima kompaktno slaganje u kolagenski
superheliks. Superheliksi se agregiraju u viSe strukture zvane kolagenske fibrile te kolagenska
vlakna. Dosad je identificirano oko 25 razlicitih kolagenskih a-lanaca, no samo 15 tipova mo-

lekula kolagena je pronadeno. Najces¢i je tip I kolagen, koji se moZe naéi u koZi i kostima.[29]

Zelatina je derivat kolagena, heterogena mjeSavina proteina visoke molekularne mase topi-
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Slika 5: Prikaz monomera nosioca negativnih naboja u kolagenu. Preuzeto s interneta.

vih u vodi. Proteini se ekstrahiraju kuhanjem koze, ligamenata, kostiju, itd. u vodi. Zelatina,
tj. gel koji smo koristili u naSem radu je Sigma G8150 gel za elektroforezu ekstrahiran iz
svinjske koze. Nakon ekstrakcije vrsi se obrada u kiselim uvjetima, koja razara tercijarnu i
kvaternu strukturu kolagena, Sto uzrokuje naruSavanje sekundarne strukture proteina. Naime
a-lanci su stabilni samo u obliku trostruke zavojnice, tj. desnog superheliksa, tako da u ko-
nacnici dobivamo molekule Zelatine — nabijene polimere duljine 300 nm. Polimeri se prema
jednoj teoriji Zele vratiti u svoju nativnu (i savrSenu) strukturu trostruke zavojnice (superhe-
liksa), no zbog termalnog gibanja to pri viSim temperaturama nije moguce. Tada je Zelatina u
sol stanju. Hladenjem ispod odredene temperature energija intramolekulskih privlacenja nad-
vlada termalnu energiju otapala te se lokalno formiraju trostruke zavojnice. Posljedica toga je
uredenija struktura mreZe polimera, tj. Zelatina je u gel stanju. Prema drugoj teoriji pri hladenju
nastaju intramolekulski heliksi koji omogucavaju povezivanje pojedinacnih molekula polimera
elektrostatskim interakcijama. Dakle ne dolazi do lokalnog uspostavljanja trostruke zavojnice,
ve¢ zavoj na jednom polimeru uspostavlja nekovalentnu interakciju sa zavojem drugog poli-
mera. Na taj nacin takoder dolazi do stvaranja mreZe polimera te Zelatina postupno prelazi u

gel stanje.

Nas uzorak ima 78 — 80 mol/dm? slobodnih karboksilnih skupina na 100 g proteina i s izo-
elektricnom to¢kom od 7.0 — 9.0. Naboj i izoelektri¢na tocka molekula gela odraz su aminoki-
selinskog sastava, tj. koli¢ine karboksilnih, amino i gvanidinskih skupina. Pomoéu Bloomovog

broja navedenog u specifikaciji proizvodaca (Sigma-Aldrich), ali 1 jednostavnim kemijskim ra-

11



c¢unom dosli smo do podatka da je posjeCna molekularna masa nasih polimera priblizno 100000.
Glavni izvor negativnih i pozitivnih naboja su bo¢ni ogranci asparaginske i glutaminske kiseline
(Slika 5), te lizina i arginina. Amino i karboksilna skupina na krajevima lanca su zanemarive
ako uzmemo u obzir broj monomera (oko 1050 aminokiselina), koji grade pojedini lanac. Ma-
seni udio asparaginske kiseline (Asp) je 5.7%, glutaminske kiseline (Glu) 9.6%, lizina 7.7%, a
arginina 0.9%[28]. Izmjereni pH uzorka u sol stanju iznosio je 5.2, §to znaci da su karboksilne
skupine Asp 1 Glu ionizirane, dakle otpustile su vodikove ione, koji su nosioci pozitivnog na-
boja u otopini. Lanci su u sumi negativno nabijeni, jer je broj ioniziranih karboksilnih skupina

vedi od pozitivno nabijenih boc¢nih lanaca lizina i arginina.

2.4 Difuzija i relaksacije

U naSim eksperimentalnim dielektricnim spektrima pojavile su se dvije relaksacije vodljivosti:
jedna na vrlo niskim frekvencijama (reda 10 Hz), a druga u podrucju oko 1 kHz. Donja re-
laksacija je bila ocekivana budu¢i da sli¢nu nalazimo kod drugih autora[15, 21]. Ta relaksacija
se zbog velikih karakteristiénih vremena gasi na vrlo niskim frekvencijama pa je stoga pove-
zujemo s doprinosom gibanja masivnih nabijenih lanaca. Gornju relaksaciju smo pak u ovom
radu trazili - pretpostavimo li da su nosioci naboja ioni HT, relaksacijska vremena reda 0.5 ms
odgovaraju udaljenostima oko 500 nm, Sto je za naSe podrucje koncentracija tipicna udaljenost
dva proteinska lanca. Ako traZimo dinamiku na tim prostornim skalama, o¢ekujemo da ¢emo je
naci u kilohertznom frekventnom podru¢ju. Mjerenjem parametara dviju relaksacija u ovisnosti
o temperaturi i koncentraciji Zelatine potvrdit éemo ove predodZbe te do¢i do dodatnih informa-
cija o dinamici sol-gel prijelaza. Teorijska podloga relaksacija koju ¢emo sada ukratko izloZiti
koristi jednostavne difuzijske modele i prije svega sluzi da povezuje i kvalitativno objaSnjava
pronadene relaksacije. Detaljnija kvantitativna teorija nije razvijana prije svega zbog slozenosti,

no pokazat ¢e se da i nasi primitivni modeli dosta dobro opisuju fizikalnu situaciju.

Za opisivanje gibanja protuiona H' kroz otopinu moramo se pozabaviti difuzijom i utje-
cajem struktura razli¢itih prostornih skala na taj proces [30]. Jednostavna difuzija modelira se
kao nasumicni hod u kontinualnoj granici, no nas prije svega zanima koje su modifikacije na
jednostavni model koje donosi elektricno polje (narocito u prisutstvu strukture lanaca). Obi¢nu

difuziju kroz vodu moZemo prikazati kao termicki aktiviran proces u kojem se ioni H* nalaze u
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kvaziperiodi¢nom potencijalu i zbog termi¢kog gibanja mogu preskakivati iz jame u jamu. Ta-
kav model mnogo se koristi npr. u opisima vodljivosti poluvodi¢a[30]. Zbog velike mase iona
(i visoke sobne temperature na kojoj radimo) kvantni efekti ¢e biti znatno manji od termickih,
iako mogu biti vazni za npr. vodikove veze. Bez vanjskog polja potencijal je homogen preko
vecih udaljenosti 1 pojedini ion ima jednaku vjerojatnost za preskok ulijevo i udesno. To je
podloga promatranja difuzije kao nasumi¢nog hoda, a koeficijent difuzije govorit ¢e nam koliko
su Cesti preskoci. Iako su ioni nabijeni, pretpostavljamo da su dovoljno zasjenjeni (ili dovoljno
daleko) pa njihovu interakciju moZemo u prvom redu zanemariti i tretirati ih kao nezavisne Ces-
tice. Zbog relativno visoke temperature i velike mase iona klasi¢na statistika je primjenjiva pa

za vjerojatnost preskoka u jedinici vremena vrijedi
v
W~ e kT

gdje je V tipic¢na dubina potencijalne jame, a T temperatura. Iako smo u tekucini, zbog kratko-
doseznog reda na razini nekoliko molekula vode lokalni potencijal koji ion vidi e biti relativno
stalan u vremenu 1 visina V prihvatljivo dobro definirana. Uvodenjem vanjskog homogenog
elektri¢nog polja periodi¢ni potencijal ¢e se 'nagnuti’ i vjerojatnost preskoka e biti veca u
jednom smjeru nego u drugom (Slika 6). Ako su nosioci naboja pozitivni, imat éemo ukupnu
struju u smjeru polja. JednadZzbu difuzije u polju moZemo lako izvesti u kontinualnoj granici
ako promatramo koliko iona ulazi i izlazi iz neke potencijalne jame u jedinici vremena. Ukupni
tok se sastoji od Cetiri komponente; promotrimo na primjer tok iz promatrane jame niz polje.
On Ce ovisiti o trenutnom broju iona u jami C(x), frekvenciji pokusaja preskakanja barijere v i
vjerojatnosti da preskok uspije:

V—e@
Fi =C(x)ave  *

Sa @ smo oznacili elektricni potencijal, za koji pretpostavljamo da je linearan u koordinati
(homogeno polje, ¢ = Ex), a srednju udaljenost izmedu jama ozna¢avamo s a. Kad napiSemo
i preostala tri toka i pretpostavimo da je C(x) dovoljno sporo variraju¢a da za susjedne jame

mozemo pisati

aC
Cxta)=C(x)ta—
(x+a) (x)+a o
izlazi za ukupni tok
oC ) E
F(x) = vale 11 <~ cosh ;‘i—T +2vaCe™ 17 sinh ZZ_T (2.3)

Taj izraz je u okviru naSeg modela egzaktan, odnosno vrijedi i za velika polja. Naravno polje

se ne smije pribliziti granici na kojoj bi moglo znatnije deformirati potencijal, no s obzirom
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Slika 6: Shematski prikaz periodi¢kog potencijala u vanjskom polju s naznadenim parametrima relevantnim za

difuzijski model.

na nanometarske dimenzije jama, tako velika polja neCemo razmatrati. Pretpostavimo li da
vrijedi Fickov zakon, moZemo u njega uvrstiti izracunati tok i dobiti difuzijsku jednadzbu u
vanjskom polju. Za potencijal koji je mali u usporedbi s termickom energijom (odnosno ako je

eLE /2kT < 1) radimo razvoj hiperbolnih funkcija i difuzijska jednadzba u prvom redu postaje

aC v 3*C eva® v oC
— = —Va“e kT—+— e kT

o 2 AT B 24

i odmah moZemo uvesti difuzijski koeficijent D = va?e~* i mobilnost u = 17D te pripadne
Clanove u jednadzbi nazvati difuzijskim odnosno driftnim dijelom. Iako je nas model vrlo
primitivan, iz njega je izaSla i Einsteinova relacija izmedu mobilnosti i koeficijenta difuzije i
eksperimentalno dobro potvrdena ovisnost koeficijenta difuzije o temperaturi[31]. Kljuc¢no je
da smo uspjeli dobiti predvidanje ovisnosti mobilnosti (a time i vodljivosti) o temperaturi za
difuziju iona kroz vodu, koja ¢e nam kasnije re¢i kojim putem u otopini zelatine ide veci dio
iona. Citavo vrijeme pretpostavljamo da je karakteristiéno vrijeme promjene polja (odnosno
period u monokromatskom eksperimentu) mnogo vece od karakteristicnog vremena preskoka
1/v. Priblizi li se frekvencija polja frekvenciji v, pojavit Ce se relaksacija i vodljivost ¢e poCeti
padati. Za frekvencije polja znatno veée od v modifikacija potencijala zbog polja bit ée prebrza

da bi znatnije utjecala na vjerojatnosti preskoka i ovakav model vodljivosti viSe nece biti dobar.

Provedeni racun dobro funkcionira za difuziju nezavisnih iona kroz vodu, no sad ¢emo ga

odvesti u krajnost uvodeci strukturu na skalama tisuéu puta ve¢im od a. Bitna pretpostavka
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je da u izloZenom modelu nema ovisnosti o specificnom obliku potencijala (odnosno ona je
apsorbirana u difuzijsku konstantu), pa moZemo promatrati vjerojatnost preskoka izmedu vrlo
udaljenih ’Siljastih’ jama. Takvim potencijalnim krajolikom upravo pokusavamo modelirati
otopinu negativno nabijenih lanaca proteina izmedu kojih nalazimo pore Cija je karakteristina
dimenzija reda 500 nm u nasem rasponu koncentracija. Ako je promjena polja dovoljno spora,
i dalje mozemo difuzijsku jednadZbu (2.4) smatrati vazeCom, naravno uz druk¢iji koeficijent
difuzije. Pretpostavka moze izgledati neobiCna, ali vidjet ¢emo da joj razliiti eksperimentalni
rezultati idu u prilog. Posljedice velike udaljenosti jama su dosta zanimljive i ponekad se mogu
mjeriti; najprije emo se pozabaviti nelinearnim efektima, odnosno uvjetom eLE /2kT < 1
(gdje je sada L karakteristi¢na udaljenost izmedu lanaca, koju smo prije zvali dimenzijom pora
i oznacili s §). Zbog velikog L njega je sada puno teZe zadovoljiti, pa ¢emo u razvoju hiperbolnih

funkcija zadrzati i iduci ¢lan. Dobivamo mobilnost ovisnu o polju

u(E) = (0 [1—% (2,’;—?)2

gdje smo s u(0) oznadili mobilnost u polju E < 2kT /eL. Difuzijska konstanta ¢e takoder imati

korekciju, no ona nam je manje interesantna jer ju ne mozemo direktno mjeriti. Kvadratna
korekcija mobilnosti vodi na kubicni ¢lan u driftnom dijelu difuzijske jednadzbe i njega imamo
priliku pratiti promatrajuci odziv na tre€em harmoniku primijenjenog polja. Iako je efekt i dalje
malen za dostupna polja, pomocu lock-in tehnike i stabilnog strujnog izvora uspjeli smo ga

izmjeriti 1 napraviti usporedbu s izloZenim jednostavnim modelom.

Drugi bitan efekt je ovisnost vodljivosti o frekvenciji polja. Kao §to smo ve¢ spomenuli, ako
period dode blizu karakteristicnom vremenu preskoka o¢ekujemo gasenje vodljivosti s frekven-
cijom. Ako se sjetimo da ioni iz jame u jamu zapravo “preskacu’ obi¢nom difuzijom kroz vodu
(gdje provode vecinu svog vremena), mozemo karakteristi¢no vrijeme procijeniti preko skali-
ranja karakteristiénog za sve difuzijske procese L?> = Dr; tu je D opet uobiajeni koeficijent
difuzije uveden na pocetku, a ne efektivni koeficijent u modelu lanaca. Smatramo li da su jedini
nosioci ioni H, moZemo iz poznate difuzivnosti[31] za duljine reda 500 nm dobiti vremena
oko 0.5 ms, pa na odgovarajuéim frekvencijama ocekujemo pad vodljivosti. Vaznu potvrdu tog
razmiS$ljanja ocekujemo iz ovisnosti karakteristicnog vremena o koncentraciji jer znamo kako
se dimenzija pora skalira s koncentracijom c. Osnovna zamjerka iznesenom modelu je ¢injenica
da su lanci na prvi pogled prakticki jednodimenzionalni, pa je vjerojatnost da ih u tri dimenzije

ioni pogode vrlo mala. Tome moZemo doskociti pomoc€u dva efekta: postojanje ionskog oblaka
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(odnosno dosega potencijala lanaca reda 10 nm) i termicko gibanje lanaca. Termicko gibanje ce
efektivno razmazati lance u prostoru i povecati im povrSinu koju vide ioni. Kako ipak radimo
s velikim koncentracijama, efekt je dobro vidljiv te pad vodljivosti moze dosegnuti i nekoliko
postotaka ukupne vodljivosti. Tijekom geliranja se lanci povezuju u superstrukturu i fluktuacije
postaju znatno manje, $to se jasno vidi u temperaturnoj ovisnosti vodljivosti na frekvencijama

manjim od 1/7.

S obzirom da je nas$ model vrlo primitivan i prakticki jednodimenzionalan, ocekujemo samo
kvalitativno slaganje s eksperimentima. Da bismo model u€inili finijim, moZemo dodavati raz-
licite poluempirijske korekcije kao raspodjelu karakteristi¢nih duljina (koja ovisi i o termi¢kim
fluktuacijama) i geometrijske faktore zbog trodimenzionalnosti sistema. Posebno je zanimljivo
pitanje dimenzionalnosti strukture lanaca koja se za neke potrebe mozZe smatrati fraktalom[25].
Na te probleme ¢emo se vratiti i prilikom komentiranja rezultata za visokofrekventnu vodljivost.
Sada nam predstoji kvantificirati ovisnost vodljivosti o frekvenciji, da bismo prilikom diskusije
eksperimentalnih rezultata mogli baratati s konkretnim visinama i Sirinama relaksacija. Jasno
je da ¢e na frekvencijama polja znatno manjim od 1/t vodljivost biti gotovo konstantna, dok
u blizini vremena T o¢ekujemo padanje. Taj efekt moramo proucavati prije pustanja difuzijske
jednadzbe (2.4) u kontinualnu granicu, kada efektivno uzimamo da frekvencija v ide u nulu
(a L u beskonacno na naCin da produkt D, s = vL? ostane konstantan). Promatramo zato tok

usrednjen po vremenu dovoljno ve¢em od T = 1/v, u granici malog elektri¢nog polja:

aC % v

e 2
(F) = <$> [2e 7 —VszT e~ (C(1)E (1))

Taj tok Ce biti jednak ve¢ izvedenom toku u granici spore promjene polja jer tada ioni mogu
pratiti polje i korelacija (C(¢)E(t)) je jako velika. U suprotnoj granici vrlo velikih frekvencija
je medutim korelacija praktic¢ki nula jer se ioni gibaju na intrinzi¢noj skali 1 /v dok polje oscilira
mnogo brze. To vodi na efektivnu frekventno ovisnu mobilnost u difuzijskoj jednadzbi. Za ko-
relaciju mozemo uzeti standardnu jednostavnu pretpostavku eksponencijalnog ponasanja[32],

ali uz uvjet da je korelacija maksimalna za niske frekvencije. To vodi na

(C(E (1)) = (1 —e—f/T) CU)E (1)

1 ako se prebacimo u frekventnu domenu dobit ¢emo za monokromatsko polje mobilnost oblika

vel? v 1
— e kT

o) =27 1+ it
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Na taj nacin smo u difuzijsku jednadZzbu ukljucili korekciju na viSim frekvencijama. Kako je
vodljivost produkt mobilnosti i broja nosioca, analognu formulu ¢emo dobiti i tamo. Odmah
vidimo da e realni dio imati stepenicu (na logaritamskoj skali - Slika 7) u blizini vremena T;
uz koriStenje difuzijske konstante i Einsteinove relacije imamo

ne*D 1
kT 1+ (or)?

Re(68) = (2.5)

gdje smo sa 6 oznacili kompleksnu vodljivost. Takav funkcionalni oblik Cesto se naziva Debye-
vom relaksacijom i iako hvata bitne zakljucke o gaSenju vodljivosti na velikim frekvencijama
nije sasvim prikladan za naSu eksperimentalnu situaciju. Glavni problem je Sto karakteristicna
duljina nije jedinstvena, ve¢ postoji prilicno Siroka raspodjela oko neke srednje vrijednosti.
Ovisnost vodljivosti o frekvenciji moramo u skladu s time modificirati, §to moZemo izvesti na
uobicajen poluempirijski nacin. NaSa relaksacija vodljivosti (2.5) ima analogiju u relaksacijama
permitivnosti (koje se mnogo cesce koriste) gdje je razvijeno nekoliko standardnih modifika-
cija. Za nase potrebe bit ¢e dovoljno detaljnije opisati dvije modifikacije Debyeve relaksacije:
Cole-Cole i Kohlrausch-Williams-Watts (KWW) funkcije. Obje uvode jedan dodatni parametar
za opisivanje raspodjele relaksacijskih vremena oko nekog srednjeg vremena T . Postoje i op-
Cenitije funkcije s viSe parametara (kao Havriliak-Negami relaksacija) no neCemo s njima raditi

zbog dodatno oteZane interpretacije parametara.

Cole-Cole prosirenje izvodi se u frekventnoj domeni i umjesto Debyevog izraza uvodi po-
opéenje
Ac

gdje je Ac opcCenita visina relaksacije. Dodani parametar o se krece od nule do jedinice, i
vidimo da proSiruje relaksaciju; Sto je o blize nuli, podrucje pada vodljivosti je Sire. Raspo-
djela relaksacijskih vremena koja vodi na takav funkcionalni oblik nije jednostavna i naj¢esce
nema izravno fizikalno tumacenje, no Cole-Cole (Slika 7) funkcija ipak dobro opisuje velik
broj razlicitih sustava pa se kao empirijska formula koristi zbog jednostavnosti izraza u frek-
ventnoj domeni. Na sli¢an nacin nastaje i Kohlrausch - Williams - Watts relaksacija, osim $to
je ona jednostavna u vremenskoj domeni dok je u frekventnoj poznata samo preko Fouriero-
vog integrala. Naime umjesto da gledamo odziv na monokromatsko polje moZemo promatrati
odgovor na puls polja (idealizirano delta funkciju). Debyeva relaksacija e tada biti obi¢ni eks-

)B. Ako je

-t/

ponencijalni pad Ace /%, a KWW funkcija je jednostavno progirenje oblika Ace [t

0 < B < 1 ta funkcija se naziva i rastegnutom eksponencijalom (’stretched exponential’) i tako-
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Slika 7: Ponasanje realnog dijela Cole-Cole relaksacije vodljivosti u ovisnosti o frekvenciji. Slu¢aj o = 1 vodi

na Debye relaksaciju.

der je primjenjiva za velik broj realnih neuredenih sustava. Raspodjela relaksacijskih vremena
ponovno nije trivijalna. Uglavnom smo u praksi za fitanje koristili Cole - Cole relaksaciju zbog
jednostavnosti izraza u frekventnoj domeni, iako smo nas$li naznake da bi KWW funkcija mo-
7da bila prikladnija. No poSto nemamo Cvrstu teorijsku podlogu za izbor jedne naspram druge,
odabrali smo jednostavniju. Interpretacija parametra Sirine je uglavnom samo polukvantitativna
jer je njegova veza s raspodjelom vremena komplicirana. Vidjet éemo medutim da se prilikom

sol-gel prijelaza upravo Sirina najjasnije mijenja.

Zbog razli¢itih eksperimentalnih indikacija moZemo smatrati da donju relaksaciju zaista
uzrokuje gibanje lanaca u cjelini. Opis njihovog micanja ¢emo provesti vrlo sli¢no gornjem
modelu za lagane protuione, samo $to ¢e dimenzije i dubine potencijala biti znatno drugacije. U
svojevrsnom modelu srednjeg polja moZemo zamisliti da se svaki lanac giba po kompliciranom
energetskom krajoliku koji ugrubo predstavljamo kao periodicni potencijal. U tekucem stanju
je termicka energija lanaca dovoljno velika da mogu relativno Cesto preskakati iz jame u jamu,
dok tokom geliranja zbog stvaranja globalne mreZe lanaca nastaje prili¢no dobro definiran poza-
dinski potencijal i sve manje molekula ima slobodu gibanja. Ako za model vodljivosti uzmemo

istu difuzijsku jednadZbu u polju (2.4) (naravno uz frekventno ovisnu mobilnost), mozemo di-
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skutirati Sto u slucaju lanaca odreduje mikroskopske parametre v 1 V. Karakteristicna duljina ce
nam i ovdje biti srednja udaljenost izmedu lanaca, ali ¢e koeficijent difuzije zbog njihove velike
duzine ovisiti o poloZaju lanca u prostoru, to jest V.=V (r). Na taj naCin u model uvodimo
’zapetljanost’ lanaca u otopini, odnosno njihovu proteznost (u suprotnosti s prakticki tockastim
ionima H'). Difuzijska jednadZba nam se sada znatno komplicira i pojavljuju se dva dodatna
Clana koji su mikroskopske prirode pa ih ne moZemo lako kontrolirati. MoZemo si pomoci
ako pretpostavimo da je varijacija V s poloZajem na relativno kratkim skalama u odnosu na L;
tada uzimanjem prosjeka dolazimo na difuzijsku jednadzbu sli¢nu onoj izvedenoj za male ione.
Opravdanost takvog postupka je upitna, ali u duhu dosadas$njeg razmisljanja pokuSat ¢emo uzeti
da za vodljivost lanaca ipak vrijedi relacija analogna (2.5) i vidjeti Sto Ce iz toga izaci. Iznos
stepenice vodljivosti sada postaje n;¢°D; /kT gdje smo s n; oznacili broj pokretljivih lanaca, g
im je efektivni naboj a D; prikladna srednja difuzijska konstanta. Srednje relaksacijsko vrijeme
ée kao i ranije biti T, = L?/D;. Usprkos velikoj sloZenosti interakcija lanaca, o¢ekujemo da
¢e u blizini sol-gel prijelaza u vodljivosti dominirati ¢lan n; buduci da se kod prijelaza velik
broj lanaca oslobada iz superstrukture i moZe poceti voditi struju. Zato smatramo da je u na-
Sem temperaturnom podrucju dovoljno dobro uvesti srednju difuzijsku konstantu, bez mnogo
razmisljanja o utjecajima dinamickih komplikacija na izraz (2.5). Poznavajudi tipi¢nu koncen-
traciju lanaca 1 srednju udaljenost, moZemo napraviti i numericku procjenu visine stepenice
ako iskoristimo izmjereno relaksacijsko vrijeme za odredivanje D;. Za vremena reda 1 s i kon-
centracije oko 3% dobiva se na sobnoj temperaturi AG ~ 1 uS/m, uz pretpostavku da svi lanci
sudjeluju u transportu i da je efektivni naboj jednog lanca manji od 100 e. Goli naboj je veéi
za faktor 2 do 3 jer je u naSem lancu otprilike svaka Cetvrta do peta aminokiselina negativno
nabijena, ali radi zasjenjenja bi efektivni naboj mogao biti i manji od procjene 100 e. BrojCane

vrijednosti i usporedbu dobivene visine s eksperimentom ¢emo detaljnije diskutirati nize.

Zbog vrlo sretne okolnosti da smo uspjeli priliéno pouzdano mjeriti dvije relaksacije, vazno
je diskutirati njihovu povezanost u kontekstu izloZenih jednostavnih modela. Velik broj poda-
taka - relaksacijskih vremena i visina - moZe nam dati cjelovitu iako za sada donekle grubu sliku
zbivanja tijekom sol-gel prijelaza. Parametri dviju relaksacija sami po sebi nose dosta fizikalnih
informacija, no moZemo se i u izvjesnoj mjeri posluZziti mjerenjima donje relaksacije da bismo
karakterizirali gornju. Zbog vrlo velikih vremena relaksacije (i broj¢anih faktora o kojima ce
biti rijeci kasnije) pretpostavljamo da donja relaksacija direktno mjeri odziv lanaca, §to znaci da

moZemo podatke o njenom intenzitetu iskoristiti da preko fluktuacijsko-disipacijskog teorema
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izracunamo veliCinu fluktuacija lanaca u ovisnosti o temperaturi. U gore izloZenom modelu za
gornju relaksaciju zakljucili smo da bi njen intenzitet trebao u velikoj mjeri ovisiti upravo o toj
fluktuaciji, pa se mozemo nadati predvidanju intenziteta gornje relaksacije koristeéi intenzitete
1 relaksacijska vremena donje. Takvo predvidanje dalo bi snaznu potvrdu izloZenih teorijskih
razmatranja a ovisnost o temperaturi bitne informacije o procesu geliranja. U podrucju tempe-
ratura oko prijelaza dominantan efekt je smanjenje koli¢ine mobilnih lanaca radi udruZivanja.
Posto se radi o prilicno uskom temperaturnom rasponu u prvom redu ¢e promjene intenziteta
fluktuacija biti zanemarive u odnosu na promjenu broja fluktuirajuéih lanaca. Visina donje
relaksacije nam prema tome direktno mjeri taj broj. Utjecaj fluktuacija na gornju relaksaciju
moZemo najjednostavnije prikazati preko efektivnih povrSina koje vide protuioni. Lanci imaju
neku povrsinu i dok su dio vece strukture; nazovimo tu povrsinu So. Kada se neki lanac oslo-
bodi, efektivna povrSina mu naraste na Sop +AS. Ako uzmemo da je intenzitet gornje relaksacije

proporcionalan srednjoj efektivnoj povrS$ini lanaca u otopini dobit ¢emo
AG ~ So+ =AS
Y

gdje smo s N oznacili ukupan broj lanaca. Mjeru povrsine Sp nam daje visina relaksacije na tem-
peraturama mnogo niZim od temperature prijelaza; ostatak koji ovisi o broju slobodnih lanaca
¢emo nazvati reduciranom visinom. S obzirom da je visina donje relaksacije proporcionalna
n, vidimo da bi na temperaturama u blizini prijelaza omjer reducirane visine gornje relaksacije
1 visine donje relaksacije trebao biti konstantan. Bez detaljnije teorije ne moZemo izraCunati
konstantu proporcionalnosti, ali ve¢ dobivanje konstantnog omjera bi znacilo dodatnu potvrdu

modela.

2.5 Proces geliranja

S makroskopskog stajaliSta Zelatina se odlikuje s dvije karakteristicne ’faze’, sol i gel. U ovis-
nosti o koncentraciji i tipu polimera koji izgraduje gel postojat ¢e temperatura T, ispod koje ¢e
se sustav nalaziti u "uredenijem’, gel stanju. Sam prijelaz iz sol u gel stanje nije jasno tempera-
turno razlucljiv i eksperimentalno se oCituje divergencijom viskoznosti otopljenog polimera sa
sniZavanjem temperature do 7, (reoloski prijelaz). U sol stanju imamo mnoStvo polimera koji
nisu medusobno (trajno) povezani te stoga nema izraZene nikakve makrostrukture. Gel stanje

pak ima definiranu makrostrukturu, moguce je putujuéi po lancima do¢i sa jednog kraja uzorka
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na drugi. Veci dio lanaca je medusobno povezan (Slika 8) te zbog toga dolazi do divergencije vi-

skoznosti te je moguce definirati modul elasti¢nosti. Sam proces prijelaza iz sustava nepoveza-

Slika 8: Prikaz dijela makrostrukture gela. Preuzeto iz [23]

nih lanaca sol stanja u gel se Cesto objasnjava perkolacijom u temperaturi. Radi mikroskopskih
razloga sniZenjem temperature se lanci mogu povezivati i tvoriti nakupine Cija karakteristina

dimenzija takoder divergira kako se temperatura snizuje do temperature geliranja.

Dalje ¢emo se ograniciti na razmatranja termoreverzibilnih gelova kod kojih je priroda pove-
zivanja lanaca fizikalna, tj. ne dolazi do promjene u kemijskom sastavu polimera. Preptostavka
je da se veze medu lancima naizmjence uspostavljaju i prekidaju ispod neke kriticne termicke
energije. Kako se priblizavamo temperaturi geliranja nakupine rastu dok se ne spoje u okolini

temperature geliranja u jednu veliku makrostrukturu koja proZima cijeli uzorak.

Mikroskopska priroda tog povezivanja moZe biti razliita. Bilo kakav fizikalni proces koji
preferira povezivanje odredenih dijelova na razli¢itim lancima moZe voditi u proces geliranja.
Primjeri takvih gelova su Zelatina i polisaharidi[23]. Klasicne teorije[23] predvidaju tri na-
¢ina uspostavljanja veza izmedu lanaca: 1) Formiranje heliksa 2) Formiranje mikrokristala i
3) formiranje nodula. U slucaju Zelatine eksperimenti opticke rotacije[22] ukazuju na formira-
nje heli¢nih struktura na temperaturama iznad temperature geliranja. U literaturi nalazimo dva
nacina[23, 22] kojim se tumaci povezivanje heliksa na razliCitim lancima. Prvo tumacenje je

da je lanac termodinamicki stabilniji kada postane heliks te da se tada zbog vece koncentracije
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Slika 9: Prijelaz iz coil u heliks fazu i pojava makrostrukture. Preuzeto iz [22]

vodikovih skupina dva takva heliksa mogu povezati vodikovom vezom. Povezivanje ’ravnih’
dijelova nije moguce jer je termiCka energija veca od energije vezanja zbog manje lokalne kon-
centracije vodikovih skupina (Slika 9). Drugi scenarij je da se dva ili tri lanca Zelatine na svojim
krajevima lokalno povezu u superheliks koji se tada moZe povecavati ili seliti duz tih lanaca.
Iako je vjerojatnost susretanja krajeva lanaca u otopini jako malena[23], u literaturi se pojavljuje
1 taj scenarij[ 14]. Mjerenja opticke rotacije radili smo upravo iz razloga da u Zelatini rasvjetlimo

proces nastanka i spajanja heliksa.

Otvoreno je pitanje prirode faznog prijelaza Zelatine. RazliCite teorije ga svrstavaju u raz-
licite tipove faznog prijelaza: fazni prijelaz prvog reda[8], fazni prijelaz treceg reda (Bose-
Einstein kondenzacija)[33] i staklasti prijelaz[13]. Kalorimetrijski rezultati za zelatinu[13, 14]
ukazuju na to da nema singularnosti unutarnje energije oko temperature geliranja, ve¢ da pos-
toji postepena promjena od viSih temperatura koja je mjerenjima optickih svojstva korelirana sa
pocetkom stvaranja heliksa[3, 8]. Kalorimetrijska mjerenja takoder pokazuju kako je gel stanje
Zelatine metastabilno[13] (svojstva joj ovise o starosti). Iz svega navedenog zaklju¢ujemo kako

sol-gel prijelaz nije moguce kategorizirati niti kao klasi¢ni niti staklasti prijelaz.
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3 Eksperimentalni postav i metode

Glavna eksperimentalna metoda ovog rada jest niskofrekventna dielektricna spektroskopija.
Iako to nije uobicajeno, s obzirom da je eksperimentalni postav za dielektricnu spektrosko-
piju samostalno izraden, objasnit ¢emo uz postupak mjerenja i sam postav. Pred kraj ¢emo se

osvrnuti na polarimetrijska mjerenja i pripremu uzoraka.

3.1 Cetverokontaktna éelija
3.1.1 Dizajn celije

Celija za dielektri¢nu spektroskopiju izradena je specifi¢no za ovaj eksperiment, §to je omogu-
¢ilo prilagodbu dizajna i postizanje osjetljivosti i frekventnog raspona nedostupnog standardnim
dvokontaktnim Celijama. S obzirom da se velik dio nama zanimljive fizike odvija na prostor-
nim skalama od 100 do 1000 nm, odgovarajuéa karakteristicna vremena padaju u milisekundno
podrucje (ili viSe). Zato se javila potreba za tocnim mjerenjem kompleksne vodljivosti (na-
rocito njenog realnog dijela, koji odgovara obi¢noj omskoj vodljivosti) u rasponu frekvencija
od nekoliko Hz do priblizno 10 kHz. Na tim frekvencijama je mjerenje u dvokontaktnoj Celiji
prakticki nemoguce radi efekata polarizacije elektroda, koji u tipi¢noj konfiguraciji mogu nad-
masiti otpor uzorka za nekoliko puta. Drugi veliki eksperimentalni problem je bila temperaturna
kontrola; radi prirode sol-gel prijelaza morali smo biti u stanju mjeriti impedancije s razli¢itim
temperaturnim protokolima i s velikom preciznos¢u u temperaturi. Zadovoljavajuce rjeSenje
smo pronasli u kompaktnoj ¢etverokontaktnoj ¢eliji s Peltierovim hladenjem i grijanjem koju

smo sami konstruirali.

Celije za dielektri¢nu spektroskopiju tekuéina koriStene u mnogobrojnim eksperimentima
[20, 15, 21, 26] mogu se uz rijetke iznimke podijeliti u dvije kategorije: dvokontaktne i Cetve-
rokontaktne. Iako su u ranijim radovima Cetverokontaktne prili¢no zastupljene, potisnule su ih
mnogo robusnije dvokontaktne. Njihove glavne prednosti su jednostavna geometrija uzorka i
elektroda, mogucnost mjerenja i do nekoliko desetaka MHz i mali volumen uzorka, a s razvo-

jem preciznih i pouzdanih analizatora impedancije njihova upotreba postala je vrlo jednostavna.
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Upravo postojanje gotovih instrumenata koji direktno daju vodljivost 1 kapacitet uzorka dalo je
dvokontaktnim celijama dovoljan zamah da postanu dostupne i komercijalno. Takvi uredaji
rade na principu samoustabiljuju¢eg mosta te bez znatnih zahvata ne mogu biti primjenjeni u
cetverokontaktim mjerenjima. PokusSaji prilagodbe[34] takvih uredaja nisu urodili plodom zbog
kompleksnosti odracunavanja karakteristike elektronike koja prilagodava analizator impendan-

cija za rad s Cetiri kontakta.

U bitnom se dvokontaktne Celije sastoje od dvije paralelne metalne ploCice izmedu kojih se
stavlja kapljica uzorka; uz male korekcije zbog rubnih efekata geometrija tada odgovara jednos-
tavnom plocastom kondenzatoru. PloCice mogu biti izvedene s velikom precizno$cu, a i lako
je postiéi dobar termalni kontakt sa sustavom za termostatiranje. No unato¢ prednostima dvo-
kontaktne Celije imaju velikih poteskoéa s mjerenjem impedancije dobro vodljivih otopina na
frekvencijama manjim od reda 1 kHz. Osnovni razlog je ve¢ spomenuta polarizacija elektroda,
odnosno formiranje dvosloja iona u neposrednoj blizini povrSine elektrode. Ionski dvosloj ima
relativno veliku impedanciju jer je prilicno dobro vezan uz elektrode; problemi su najveéi u
kapacitetu zbog vrlo malih udaljenosti izmedu slojeva iona pa niskofrekventni kapacitet moze
dostici i nekoliko uF. lako se taj efekt uspjesno upotrebljava u izradi elektrolitskih kondenzatora,
on potpuno maskira kapacitet uzorka na niskim frekvencijama. Situacija je sli¢na i s omskim
dijelom, no tamo je efekt neSto manji (ovisno o omjeru povrsine elektroda i duljine uzorka, no
tipicno je otpor dvosloja desetak puta veci od otpora uzorka). Radi tromosti iona dvosloj se
nece formirati na viS§im frekvencijama. Sve promjene impedancije samog uzorka superponiraju

se na tu veliku varijaciju zbog polarizacije elektroda i postaju prakticki nemjerljive.

Postoji nekoliko moguénosti izlaza iz tog problema, no mi smo radi suprotstavljenih zah-
tjeva morali dizajnirati vlastitu ¢eliju. Odabrana je Cetverokontaktna konfiguracija, ali uz znatne
izmjene svih nama poznatih postava. Osnovna ideja realizacije potice jo§S od Schwana[20], a
razvijena su razli¢ita poboljSanja i varijante[15, 21]. Sve te Celije imaju vrlo velik volumen
(nekoliko ml) 1 primitivnu temperaturnu regulaciju, a koriste se za znatno razrjedenije otopine
od naSe tako da im je omjer omskog i kapacitivnog otpora povoljniji. Da bismo pomirili zahtjev
za Cetiri kontakta s jedne i male volumene i prilagodljivu temperaturnu kontrolu s druge strane,

morali smo se okrenuti neSto druk¢ijem dizajnu.

Za razliku od dvokontaktne, u Cetverokontaktnoj ¢eliji postoje dva strujna i dva naponska
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Strujna elektroda

Zp

C Predpojafalo

Strujna elektroda

Slika 10: Ekvivalentna shema celije. Z, su parazitske impendancije koje se metodom Cetiri-kontakta zaobilaze.

R i C su mjerene veliCine koje karakteriziraju bulk svojstva uzorka.

kontakta (Slika 10). Strujni kontakti sluSe samo za puStanje struje kroz uzorak i na njima se ne
mjeri napon; polarizacija nastaje na njima, no s obzirom da je polarizacijska impedancija spo-
jena u seriju s impedancijom uzorka struja je svugdje ista. Naponske elektrode su postavljene
u uzorak 1 spojene na pojacalo vrlo visoke ulazne impedancije. Kako kroz njih teCe zanemariva
struja, polarizacija je vrlo slaba i moZemo smatrati da one zaista mjere pravi potencijal na svom
poloZaju u uzorku. Prema tome izlazi da nam je dovoljno znati razliku potencijala izmedu na-
ponskih elektroda i struju kroz uzorak da bismo znali njegovu impedanciju, bez ikakvog utjecaja

polarizacije elektroda.

Iako izgleda jednostavno, kombinirati ¢etverokontaktni princip s malim volumenom uzorka
je relativno zahtjevan zadatak. Mali volumeni naime vode na male udaljenosti izmedu elektroda
Sto povecava parazitske kapacitete koji smanjuju efektivnu impedanciju ulaza pojacala, pa na
vis§im frekvencijama struja ipak ’curi’. To je bio glavni izvor poteskoca u naSoj ¢eliji, pogotovo
iznad 1 kHz. Takoder je bilo potrebno napraviti posebno prilagodeno diferencijalno predpo-
jacalo visoke ulazne impedancije, s dobrom amplitudnom i faznom karakteristikom u ¢itavom

frekventnom rasponu.

Komora za uzorak je izradena u obliku kanalica izglodanog u bakelitnoj plocici (Slika 13
desno i 11); bakelit je odabran radi vrlo niske elektricne a relativno velike toplinske vodljivosti
(na sobnoj temperaturi stotinjak puta vece od vodljivosti tipicnih plastika kao teflon ili polieti-

len). Na krajeve kanalica zalijepljene su pozlacene bakrene plocice - strujne elektrode, dok su

25



% ’ / @
) \ O2O i
0o 3 @
(6)/O
16 L |

Slika 11: Shematski prikaz postolja za uzorak. 1) strujne elektrode, 2) naponske elektrode, 3) prostor za uzorak,

4) magneti za ¢vrsto zatvaranje komore s uzorkom, 5) odvodi za naponske kontakte

Referentni signal

Strujna elektroda
h 4
AC Naponske . .
strujni izvor elektrade Predpojacalo Lock-in
Uzorak
Strujna elektroda
GPIB  |presrressnsssrnsusnnnsrnsurnnnsnnns Racunalo  Breesersssssmmsmmnsrnsnssasnsssnsssansssssssd GPIB

Slika 12: Blok-shema eksperimentalnog postava

za naponske elektrode upotrijebljene dvije platinske Zice promjera 25 um. Bakelitna plocica je

vijcima pri¢vrséena za mjedeno kuciste koje je slusilo kao Faradayev kavez i termicki kontakt
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Slika 13: 3D shematski prikaz zatvorene éelije (lijevo) i komore za uzorak (desno).

na Peltierove elemente. Potreban volumen uzorka je bio 50 ul, Sto je dovoljno malo da budemo
sigurni u homogenost temperature unutar njega. Shematski prikaz eksperimentalnog postava je
prikazan na Slici 12. Za puStanje struje koriSten je AC strujni izvor (Keithley 6221), no radi
utjecaja parazitskih impedancija struja je direktno mjerena skidanjem napona s otpornika od
100 Q. Otpornik je bio Vishay PTF56 metal film vrlo male tolerancije i dobrih visokofrekvent-
nih svojstava (mali kapacitet 1 induktivitet). Pri odredivanju linearnog odziva uzorka koristili
smo struju od 1 pA $to je odgovaralo naponima reda 30 mV preko cijelog uzorka. Usporedbom
spektara za 1, 51 10 gA utvrdili smo da u tom rasponu nema ovisnosti o struji i mogli smo is-
kljuciti eventualne efekte elektrolize. Za mjerenje napona koriSteno je lock-in pojacalo SR830

uz posebno izradenu sklopku za paralelno mjerenje napona i struje.

Karakteristike ¢elije provjeravane su mjerenjem impedancije standarda vodljivosti - otopina
KCl u vodi koncentracija od 0.002 mol/dm? do 0.01 mol/dm?. U nama zna¢ajnom frekventnom
podrucju od 1 Hz do reda 10 kHz karakteristika slane otopine bila je gotovo ravna, s padom
reda 10% na navedenom rasponu. To je znatno poboljSanje u odnosu na dvokontaktno mjere-
nje, ali kako je nas efekt joS pet do deset puta manji morali smo razraditi oduzimanje pozadine.
Smatramo da do pada dolazi ve¢im dijelom radi Celije 1 elektronike (dio rada o predpojacalu)
- tako da mjerenja sa slanim otopinama smatramo ’karakteristikom’ same Celije i elektronike.
Nju odracunavamo jednostavno dijeljenjem spektara otopina Zelatine spektrom slane otopine,
uz prilagodbu otpora na visokim frekvencijama. S obzirom da su spektri slanih otopina raz-
licitih koncentracija gotovo identi¢ni (do na apsolutne vrijednosti otpora) smatramo navedenu

proceduru odraCunavanja opravdanom. Uz micanje karakteristike ¢elije imali smo na viSim

27



.

I
1
|
it / |
|
|
I
|
!

2

SRR

[ L ] L |

PR

5 /
RN

H 70 H

Slika 14: Shematski prikaz éelije u bokocrtu i presjek. 1) prostor za uzorak, 2) Peltier element, 3) aluminijski

65.2

hladnjaci, 4) poliacetalni blokovi

temperaturama i problema s temperaturnim driftom. Kako zatvorena cCelija nije savrSeno br-
tvila, voda iz uzorka je polako isparavala mijenjajuci otpor u vremenu. lako je drift dio vrlo
mali (manji od 0.1 Q u minuti na 45°C), zbog dugog snimanja jednog spektra i velike preciz-
nosti morali smo ga kompenzirati. Drift je za svaki spektar odredivan zasebno, ponavljanjem
mjerenja na najnisoj frekvenciji 1 oduzimanjem vrijednosti otpora prije 1 nakon snimanja spek-
tra. Poznavajuci vrijeme Cekanja za svaku mjernu tocku 1 pretpostavljajuci da je drift linearan
u vremenu mogli smo ga jednostavno kompenzirati. Koriste¢i odracunavanje i vrlo stabilnu
temperaturnu kontrolu bili smo u stanju precizno mjeriti efekte manje od 1%, $to po naSim

saznanjima zasad nije postignuto za tako male volumene i velike vodljivosti uzorka.

3.1.2 Temperaturna regulacija

Sustav za temperaturnu regulaciju dielektri¢ne Celije prikazan je u pojednostavljenoj formi na
Slici 15. Mesingano kudiste s ¢elijom i spojnim Zicama montirano je na aparaturu za tempera-
turnu regulaciju (Slika 14). Ona se sastojala od dva simetri¢no postavljena Peltierova elementa;
mijenjanjem polariteta struje kroz njih mogli smo postiéi i grijanje i hladenje uzorka. Pelti-
erovi elementi funkcioniraju kao reverzibilne toplinske pumpe, a snaga prenesena s jedne na

drugu stranu elementa proporcionalna je struji kroz njega. Nasi elementi su koristili visokoefi-
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Slika 15: Shematski prikaz sustava za temperaturnu regulaciju

kasne poluvodicke spojeve, a sastojali su se od 128 spojeva izmedu dvije keramicke plocice.
Mesingano kudiste bilo je termovodljivom pastom zalijepljeno na keramiku, dok su kao sprem-
nici topline (s druge strane elemenata) koriSteni aluminijski blokovi s protokom izmjenjivacke
tekuéine. Aluminij je odabran zbog najpovoljnijeg omjera toplinske vodljivosti i kapaciteta,
a vrlo finom zavrSnom obradom povrSina osiguran je dobar toplinski kontakt izmedu bloka i
keramicke ploc¢ice. Metalni spremnici topline (hladnjaci) su postavljeni na Peltier elemente te
je dobar termicki kontakt uspostavljen primjenom termopaste na sve termicke kontakte. Kroz
hladnjake protice izmjenjivacka teku¢ina pomocu akvarijske pumpe protoka 5 I/min. Izmje-
njivacka tekuéina izmjenjuje toplinu sa okolinom na izmjenjivacu topline. Kao izmjenjivacka
tekucina koriStena je destilirana voda sa dodatkom antifriza kako bi se smanjila korozija metal-

nih djelova sustava za hladenje te da se izbjegne nastanak bioloskih kultura u sustavu.

Pomocu strujnog izvora ISO-TECH PS-405 kontrolira se rad Peltier elemenata. Peltier
elementi nemaju znatne razlike u otporu pa su stoga direktno spojeni u seriju sa izvorom struje.
Ovisno o tome da li se Zeli hladenje ili grijanje uzorka smjer struje kroz Peltier elemente se
postavlja pomocu sklopa koji komunicira s racunalom preko Parallel Port-a. Sklop se sastoji

od jednog elektromagnetskog preklopnika, LED indikatora trenutnog smjera i FE tranzistora
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(FET). FET sluZzi kao naponska sklopka budu¢i da Parallel Port ima premalu izlaznu struju za

napajanje preklopnika.

Kao osjetilni element za temperaturu koriStena su dva platinska otpornika sa dobro poz-
natom karakteristikom (1000Q na 0°C). Temperaturna karakteristika otpornika je linearna u
Sirokom pojasu oko sobne temperature sa nagibom 3860 ppm/K. Termometri su bili montirani
u izglodanim kanali¢ima u gornjem i donjem dijelu mesinganog kucista, a dobar termicki kon-
takt osiguran termovodljivom pastom. Otpor je mjeren digitalnim multimetrom Keithley 2000,
uz preciznost od 0.01 € 1 struju kroz otpornik od 100 yA Sto je Cetiri puta manje od preporu-
Cene struje. Nakon §to je ustanovljeno da je razlika otpora izmedu gornjeg i donjeg termometra
unutar njihovih tolerancija, mogli smo zakljuciti da nemamo vecih gradijenata temperature u
uzorku 1 za mjerenja koristiti samo donji termometar. Izmjereni otpori su o€itavani na racunalu
koje je s digitalnim multimetrom bilo povezano GPIB vezom. Nezavisnu provjeru odsutstva sa-
mozagrijavanja napravili smo mjerenjem temperature kroz duzi vremenski period (reda 10 sati)
u zatvorenoj prostoriji. lako je platinski termometar vrlo mali, ipak ga nismo mogli montirati na
sam uzorak ili u njegovu neposrednu blizinu; stoga ne moZemo smatrati da nam ocitanje tem-
perature u realnom vremenu prati temperaturu uzorka, ve¢ mora postojati kaSnjenje. Zbog re-
lativno male mase i velike vodljivosti mesinganog kucista i ¢elije smatramo kasnjenje relativno
malim, no ipak su prije svakog mjerenog spektra uzorak i ¢elija drZani na ciljanoj temperaturi
deset do petnaest minuta. Nakon ¢ekanja nismo viSe primjecivali ve¢e promjene otpora (osim
neizbjeznih malih fluktuacija zbog elektronike) tako da ta mjerenja smatramo kvazistatickima.

Mali volumen uzorka osiguravao nam je homogenost temperature i faze unutar njega.

U podrucju temperatura oko sobne uocena je sukladno oCekivanju linearna ovisnost izmjene
topline sa propustenom strujom kroz Peltier element. Stoga je pretpostavljena linearna ovisnost
struje sa grijenjem/hladenjem. Za temperaturnu kontrolu je koriSten PID (Proporcionalno Inte-
grativno Derivativni) algoritam. Tim algoritmom je dana veza izmedu struje i razlike stvarne i

Zeljene temperature. Razliku temperatura zovemo funkcijom greske
e=T— T()

pri ¢emu je T stvarna (trenutna) temperatura, a Ty Zeljena temperatura. Tada se za izlaznu struju
moze napisati:

A t
I:Cpe—l—Cthe +c,~/ edt
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Konstante C), C; 1 C; su namjeStene empirijski isprobavanjem celije sa uzorkom.

U praksi sustav za temperaturnu regulaciju moze odrZavati temperaturu u rasponu od —10°C
do 60°C sa srednjim kvadratnim odstupanjem od Zeljenje temperature 0.01°. Sustav nije testi-
ran izvan tog raspona. Sustav se moZe koristiti 1 za nagle promjene temperature uzorka (quenc-

hing) te u tom reZimu moZe spustiti temperaturu uzorka brzinom od 1°C/s.

Iako je relativna preciznost termometrije bila bolja od 0.01°C, baZdarenje termometra na
apsolutnu temperaturu bilo je teze napraviti precizno. To¢na apsolutna temperatura nije nam u
eksperimentu ni bila toliko vaZna, ali ipak smo uspjeli napraviti bazdarenje do na 0.1°C. BaZda-
renje je vrSeno pomocu mjerenja sobne temperature Zivinim termometrom uz iskljucen sustav
za grijanje/hladenje. Za apsolutnu temperaturu je uzeta sobna temperatura koja je izmjerena na-
kon Sto se Celija par sati termalizirala sa okolinom. Takoder smo iskus$ali i metodu baZdarenja
dviju razli¢itih éelija s idejom nadopunjavanja nasih mjerenja sa onima dobivenim dvokontak-
tnim mjerenjem na viSim frekvencijama. Tu je uskladivanje temperature od presudne vaznosti.
U tu svrhu isproban je kositar (IV) bromid, s taliStem od 29°C [31], ¢iju smo vodljivost mje-
rili u malim temperaturnim koracima oko tocCke taliSta. Talina ima neSto vecu vodljivost, pa
smo mjereci poloZaj skoka u otporu i kapacitetu mogli napraviti korespondenciju izmedu nase

i stvarne apsolutne temperature.

3.1.3 Predpojacalo

Kako bismo $to vise smanjili parazitske struje izmedu naponskih elektroda metode Cetiri kon-
takta potrebno je da otpor izmedu tih elektroda bude $to veci. U tu svrhu konstruirano je buffe-
red diferencijalno predpojacalo. Shema predpojacala prikazana je na Slici 16 (izostavljene su

pomoc¢ne komponente poput izvora napajanja i td.).

Predpojacalo je konstruirano pomocu operacionog pojacala LF357 koje je izabrano zbog
svojih pogodnih karakteristika. LF357 je Sirokopojasno JFET (Junction Field Effect Transistor)
pojacalo koje se odlikuje ulaznom impendancijom reda veli¢ine 1 T€Q. Jedan LF357 je posluZio
za diferencijalno pojacalo s Cetiri do na promil otpora jednaka ugljena otpornika. KoriSteni

su ugljeni otpornici zbog jednog od najmanjih iznosa parazitskih induktiviteta i kapaciteta u
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Slika 16: Shematski prikaz predpojacala

otporniku. Mana ugljenih otpornika je u za faktor 100 ve¢em ljubi¢astom Sumu od npr. metal

film otpornika [35].

Ovako konstruirano predpojacalo je stavljeno u metalnu kutiju kako bi se smanjile smetnje
iz okoline. Komponente su postavljene na tiskanu plocicu s time da su ulazni pinovi od oba
buffera spojeni u zraku na BNC konektore. Razlog tome je kako bi izbjegli bilo kakvo ’curenje’

struje preko plocice koje bi smanjilo ulaznu impendanciju predpojacala.

Naponska i fazna karakteristika predpojacala je prikazana na Slici 17. Karakteristika je
takva da je tocnost mjerenja do 10 kHz bolja od 0.1%. Glavna mana ovog predpojacala jest
u relativno malenom CMRRu (Common Mode Rejection Ratio - Omjer odbijanja zajednickog
signala) koji je reda 10* (sam LF357 ima za faktor 100 veéi) te u relativno velikom $umu.
To je uzrokovalo i veliki ostatak (10% iznosa visokofrekventne vodljivosti) od polarizacije pri
mjerenjima na niskim frekvencijama. Smatramo kako je razlog tome u otpornicima koriStenim
za diferencijalni dio predpojacala. Kao §to je prije spomenuto, koriSteni su ugljeni otpornici
koji su bili izabrani iz stotinjak obi¢nih otpornika tolerancije 5% tako da budu isti do na promil.
Kako bi se u potpunosti iskoristila karakteristika LF357 bilo bi potrebno koristiti otpornike
usuglaSene u otporu do na 0.01% ili bolje. Takoder bilo bi potrebno koristiti metal film zbog
manjeg intrinsi¢nog Suma. Ipak koriSteni su ugljeni otpornici zbog nedostupnosti i visoke cijene

metal film otpornika s tolerancijom boljom od 0.01%.
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Slika 17: Frekventna karakteristika predpoja¢ala

3.1.4 Proces mjerenja

Temperaturna kontrola i sva mjerenja kontrolirana su pomoéu LabVIEW programa. Spektri
su snimani na deset temperatura u rasponu od 20 do 42°C za pojedinu koncentraciju Zela-
tine, uz jedno finije mjerenje s otopinom koncentracije 3%. Snimanje jednog spektra trajalo
je oko 11 minuta. Razlog tome je dugo vrijeme filtriranja lock-in pojacala na nizim frekven-
cijama. To nam je omoguéilo veliku stabilnost signala i osjetljivost od 1 u 10° u mjerenju
otpora. Iako smo fazu mogli mjeriti na 0.01°, to nije bilo dovoljno za odredivanje kapaciteta
na niskim frekvencijama. Radi toga smo i odabrali konfiguraciju ¢elije koja nije najpovoljnija
za odredivanje kapaciteta, s obzirom da nam je bilo vaznije imati dobra mjerenja otpora. Neki
autori su radili dvije identi¢ne Celije te odraCunavali elektrodne efekte i pozadinu usporedujuci
uzorak sa nekom referencom[21], Sto im je omogucilo i precizno mjerenje kapaciteta. Alter-
nativa je pomocu naSih preciznih mjerenja otpora (realni dio odazivne funkcije) upotrebom
Kramers-Kronigovih[32] relacija rekonstruirati imaginarni dio (odnosno kapacitet). Kramers-
Kronig relacije bi takoder omogudile provjeru samosuglasnost izmjerenih relaksacija u otporu i
kapacitetu, kada bismo ih mogli mjeriti. Glavni razlog za nemogucnost mjerenja kapaciteta jest
u tome Sto je efekt kapacitata na otpor uzorka potisnut s obzirom na frekvenciju, te tek na viSim

frekvencijama postaje sumjerljiv sa dijelom koji dolazi od otpornosti uzorka.
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Slika 18: Rezultat skaliranja spektra na razli¢itim temperatura istih soli na otpor najvise temperature.

Izmjereni pozadinski otpor je izbacivan tokom obrade sirovih podataka tako da su mjerenja
skalirana na referentno mjerenje istog uzorka na viSoj temperaturi od promatranih. Kako bi
opravdali valjanost ove metode izmjerili smo spektar pozadine za sol u ovisnosti o temperaturi i
skalirali sve vrijednosti na isti iznos (Slika 18). Iz navedenih rezultata je ocCito da je takav princip
usporedbe (skaliranja) valjan za micanje pozadinskog otpora. Razlog §to vecina autora ne moZze
iz dvokontaktnih mjerenja dobiti ovakve rezultate jest u tome Sto su tada relaksacije premalene u
usporedbi sa pozadinom. Opravdanje za usporedivanje dvaju uzoraka istih ili sli¢nih vodljivosti

nalazimo 1 kod drugih autora[18, 21].

3.2 Polarimetrija

Polarimetrijska mjerenja temelje se na pojavi da plinovite, tekue i krute tvari odredene ke-
mijske konstitucije zakre€u ravninu polarizacije svjetlosti. Tvari koje posjeduju to svojstvo
nazivaju se opticki aktivnim tvarima, a instrument koji omoguéava mjerenje kuta zakretanja
svjetlosti je polarimetar. Opticka se aktivnost Cesto povezuje s prisutnoscu asimetricnog uglji-

kovog atoma (na kojeg su vezane Cetiri razliCite kemijske skupine ili atoma) ili atoma nekog
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drugog elementa. No ravninu polarizacije svjetla mogu zakretati i neki kristali te motivi se-
kundarne strukture biopolimera. Stupanj zakretanja moZe biti ovisan o valnoj duljini svjetlosti,
temperaturi, gradi i koncentraciji opticki aktivne tvari te o debljini sloja kroz koje svjetlost pro-
lazi. Linearno polariziranu svjetlost moZemo prikazati kao zbroj dvije lijevo i desno cirkularno
polarizirane zrake istog intenziteta; pri prolasku kroz kiralni uzorak jedna od njih e biti brza,
a druga sporija. To rezultira relativnim pomakom u fazi izmedu dva vala, koji vidimo kao za-
kretanje ravnine polarizacije. U naSem uzorku pretpostavljamo da postoje dva izvora opticke
aktivnosti: kiralnost o - ugljikovih atoma u aminokiselinama i sekundarna struktura (heliksi)

koju Zelimo proucavati.

Polarimetar koji smo koristili kao izvor monokromatskog svjetla ima hladnu natrijevu Zaru-
lju (A = 589.3 nm). Svjetlost od izvora prvo prolazi kroz polarizator kako bismo dobili linearno
polariziranu svjetlost. Zatim prolazi kroz uzorak, koji je smjeSten u staklenom spremniku op-
tickog puta 100 mm ili 200 mm te kona¢no kroz pomicni analizator, koji je povezan sa skalom
na kojoj se izravno ocita kut skretanja u stupnjevima. Vidno polje podijeljeno je na tri dijela te
se izjednaCavanjem svjetline kut zakretanja svjetlosti moZe odrediti s preciznocu od pet stotinki
stupnja. Prije svakog mjerenja uzorci su po petnaest minuta termostatirani u cirkulirajucoj vo-
denoj kupelji, uz mjerenje temperature Zivinim termometrom preciznosti 0.1°C. Zbog relativho
velikog volumena uzorka (16.3 1 9.2 ml), debelih stjenki spremnika 1 kratkog trajanja ocitanja

kuta zakretanja smatrali smo promjenu temperature tokom mjerenja zanemarivom.

3.3 Uzorak

Uzorke gelova za mjerenja pripremali smo u rasponu masenih udjela od 1.5 % do 6.0 %. Odre-
denu masu gela u prahu (Sigma-Aldrich G8150 gel iz svinjske koZe za elektroforezu, tip A)
otopili smo u deioniziranoj (Milli-Q) vodi te mijesali na vrtloznoj mijesalici, da bi se gel jed-
noliko otopio. Epruvete s uzorcima smo drzali dva sata u elektricnom grijacu na 45°C. Nakon
toga smo uzorke joS jednom promijeSali vrtloZznom mjeSalicom te ih pohranili u hladnjak na
4°C. Prije nanoSenja uzorka u Celiju, zagrijavanjem 5 min na 60°C preveli smo uzorak u sol
stanje pogodno za mikropipetiranje uz izbrisanu proslost. U ¢eliju smo pomocu mikropipete
nanijeli 50 uL uzorka, koji se zbog povrSinske napetosti jednoliko rasporedio po komorici za

mjerenje. Kontaminaciju uzoraka solima izbjegli smo temeljitim C¢iS¢enjem celije pri svakoj
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promjeni uzorka deioniziranom vodom te viSestrukim ispiranjem komorice. Za polarimetrijska
mjerenja procedura je bila ista, osim Sto bi svakom mjerenju prethodilo zagrijavanje spremnika
s uzorkom od 15 min u termostatiranoj cirkulirajucoj kupelji. Buduéi da uzorak na sebe vuce
vodu, pri svakoj pripremi jedan referentni suhi uzorak smo grijali na temperaturi od 120°C
kako bi iz njega izvukli navucenu vodu. Usporedbom mase uzorka prije i poslije izvlacenja
uocili smo kako je promjena u masi zanemariva s obzirom na tocnost drugih mjerenja te stoga

te korekcije nismo uvodili u daljnji racun.

36



4 Rezultati i rasprava

Nakon izlaganja teorijske podloge i eksperimentalnih metoda sada smo u poziciji da ih uspo-
redimo s razli¢itim eksperimentalnim rezultatima koje smo prikupili. Prije svega nam je cilj
uspostaviti koherentnu sliku zbivanja tijekom sol-gel prijelaza koristeci rezultate elektricnih
mjerenja i dopunjujuci ih polarimetrijskim. Kao §to smo opisali, glavnina mjerenja su dielek-
tricni spektri u frekventnom rasponu od 1 Hz do 10 kHz, u ovisnosti o temperaturi i koncen-
traciji. Promatrajuci viskoznost i gibljivost uzorka u ovisnosti o koncentraciji utvrden je fazni
dijagram prikazan na Slici 19 koji je u skladu sa mjerenjima drugih autora[9]. Radi relativho
slabe ovisnosti temperature geliranja o koncentraciji primarna varijabla nam je bila temperatura,
dok su mjerenja na razli¢itim koncentracijama uglavnom sluzila za provjeru teorijskih ideja
kroz razlic¢ita skaliranja i provjeru temperaturnih trendova. Izvedeno je jedno detaljno tempe-
raturno mjerenje s otopinom koncentracije 3% i na tim rezultatima zasnivamo vecinu rasprave
1 zakljuCaka. Takoder nam je bitno bilo mjerenje ovisnosti gornjeg relaksacijskog vremena o
koncentraciji u gelu, koje nam daje vjerojatno najsnazniju potvrdu ideje da je gornja relaksacija
efekt protuiona na skalama srednje udaljenosti lanaca. Mjeren je i nelinearni odziv (treéi har-
monik) za koncentraciju 5%, no zbog velikih eksperimentalnih poteskoéa nismo uspjeli dobiti
Citav spektar nego smo mjerenja ogranicili na jednu frekvenciju. Ti rezultati nam sluZe kao do-
datna potvrda modela ionske relaksacije. Polarimetrijska mjerenja daju strukturne informacije
na kojima gradimo mikroskopsku sliku otopine Zelatine pa bi nam usporedba polarimetrije 1
dielektri¢ne spektroskopije trebala reéi kako 1 koliko procesi na razini nekoliko aminokiselina
utjecu na globalnu dinamiku. Na taj na¢in moZemo zaokruZiti sliku u kojoj upravo specificne

mikroskopske promjene dovode do makroskopske pojave - gela.

Prije razmatranja relaksacija u sol i gel stanju moramo se ipak pozabaviti onim $to ostane
nakon $to niskofrekventni doprinosi na vodljivost utrnu - visokofrekventnom vodljivos¢u. Treba
cijelo vrijeme imati na umu da su svi relaksacijski efekti koje ¢emo u daljnjem tekstu diskutirati
reda nekoliko postotaka ukupne vodljivosti pa za njihovo razumijevanje moramo shvatiti 1 zasto
na$ sistem uopce vodi struju. Za ’asimptotsku’ vodljivost uzimamo vrijednost vodljivosti s is-
kljucenim niskofrekventnim relaksacijama buduéi da su istrazivanja drugih autora[11] pokazala
da je spektar vodljivosti ravan do visokih frekvencija. Jednom kada zanemarimo sva dogadanja

na nizim frekvencijama moZemo se pitati kuda zapravo ioni prolaze dok vode struju. Usprkos

37



SOL

temperatura [°C]

GEL

26

24

1 2 3 4 5 6 7

koncentracija [% wt.]
Slika 19: Reoloski fazni dijagram Zelatine

relativno velikoj koncentraciji Zelatine, u otopini i dalje postoje ogromna podrucja koja su jed-
nostavno voda te bi mozda prvi zakljuak bio da na visokim frekvencijama gledamo obi¢no
vodenje struje kroz vodu preko iona H. Medutim iz mjerenja pH (pH oko 5.2 za cijeli raspon
koncentracija) i numerickih procjena broja slobodnih iona zakljucujemo da je njihova koncen-
tracija otprilike sto puta veca nego u Cistoj vodi, Sto zbog neutralnosti mora znaciti da imamo
isto toliko negativnih naboja na lancima. Kao §to smo ve¢ opisali, interakcija izmedu njih do-
vodi do pojave sloja iona H™ u blizini lanaca i zapravo ispada da je veéina slobodnih protuiona
unutar potencijalnih jama, koje tvore negativni lanci, dosega nekoliko Debyevih radiusa. To
znaci da u golemim prostorima koje ispunjava voda koncentracija vodljivih iona nije mnogo
veca nego u Cistoj vodi. Sada moZemo zamisliti dva scenarija: 1) ioni u polju napustaju lance,
ulaze u prostore izmedu njih i vraéamo se na ideju o *obi¢noj’ vodljivosti vode, ili 2) ioni ostaju
unutar oblaka i krecu se samo uzduZ lanaca. Ako strukturu lanaca promatramo kao objekt s
fraktalnom dimenzijom, drugi slu¢aj nas vodi na poznati problem vodljivosti fraktala[36]; tada
jednostavno imamo vodljive kanale - oblake iona oko lanaca, dok vodenje kroz meduprostore

daje tek mali doprinos. Odluku izmedu dva scenarija moramo potraZiti u eksperimentu.

Dvije osnovne informacije koje mozemo dati o asimptotskoj vodljivosti su ovisnost o tem-
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Slika 20: Arrheniusov dijagram za masenu koncentraciju 3%
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Slika 21: Asimptotska vodljivost u ovisnosti o koncentraciji na 22°C
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peraturi za jednu koncentraciju i1 ovisnost o koncentraciji na odabranim temperaturama. Slika
20 prikazuje Arrheniusov dijagram (ovisnost vodljivosti o inverznoj temperaturi) za koncen-
traciju 3% 1 na njoj jasno vidimo aktivacijsku prirodu vodljivosti. Vazno je da su aktivacijske
energije razliCite u sol i gel stanju; razlika je tek nekoliko postotaka, ali je i dalje dovoljno veéa
od pogreske pri fitanju da je moZemo dobro razluciti. Zanimljiva je Cinjenica da je aktivacijska
energija manja u gelu nego u solu, iz ¢ega bi se moglo zakljuditi da proces vodenja ima veze
s prostornom strukturom lanaca cak i na visokim frekvencijama. U gelu je naime povezanost
lanaca mnogo bolja 1 ioni mogu dugo putovati po strukturi bez da nalete na neku prazninu koju
im je relativno teSko preskociti. Takva slika ide u prilog predodzbi o vodenju kroz ’vodljive

kanale’ u blizini lanaca.

JaCu potvrdu nam moZe dati ovisnost asimptotske vodljivosti o koncentraciji (Slika 21) na
22°C. Na toj temperaturi su sve promatrane koncentracije ve¢ daleko u gel-podrucju i oce-
kujemo da su eventualni strukturni efekti izraZeniji nego na ve¢im temperaturama. Izmjerena

986 5to bi se moglo tumaditi kao

asimptotska vodljivost se skalira s koncentracijom kao G, ~
efekt smanjene dimenzionalnosti vodljive mreZe lanaca. S obzirom da imamo samo jednu vrstu
slobodnih iona (negativni protuioni su lanci ogromne mase) vodenje kroz vodu bi trebalo davati
linearnu ovisnost vodljivosti o koncentraciji, jer broj H iona sigurno raste linearno s koncen-
tracijom. Izmjereni eksponent manji od 1 daje naslutiti da bar dio iona ostaje u blizini lanaca.
Iako proteinski lanci nemaju velik naboj po jedinici duljine, smatramo da je on ipak dovoljan
da stvori potencijalnu jamu koja e zadrZavati vecinu iona u blizini lanca. Tako nastaje opisani
energetski krajolik koji na nizim frekvencijama polja dovodi do ionske relaksacije. Bolji uvid
u prirodu izmjerenog skaliranja bi nam dao izracun fraktalne dimenzije, iako je pitanje je li

to moguce dobiti iz ovih mjerenja s obzirom da navedeno skaliranje predstavlja superpoziciju

vodljivosti po lancima i vodljivosti slobodnih iona.

Iz mjerenih spektara mogli smo u za svaku relaksaciju izvudi tri parametra: visinu, relaksa-
cijsko vrijeme i parametar Sirine o u skladu s Cole-Cole funkcijom (2.6). Postojale su medutim
prakti¢ne poteskoée koje su nekad onemogucavale odredivanje parametara; tu je naroCito pro-
blemati¢na bila donja relaksacija koja potpuno nestane u gelu. Drugi problem su bile Sirine -
nerijetko se dogadalo da bi nam i gornja i donja relaksacija djelomi¢no izaSle iz mjernog ras-
pona pa je fitanje moralo biti izvrSeno na nepotpune krivulje. No, zbog razlike izedu gornjeg i

donjeg relaksacijskog vremena od otprilike dvije dekade, mogli smo jasno razluciti dvije stepe-
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nice u vodljivosti. Zbog problema u odredivanju parametara radeno je mjerenje s relativno puno

toCaka u temperaturi, Sto vodi na vecu pouzdanost fizikalnih zakljucaka izvedenih iz mjerenja.
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koncentracija [% wt.] koncentracija [% wt.]
Slika 22: Skaliranje relaksacijskog vremena gornje i donje relaksacije na temperaturama 22°C i 40°C

Osnovna ideja koju smo morali provjeriti je bila pretpostavka o mehanizmu gornje relak-
sacije. Ako ona zaista predstavlja preskakanje iona H™ s lanca na lanac, oekujemo dva bitna
eksperimentalna rezultata: relaksacijska vremena koja vode na karakteristicne duljine reda 500
nm u naSem podrucju koncentracija (i uz koriStenje difuzijske konstante za slobodne vodikove
ione [31]) te ve¢ spomenuto skaliranje karakteristi¢ne duljine pora s koncentracijom (2.1) kao
€~ ¢34 iz cega zbog univerzalnosti jednadzbe difuzije proizlazi skaliranje relaksacijskog
vremena oblika T ~ ¢~3/2. Oba rezultata smo uspjeli u velikoj mjeri reproducirati eksperimen-
talno. Slika 22 lijevo prikazuje ovisnost karakteristicnog vremena o koncentraciji na 22°C iz
kojeg slijedi skaliranje & ~ ¢~070%0.95 " pogreske na grafu su uglavnom posljedica nepouzda-
nosti u fitanju i oduzimanju pozadina. lako je teorijska vrijednost eksponenta unutar pogreske,
srednja vrijednost je ipak neSto manja; smatramo da do te promjene dolazi radi nabijenosti la-
naca koja vodi na nesto vece udaljenosti od ocekivanih sukladno teoriji za polielektrolite. Ipak,
slaganje je dovoljno dobro da mozemo vjerovati u nas protuionski model. Brojcane vrijednosti

karakteristicnih duljina su takoder u skladu s o¢ekivanjima.

Dokaze valjanosti nasih predodzbi o donjoj relaksaciji daje nam nekoliko eksperimentalnih

rezultata. Mozda najvazniji su njeno gasenje u gel-stanju 1 vrlo veliko relaksacijsko vrijeme
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reda 1 s. Zbog relativno malog broja toCaka 1 visina relaksacije manjih od 1% ukupne vod-
ljivosti fitanje ponekad nije davalo pouzdane vrijednosti relaksacijskih vremena. Postoji jasno
vidljiv porast s koncentracijom, dok je ovisnost o temperaturi slabija, ali sli¢nog trenda. Ovis-
nost visine o temperaturi je medutim mnogo drasti¢nija i njome ¢emo se jo§ pozabaviti kasnije.
Koriste¢i tipi¢ne eksperimentalne vrijednosti za visinu od oko 0.2 uS/m na 40°C moZemo iz
usporedbe s teorijskim predvidanjem zakljuciti da na toj temperaturi u vodenju sudjeluje nesto
manje od Cetvrtine lanaca. Ta brojka je prilicno osjetljiva i na efektivni naboj koji ne mozemo
dovoljno pouzdano procijeniti, tako da bi postotak mogao biti veci. U svakom slu¢aju smatramo
da je slaganje s primitivnim modelom vodljivosti zadovoljavajuce, a u prilog mu ide i ovisnost
visine relaksacije o koncentraciji, takoder na 40°C (Slika 22 desno). Dominantna ovisnost je
po teoriji linearna, dok se mjerenja se skaliraju kao c%° §to je uz danu razinu greske gotovo
linearno. Odstupanje je vjerojatno uzrokovano ovisnoScu efektivne difuzijske konstante o kon-

centraciji iako relaksacijska vremena naznacuju da je ona prili¢no blaga.
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Slika 23: Spektri vodljivosti na razli¢itim temperaturama za masene koncentracije 4.5% (lijevo) i 3% (desno).

Sada se moZemo pozabaviti mjerenjima dielektri¢nih spektara u ovisnosti o temperaturi.
Spektri za koncentracije 4.5% i 3% se nalaze na Slici 23. Ostale koncentracije izgledaju sli¢no;

bitne ovisnosti parametara o koncentraciji ¢emo kasnije komentirati sa zasebnim grafovima. Na
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Slika 25: Usporedba visina relaksacija o temperaturi za koncentraciju 4.5%. e— lijeva y os, /A— desna y os

viSim temperaturama jasno se vide dvije relaksacije, dok se sa sniZavanjem temperature donja
relaksacija gotovo u potpunosti gasi. Omjer razlike vodljivosti prema asimptotskoj vodljivosti i

kvadrata asimptotske vodljivosti crtan je samo radi bolje preglednosti grafova i nema neko dub-
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lje znaCenje. Ako promotrimo ovisnosti visina relaksacija o temperaturi (Slika 24 1 25) odmah
uoCavamo glavne trendove. Usporedbom s faznim dijagramom zaklju¢ujemo da u sol stanju
obje relaksacije rastu priblizno linearno s temperaturom, dok ispod temperature geliranja do-
nja relaksacija nestaje, a gornja pada na gotovo konstantnu vrijednost. Kada od visine gornje
relaksacije oduzmemo tu konstantu i podijelimo visinom donje relaksacije, na Citavom tempe-
raturnom rasponu dobivamo pribliZno isti broj (umetnuti grafovi na Sl. 24 i 25). To je u skladu
s idejom da donja relaksacija direktno mjeri broj pokretljivih lanaca, dok je gornja relaksacija
znatno viSa ako lanci fluktuiraju, jer im je efektivna povrSina koju ioni vide tada veca. Gornja
relaksacija Ce i dalje postojati kad je vecina lanaca ’smrznuta’ jer efektivne povrSine i dalje os-
taju konacne, no vidimo da je efekt oslobadanja lanaca prilicno velik. Na temperaturama iznad
40°C pocinje omjer dviju visina odstupati od konstante; to moZemo objasniti uzimajuéi u obzir
da jacina fluktuacija raste s temperaturom (a donja relaksacija nam mjeri samo broj; formalno
gledano do toga dolazi zbog faktora k7 u vezi izmedu fluktuacije i odziva). Taj rast je dosta
sporiji od rasta broja pokretljivih lanaca blizu temperature geliranja pa je njegov efekt prekriven
ispod 40°C. No kako povecavamo temperaturu o¢ekujemo sve vece odstupanje od konstantnog

omjera, na $to nasa mjerenja i ukazuju.
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Slika 26: Karakteristi¢na duljina za koncentraciju 3% (lijevo) i Sirina gornje relaksacija za koncentracije 3% i

4.5% (desno), pouzdanost mjerenja naznacena na desnoj strani.

Priblizno linearno ponaSanje visina relaksacije odmah iznad tocke geliranja moZemo koreli-
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rati s ponasanjem viskoznosti[2], a obje pojave imaju jednostavno objaSnjenje u naSem modelu
termicki aktivirane difuzije. S porastom temperature sve veci broj lanaca ima dovoljnu termicku
energiju da moZe poceti Setati kroz brdoviti energetski krajolik - ta ovisnost ide kao e’%, no
u ograni¢enom temperaturnom rasponu koji promatramo, razvoj oko temperature prijelaza dat
¢e u prvom redu linearnu ovisnost. To je dijelom posljedica ¢injenice da nam se prijelaz do-
gada na visokoj temperaturi - tih deset stupnjeva je i dalje malo u usporedbi s 300K sobne
temperature. Druga vazna potvrda izloZenog modela leZi u ovisnosti Sirine gornje relaksacije
o temperaturi (Slika 26 desno). To je veliCina u kojoj se mozda najjasnije vidi prijelaz, a iz-
gled grafa objaSnjavamo postojanjem velike disperzije udaljenosti izmedu lanaca oko srednje
udaljenosti (koju mjeri relaksacijsko vrijeme) kada lanci fluktuiraju. Smrzavanjem u stanje
gela fluktuacije postaju znatno manje, a srednja duljina bolje definirana. Tumacenje ovisnosti
relaksacijskog vremena o temperaturi je donekle oteZano, jer i koeficijent difuzije ovisi o tem-
peraturi pa ne moZemo u skaliranju L> = Dt jednostavno upotrijebiti tabeliranu vrijednost za
D. Ako kao mjeru ovisnosti D o temperaturi uzmemo produkt asimptotske vodljivosti 1 tempe-
rature (imajuci na umu Einsteinovu relaciju) dobiva se karakteristicna duljina gotovo neovisna
o temperaturi. Za koncentraciju 3% ona iznosi oko 520 nm, no pojavljuje se i potencijalno vrlo
zanimljiv maksimum u blizini prijelaza (Slika 26 lijevo). U njega ne moZemo biti sigurni jer ne
znamo koliko je pouzdana proporcionalnost izmedu D 1 kT G, no takvo ponaSanje bi moglo

biti u skladu s nekim mjerenjima rasprSenja svjetlosti [10].

Da bismo usporedbu eksperimenta s modelom difuzije i ionske relaksacije uCinili ¢vr§¢om,
radili smo i mjerenja nelinearnosti odziva na ve¢im poljima. KoriStena struja je bila 50 uA, $to
je vodilo na napone reda stotina mV. Radi vrlo dugog vremena filtriranja nismo bili u moguc-
nosti snimati Citave spektre u trecem harmoniku, ve¢ smo se ograni€ili na frekvenciju 11.1 Hz.
Omjer izmjerenog odziva na trecem harmoniku i linearnog odziva za otopinu koncentracije 5%

2
bio je 8 x 107> na 30°C; nas teorijski izraz za taj omjer daje % (‘?ZI;CETO> , gdje smo s Ey oznacili

amplitudu polja. Koriste¢i poznati napon, udaljenosti elektroda 1 otpor uzorka mozemo iz te-
orijskog izraza izraCunati duljinu L. Za navedenu koncentraciju dobiva se L ~ 1000 nm §to se
do na faktor tri slaze s od vrijednos¢u dobivenom iz relaksacijskog vremena. Takoder je vazno
reci da je odziv na tre€em harmoniku bio u fazi s pobudom i negativnog predznaka, kako model
i predvida. S obzirom na dobro slaganje numerickih vrijednosti, moZemo reci da se jednostavan

model ionske relaksacije pokazao uspjeSnim.
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Slika 27: Skaliranje optic¢ke aktivnosti s koncentracijom na 22 °C (lijevo), umetnuti graf ukupna rotacija na 45°C

i opticka aktivnost u ovisnosti o temperaturi (desno).
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Sva niskofrekventna elektri¢na mjerenja nam govore o posljedicama udruZivanja lanaca u
superstrukturu, dok uzroke moramo traziti na mikroskopskoj razini. Upravo zbog toga smo ra-
dili polarimetrijska mjerenja. Kao Sto smo vidjeli gore, iz mnogih prethodnih istraZivanja[11,
22, 8] zakljuceno je da geliranju prethodi nastanak lokalnih heliksa na proteinskim lancima ¢ije
udruzivanje vodi nastanku superstrukture koju vidimo kao gel. U osnovi se proteinski sistem
pokusSava vratiti u prirodno stanje trostruke kolagenske uzvojnice, ali zbog nedostatka veza to
uspijeva samo lokalno. Kako su svi heliksi orijentirani isto (lijevo), o¢ekujemo opticku aktiv-
nost otopine proporcionalnu broju heliksa. Naravno, takva aktivnost se pridodaje pozadinskoj

aktivnosti zbog kiralnosti samih aminokiselina (koje su takoder lijeve).

Mjerenjem opticke aktivnosti u ovisnosti o temperaturi moZemo direktno promatrati nasta-
nak heliksa, dok nam relaksacije daju strukturalne posljedice njihovog nastanka i udruzivanja.
Slika 27 desno prikazuje opticku aktivnost u ovisnosti o temperaturi, za nekoliko koncentracija.
Bitno je napomenuti da je na grafu crtana apsolutna vrijednost; smjer rotacije je zapravo nega-
tivan Sto odgovara predvidenoj lijevoj orijentaciji heliksa. Oduzeta je i pozadinska rotacija, za
koju smo nasli da je linearna koncentraciji kako 1 treba biti (umetnuti graf na Slici 27 lijevo).
Ako nacrtamo rotaciju u gelu u ovisnosti o koncentraciji (Slika 27 lijevo), dobivamo zanim-
ljivo skaliranje oblika A@ ~ ¢! koje znaci da koncentracija ima znatan utjecaj na formiranje
heliksa. Iako bi takva interpretacija zahtijevala detaljnije izraCune 1 mjerenja, eksponent 1.6
vjerojatno mozemo dovesti u vezu s fraktalnom dimenzijom samoizbjegavajuceg nasumi¢nog
SetaCa u tri dimenzije koja iznosi 1.66[37]. Logic¢no je pretpostaviti da je vjerojatnost nastanka
heliksa veca na mjestu dodira dvaju lanaca zbog njihove interakcije; tada dobrom aproksima-
cijom smatramo da je broj heliksa proporcionalan broju dodirnih to¢aka lanaca u otopini. Ako
Citavu strukturu lanaca gledamo kao veliki samoizbjegavajuéi nasumicni hod mozemo proci-
jeniti da ¢e se broj toaka u kojima Seta¢ dolazi u blizinu svoje putanje (dovoljno blizu da je
mora izbjeci) priblizno skalirati isto kao i broj koraka Setaca. Iz toga slijedi skaliranje broja
dodirnih toadaka s koncentracijom oblika c'®®. Osim izmjerene vrijednosti eksponenta, izloZe-
noj pretpostavci ide u prilog i neovisnost eksponenta o temperaturi (koju dokazuje Cinjenica da

skalirane diferencijalne rotacije za razliCite koncentracije padaju na istu krivulju).

Temperaturna ovisnost je u skladu s prethodnim istrazivanjima i generalnim pretpostavkama
o procesu nastanka heliksa. Korelacija sa svojstvima relaksacija je medutim vrlo visoka, $to do-

kazuje izmedu ostalog Slika 28. Na njoj su prikazane skalirane temperaturne ovisnosti opticke
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aktivnosti (svaka je dijeljena s ¢!%) i $irina relaksacije za otopinu od 3%. Poklapanije je od-
li¢no i1 daje nam dodatnu potvrdu ispravnosti teorijskih ideja o podrijetlu relaksacija i procesu

smrzavanja lanaca.

U svim mjerenjima vodljivosti se konzistentno pojavljuje ¢injenica da reoloski sol-gel pri-
jelaz predstavlja u bitnom tek pocetak procesa smrzavanja lanaca. 1z faznog dijagrama (Slika
19) vidimo da otopina prestaje teci nekoliko stupnjeva iznad temperature nestanka donje relak-
sacije, a znatnije odstupanje od linearne ovisnosti relaksacijskih visina o temperaturi pocinje
gotovo simultano s prestankom teCenja. SliCna stvar se dogada 1 na mikroskopskom nivou gdje
se stvaraju heliksi na proteinskim lancima. Svi ti rezultati nas navode da definiramo podrucje
sol-gel prijelaza od pojave viskoelasti¢nosti do nestanka (ili minimuma) donje relaksacije od-
nosno ustaljivanja opticke rotacije i Sirine relaksacija. To je podrucje Sirine od oko 5—10°C i
moZemo o njemu stvoriti sliku u kojoj je dovoljan broj lanaca medusobno povezan da postoji je-
dinstvena mreZa koja ne moZze teéi, no i dalje u otopini nalazimo relativno velik broj pokretljivih
lanaca. Oni se s padom temperature postepeno pridruzuju globalnoj mrezi i nekoliko stupnjeva
ispod reoloskog prijelaza taj je proces zavrSen. U temperaturnim ovisnostima visina relaksacija
jasno se vidi promjena ponaSanja upravo na tocki reoloSkog prijelaza - tamo linearni rast postaje
brzi. PokuSali smo iz nekoliko tocaka u tom rasponu izvuci detaljnije ovisnosti o temperaturi i
postoje naznake da se visine priblizno skaliraju kao (7 — TS)I'S, gdje smo s 7 oznacili tempe-
raturu na kojoj nestaje donja relaksacija. No da bi takav zakljucak bio pouzdan potrebna su jos

preciznija i mnogo brojnija mjerenja u podrucju prijelaza.
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5 Zakljucak

Koristeci elektri¢na i polarimetrijska mjerenja i teorijske ideje koje ta mjerenja podupiru mo-
Zemo stvoriti zanimljivu sliku zbivanja u blizini i tijekom sol-gel prijelaza. Prije svega nam
je cilj bio pokazati kako specificne mikroskopske konfiguracijske promjene na razini jednog
lanca vode na pojavu globalne strukture s reoloSkim svojstvima gela. Najuocljivija promjena
je upravo divergencija viskoznosti na temperaturi geliranja, ali nas je viSe zanimala dinamika
u sol stanju koja vodi geliranju i procesi u gelu. Spajajuci mikroskopski karakter polarimetrije
i moguénost promatranja dinamike lanaca pomodcu relaksacija vodljivosti moZemo reci da u

temperaturnom podrucju oko toCke geliranja postoje tri podrucja.

U visokotemperaturnom dijelu iznad otprilike 45°C polarimetrija nam govori da heliksa
gotovo nema, viskoznost se ponasa normalno aktivacijski i vecina lanaca je pokretljiva. To je
stanje koje je sli¢no za sve otopine polielektrolita i vjerujemo da bi se s odgovarajucim ekspe-
rimentalnim postavom mogle vidjeti obje naSe relaksacije, iako to ovisi i 0 naboju na lancima
i pojavi jakog zasjenjenja zbog kondenzacije protuiona kojeg nema u naSem sistemu. Kako
spusStamo temperaturu pocinju se stvarati heliksi 1 dolazi do nastanka nakupina. U tom pred-gel
reZimu vidimo nagli pad broja pokretnih lanaca i postupne promjene parametara gornje relak-
sacije poput Sirine i relaksacijskog vremena. Kad broj povezanih lanaca naraste preko nekog
kriticnog broja nastaje superstruktura u citavoj otopini i to je reoloski sol-gel prijelaz. Prijelaz
je vrlo sli¢an perkolaciji, ali postoje i neke razlike, prije svega temperaturni karakter pojave.
Uobicajeno se perkolaciju gleda kao prijelaz s kriticnom koncentracijom, bez temperaturnih
efekata. U naSem sustavu su za nastanak superstrukture odgovorni heliksi, no intrinzi¢no ne-
mamo njihovu konstantnu koncentraciju, ve¢ ona raste s padom temperature. Tako moZemo

reci da nam ustvari temperatura uzrokuje perkolaciju.

Najzanimljivije nam se ipak pokazalo tre¢e podrucje, ispod temperature geliranja do otpri-
like 22 °C. Tako je otopina u stanju gela, dinamika lanaca ne umire odmah nego postoji znatno
podrucje gaSenja. Njega se jasno vidi 1 u mjerenjima relaksacija i u polarimetriji te nismo nigdje
dosad u literaturi pronasli karakterizaciju tog podrucja. Zbog velikih eksperimentalnih potekoca

tamo je bilo najteze raditi mjerenja relaksacija.

ZakljuCujemo da smo spajanjem dobro proucenog i ocekivanog efekta opticke aktivnosti sa
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novim rezultatima niskofrekventnih dielektri¢nih relaksacija u otopini Zelatine uspjeli do¢i do
dobrog iako ponesto grubog modela vodljivosti promatranog sistema i zanimljivih informacija
o zbivanjima tokom sol-gel prijelaza. Razli¢ite tehnike mogle bi posluziti za profinjavanje mo-
dela 1 dobivanje dodatnih podataka; prije svega tu su nuklearna magnetska rezonancija vodika
za promatranje difuzije vode kroz gel-strukturu, rentgenska difrakcija za proucavanje heliksa
u otopini i visokofrekventna elektricna mjerenja za daljnje istraZivanje procesa vodljivosti po
lancima. Uz poboljSanje postojece niskofrekventne Celije, sva ta mjerenja planiramo napraviti
da bismo dobili potpunu sliku o nedovoljno istrazivanom efektu sol-gel prijelaza Zelatine. Bo-
lje razumijevanje dinamike lanaca i naboja u blizini prijelaza moZe biti znacajno i u mnogim

primjenama, od kapsula za lijekove do brzo rastuce industrije gel-elektrolita za baterije.
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Sazetak

Dinamika sol-gel prijelaza Zelatine

Damjan Pelc, Sanjin Marion, Sasa Petrovi¢

U ovom radu smo koriStenjem niskofrekventne dielektri¢ne spektroskopije i mjerenjem op-
ticke aktivnosti karakterizirali dinamiku tijekom sol-gel prijelaza Zelatine. U spektrima vodlji-
vosti nasli smo dvije dosad neopazene relaksacije koje objasnjavamo efektima na razini udalje-
nosti polimernih lanaca, dok mjerenja opticke aktivnosti daju vezu s mikroskopskim pojavama
na samim lancima. U blizini temperature geliranja smo nasli tri temperaturna podrucja: (i) vi-
sokotemperaturni dio, (ii) podrucje otprilike 10°C iznad temperature geliranja, u kojem pocinje
spajanje lanaca u vecu strukturu i (iii) podrucje do otprilike 10°C ispod temperature geliranja
u kojem globalna struktura postoji, ali jo§ postoje slobodni lanci. Daljnjim sniZavanjem tem-
perature gotovo svi lanci se spajaju na globalnu strukturu. Takva opcenita slika je u skladu s
prijasnjim idejama o procesu geliranja, no pruza i nove informacije poput detaljnijeg opazanja

podrucja (iii).

Kljucne rijeci: Zelatina, sol-gel prijelaz, dielektricna spektroskopija, polarimetrija
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Summary

Dynamics of the sol-gel transition in gelatin

Damjan Pelc, Sanjin Marion, Sasa Petrovi¢

In this paper we present the characterisation of the dynamics during the sol-gel transition
of gelatin, probed by dielectric spectroscopy and polarimetry. In the conductivity spectra we
have observed two relaxations which to our knowledge weren’t seen before; they are shown
to be effects on the scale of distances between polymer chains. Polarimetric measurements
give us a connection with microscopic processes on the chains themselves. Near the gelation
temperature we have found three distinct regions: (i) the high-temperature range, (ii) a region
cca. 10°C above the gelation temperature, where the aggregation of chains sets in, and (iii) a
region cca. 10°C below the gelation temperature where a global structure exists, but free chains
can still be found. By further lowering the temperature almost all chains join the structure. This
general picture is in agreement with previous models, but also provides new information such

as a detailed examination of region (iii).

Keywords: gelatin, sol-gel transition, dielectric spectroscopy, polarimetry
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