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I. UVOD

Polielektroliti su polimeri u vodenoj otopini. Polimeri su gradeni od velikog broja istovrsnih
strukturnih jedinica koje nazivamo monomerima. Monomeri mogu sadrzavati ionizabilne grupe. U
otopinama na odredenoj temperaturi te ionizabilne grupe otpustaju ione u otopinu. Ione otpustene
u otopinu nazivamo protuionima. Buduéi je polimer na pocetku bio neutralan otpustanjem iona
u otopinu on postaje nabijen. Nabijen polimer nazivamo poliionom. Razumijevanje elektrostatske
interakcije poliiona i protuiona je klju¢no za razumijevanje fizike vodenih otopina polielektrolita.
Uz razumijevanje elektrostatske interakcije vazno je razumjeti i entropiju polielektrolitske otopine.
Svojstva polielektrolita su odredena upravo odnosom elektrostatske energije i energije entropije.
Poglavlje TEORIJSKI UVOD se bavi prije iznesenim odnosom elektrostatske i entropijske energije
polielektrolitske otopine kroz teorije koje su nastale prije manje od 50 godina, koliko se polielektroliti
istrazuju.

Prvi dio poglavlja UZORCI I MJERNI POSTAV govori o objektu naSeg istrazivanja a on je
hijaluronska kiselina (HA). HA je vaZna zbog velikog broja funkcija koje obavlja i kod sisavaca i kod
nizih organizama. HA se nalazi izmedu stanica. Ucenije se to kaze da HA sacdinjava izvanstani¢nu
matricu. Tamo je ona zaduZena za komunikaciju izmedu stanica i za filtraciju tvari koje ulaze u
stanicu. Pored tih jako vaznih uloga HA u kombinaciji sa raznim proteinima obavlja jo§ mnostvo
funkcija u izvanstani¢noj matrici. HA takoder nalazimo i u meduzglobnoj tekuéini. Tamo ona
obavlja funkcije i podmazivanja i ublazavanja sila koje djeluju na zglobove. Jos jednu funkciju koju
obavlja HA je davanje koZi elasti¢nosti i volumena. Ona moZe obavljati upravo nabrojane funkcije
zato §to joj struktura ovisi o koncentraciji i valenciji prisutne soli u otopini. Kao i kod drugih
bioloskih uzoraka i funkcija HA je odredena njenom strukturom. Stoga smo ju istrazivali tehnikom
pomocu koje mozemo dobiti informaciju o njenoj strukturi. Ta tehnika je isto opisana u poglavlju
UZORCI I MJERNI POSTAYV a nazivamo ju niskofrekventna dielektri¢na spektroskopija (eng. Low
Frequency Dielectric Spectroscopy).

U poglavlju OBRADA IZMJERNIH VELICINA navodimo kako od izmjerenih veli¢ina, koje su
vodljivost i kapacitet polielektrolitske otopine, dolazimo do dielektri¢ne funkcije poliiona.

Poglavlje ANALIZA REZULTATA MJERENJA T DISKUSIJA se sastoji od dvije cjeline. Prvi
dio poglavlja se bavi analizom podataka dielektri¢nog odgovora polielektrolitske otopine gdje dolaz-
imo do zakljucka da se u otopini dogadaju dva procesa relaksacije. Relaksacijski proces s karakteris-
tiénim vremenom 5 — 500 s nazivamo niskofrekventnim (LF) relaksacijskim procesom. Relaksaci-
jski proces s karakteristicnim vremenom 10 — 1000 ns nazivamo visokofrekventnim (HF) relaksaci-
jskim procesom. Ta karakteristicna vremena relaksacija povezujemo s karakteristicnim udaljenos-
tima. Tako karakteristi¢nu udaljenost LF procesa relaksacije povezujemo sa strukturom jednog
lanca dok karakteristi¢nu udaljenost HF procesa relaksacije povezujemo sa strukturom otopine,
tj. sa duljinom omedenom medusobno isprepletenim poliionima. Drugi dio poglavlja ANALIZA
REZULTATA MJERENJA I DISKUSIJA govori o analizi podataka elektri¢ne vodljivosti polielek-
trolitske otopine. Taj dio sadrzi i cilj ovog diplomskog rada, a to je odrediti vodljivost poliiona.

U poglavlju ZAKLJUCAK iznijeli smo ¢injenice do kojih smo dosli obradom izmjerenih po-
dataka. Karakteristi¢énu duljinu LF procesa relaksacije smo povezali sa renormaliziranom Debyevom
duljinom, dok smo karakteristi¢nu duljinu HF procesa relaksacije povezali s de Gennesovom ko-
relacijskom duljinom. Pomocéu izmjerene koncentracijske ovisnost HF relaksacijskog procesa smo
dogli do zakljucka da je molarna vodljivost poliiona neovisna o koncentraciji. S tim zaklju¢kom smo
potvrdili predvidanja standardnih teorijskih modela.



II. TEORIJSKI UVOD

A. Poisson-Boltzmannova jednadzba

Polielektrolit je polimer u vodenoj otopini. Polimer je sa¢injen nizanjem identi¢nih strukturnih
jedinica (monomera). Ako monomeri sadrze nabijene kemijske grupe u vodenim otopinama te
grupe mogu disocirati ostavljajuéi suprotni naboj na polielektrolitu buduéi da je otopina neutralna.
Sistem kojeg istrazujemo su vodene otopine natrijeve soli hijaluronske kiseline (Na-HA). Natrijevi
ioni (Na™)! disocirani s natrijeve soli hijaluronske kiseline (Na-HA) u vodenu otopinu, ostavljaju
negativni naboj na hijaluronskoj kiselini (HA), §to je skicirano na slici 1. Slika 1 prikazuje poliion,
koji je prikazan debelom linijom s negativnim nabojima po sebi, i protuione, koji su prikazani
crvenim kruzi¢ima.

Slika 1: Na%t protuioni disocirani s polimera prikazani su crvenim kruZié¢ima dok je poliion prikazan debelom
linijom s negativnim nabojima po sebi.

Minimalizacija Coulombove energije zahtjeva homogenu raspodjelu obje vrste iona u otopini a
oni to pokuSavaju ostvariti nasumi¢nim termalnim gibanjem. Medutim, negativni naboji vezani
na HA nisu slobodni, te ne moZe do¢i do homogene raspodjele negativnih naboja u otopini. Stoga
se ni protuioni ne raspodjele homogeno u otopini nego pokusSavaju zasjeniti Sto veéi broj naboja
poliiona a da pritom budu medusobno Sto viSe udaljeni. To zasjenjenje naboja poliiona protu-
ionima ¢emo opisati rjeSenjem linearizirane Poisson-Boltzmanove (PB) jednadzbe u okviru Debye-
Hiickelove aproksimacije [1] ali i Manning-Oosawa (MO) teorijom kondenzacije u poglavlju IIC.
Poissonova jednadzba opisuje kako elektri¢ni naboj p uzrokuje elektri¢ni potencijal ¢:

V2= 20 )
E0Er
gdje je €, relativna permitivnost homogenog elektrolita, a g permitivnost vakuuma. Buduéi da
smo eksperiment izvodili na stalnoj temperaturi? polielektrolite mozemo opisati kanonskim ansam-
blom. Stoga koncentraciju iona vrste i na polozaju r, ¢;(r)[1/m?], mozemo opisati Boltzmannovom
raspodjelom

! Rije¢i Na™T ioni, protuioni, Na™ protuioni su sinonimi.
2 Temperatura na kojoj smo izvodili eksperiment iznosila je 25°C.



ci(r) = ¢;(0)e~ =)/ kT o

gdje smo uveli da je ¢;(0) koncentracija iona vrste ¢ u dalekoj tocci gdje je potencijal jednak
nuli, e je elementarni naboj a z; je valencija iona vrste ¢. Uvrstavanjem Boltzmannovog izraza za
koncentraciju (2) u izraz za gusto¢u naboja dobivamo

p(r) = Z ezic; = e Z zici(0)e %/ kBT (3)

i i
Uvrstavanjem tako izraZene gustoce naboja u Poissonovu jednadzbu (1) dobijemo Poisson-
Boltzmannovu (PB) jednadzbu

e e
V2 = - > zici(0)ezed/knT (4)

B. Debye-Hiickelova aproksimacija
Za elektrostatske energije mnogo manje od toplinske energije z;e¢p < kpT eksponent u PB
jednadzbi (4) razvijemo u Taylorov red. U Debye-Hiickelovoj (DH) aproksimaciji zadrzavamo samo

prva dva ¢lana u razvoju te dobijemo lineariziranu Poisson-Boltzmannovu jednadzbu®

2

2, € 2.
Vi = ——= Z 2ei(0)¢ (5)
Uvodenjem pokrate
o S 200) (6)
€0€rk‘BT P ¢
linearizirana PB jednadzba (5) postaje
Vi =K% (7)

1

éinjenica da pokrata k~* ima dimenziju duZine i da se linearizirana PB jednadZba (7) moZe za-

pisati bez parametara ako se ¢ zapise u skali K~! govori nam da je x~!' fundamentalna duZina.
k™1 oznafava Debyevu duzinu. Znacenje joj je zasjenjenje naboja u otopini za duZine veée
od k~'. Drugim rije¢ima, naboj ¢e otopinu oko sebe koja je udaljenija od njega za vise od
duljine Debyeva duzine vidjeti kao neutralnu otopinu. Uvodenjem definicije ionske jakosti otopine
L[1/m?3] = 1 57 ¢;(0)22[1/m?3] mozemo izraz (6) napisati u obliku

2
9 2e

- eoerkpT ?

(8)

Sumirajmo glavnu znac¢ajku DH aproksimacije. Glavna znacajka DH aproksimacije je postojanje
duljine zasjenjenja x~!. Na udaljenosti ve¢oj od ! od sebe naboj vidi otopinu kao neutralnu.

3 Prvi ¢lan u razvoju jednak je nuli buduéi je otopina elektricki neutralna, tj. >, zici(0) = 0.



C. Bjerrumova duZina i raspodjela protuiona oko poliiona

Poliioni koje razmatramo imaju razli¢ito ponaSanje s obzirom da li su s ioni disocirali s njih ili su
ioni ostali vezani na poliion. Stoga trebamo procjenu koja nam pomaZe u odgovoru na to pitanje.
Bjerrum je predloZio udaljenost izmedu naboja suprotnih predznaka koja osigurava asocijaciju kao
udaljenost na kojoj su izjednacene elektrostatska energija privla¢enja i toplinska energija

1 €2

 Anege, lp

kpT

gdje je Ig Bjerrumova duzina, koju mozemo izraziti kao:

_ 1 e?
B 4reoer kT

(10)

Bjerrumova duzina na odredenoj temperaturi ovisi samo o otapalu, tj. o £,.. Za jednovalentne
ione na 25°C uz konstantu permitivnosti ¢iste vode (g, = 78.65)[2] duljina Bjerrumove duZine iznosi
0.72 nm. Sto nam znagi taj podatak? Ako je linearna gusto¢a naboja poliiona veé¢a od jednog naboja
na 0.72 nm protuioni iz otopine ¢e se nakupljati u blizini poliiona dok mu efektivno ne smanje
gustotu naboja na jedan naboj na 0.72 nm. Zbog toga definiramo parametar interakcije u = l,/b,
gdje je b udaljenost naboja poliiona. Ako je parametar interakcije u > 1 protuioni se nakupljaju u
blizini poliiona i efektivno mu smanjuju linearnu gusto¢u naboja. Tu pojavu nakupljanja protuiona
u neposrednoj blizini poliiona nazivamo kondenzacijom a protuione kondenzirane.

U poglavlju II B je opisana DH teorija izvedena uz pretpostavku male gusto¢e naboja poliiona, tj.
ziep < kpT. Sada ¢emo opisati polielektrolitsku otopinu u sluc¢aju velike gustoée naboja poliiona.
Teorija koja opisuje taj sluc¢aj je Manning-Oosawa (MO) teorija kondenzacije. MO teorija zbog
velike gustoée naboja poliion ne opisuje tockastim nabojima veé gustoéom naboja. Zbog velike
gustoée naboja poliiona u R okolini poliiona kondenziraju se protuioni. Ti kondenzirani protuioni
zasjenjuju naboj poliion te mu efektivno smanjuju gustoéu naboja. Udio kondenziranih protuiona
1 — f od ukupnog broja protuiona je jednak

1

1-f=1 ” (11)
kada je u > 1. To znaci da ¢e se zbog kondenzacije linearna gustoé¢a naboja poliiona efektivno
smanjiti za faktor f. Ako je u < 1 ne dogada se pojava kondenzacije protuiona. Buduéi da je
u naSem eksperimentalnom slucaju u < 1 te se ne javlja pojava kondenzacije protuiona samo
smo naveli glavno svojstvo MO teorije kondenzacije a ¢itatelj moZze vise o tome naé¢i u [1]. Nas
istrazivani sistem posjeduje samo slobodne ione buduéi su svi protuioni disocirali s poliiona te

nemamo kondenzirane protuione.

D. Model crvolikog lanca: duzina tvrdokornosti kao mjera savitljivosti polimera

Model [3] koji dobro opisuje polimere koje mi prou¢avamo su predlozili Kratky i Porod a oni
modeliraju polimer crvolikim lancem (engl. worm-like chain). Na slici 2 je prikazan lanac s N
monomera duljine b. Svaki monomer, osim prvog, se nalazi na plastu stoSca ¢ija visina se poklapa s
pravcem prethodnog monomera. Srednja vrijednost duljine projekcije cijelog lanca na pravac prvog
monomera < h > jednaka je:



Slika 2: Prikaz modela savitljivosti lanca Kratky i Poroda. Lanac se sastoji od N monomera duljine b. Kut
koji zatvara monomer s pravcem prethodnog monomera je 6. Spojnica krajeva lanaca je ozna¢ena duzinom
r dok je projekcija duzine r na smjer prvog monomera lanca oznacena s h.

<h>=ba"+at +23+ - 2V 12N

N
= bz "
k=0
(12)

gdje je uvedena pokrata z = cos @. Desna strana izraza (12) je suma geometrijskog reda koja je
jednaka

<h>=b1-2N)/(1-2x) (13)

Kao mjera savitljivosti polimera uvodi se duljina duzine tvrdokornosti (L,). Duzinu tvrdoko-
rnosti definiramo kao projekciju polimera velikog broja monomera (N — o0) na pravac poetnog
monomera. Primijetimo da je duljina projekcije lanca, vidi izraz (13), uz uvjet velikog broja
monomera jednak duljini tvrdokornosti. Stoga vrijedi

1 —cosOV 1_< _022)NNb1—(O)

L,=b ~b ~
02 02
1—-1+% =

= = 2b/6? 14
1—cosf - b/0 (14)

gdje prvi znak aproksimacije oznacava aproksimaciju malog kuta otklona susjednih monomera
(cosf ~ 1 — %) a drugi znak aproksimacije oznacava aproksimaciju velikog broja monomera u
lancu. U sistemu kojeg proucavamo obje te pretpostavke su zadovoljene. DuZina tvrdokornosti
oznacava najkra¢u duzinu nakon koje vise smjerovi monomera nisu korelirani. Drugim rijecima,
ako znamo usmjerenost odredenog monomera najmanje udaljen monomer za koji ne znamo kako
je usmjeren je udaljen za duljinu duzine tvrdokornosti. Buduéi da u opéenitom sluc¢aju ne znamo
kut otklona susjednih monomera Zelimo duljinu projekcije izraziti bez kuta otklona. To postizemo
uvodenjem duljine konture polimera (engl. contour length L.). Duljina konture polimera jednaka
je duljini polimera kada ga se opiSe kao potpuno kruti stapi¢. Duljina konture polimera jednaka je



Le=N-b (15)

Uz aproksimaciju malih kuteva otklona i velikog broja monomera te koristenjem izraza (14) i
(15) mozemo pisati

2
~(N0)(%) _ o~ 0/(38) _ ~Le/Ly
(16)
Uvrstavanjem dobivenog izraza (16) u izraz za duljinu projekcije lanca (13) moZemo pisati
b (1 - e*LC/LP)
she = 1—(1-62/2)
2b —L./L
= g (1)
= L, (1 — e*LC/LP>
(17)

Izraz (17) potvrduje pocetnu pretpostavku da za velik broj monomera N duljina projekcije lanca
(<h>) je jednaka duzini tvrdokornosti polimera (L,). To vrijedi jer kada N — oo

L. N-b
- 18
L1, =% (18)

Vazno je zakljuciti da se lanci puno duzi od svoje duZine tvrdokornosti na skali ve¢oj od duzine
tvrdokornosti ponasaju kao nasumic¢ni hod u 3D prostoru, dok se lanci kraéi od duzine tvrdoko-
rnosti ponaSaju kao kruti Stapi¢i. Model crvolikog lanca je prvo predloZen za polimere. On opisuje
intrinsiénu savitljivost lanca L. Buduéi su lanci sastavljeni od monomera intrinsi¢na savitljivost
polimera Lg ovisi o kemijskim vezama izmedu monomera. Medutim, kasnije je model proSiren i
na poliione. No, kod poliiona savitljivost lanca ovisi i o nabojima poliiona i o nabojima otopine.
Istovrsni naboji na poliionu se zbog Couloumbove sile nastoje udaljiti Sto je vise moguée. Tako oni
ukruéuju poliion te povecavaju duljinu tvrdokornosti za dio koji nazivamo elektrostatska duljina
tvrdokornost L¢;. Elektrostatska duljina tvrdokornosti ovisi i o zasjenjenju naboja poliiona protu-
ionima. Sto vise protuioni zasjenjuju naboje poliiona to se oni manjom energijom odbijaju te je
elektrostatski doprinos duljine tvrdokornosti manji. Ukupna duljina tvrdokornosti je naravno zbroj
intrinsi¢ne duljine tvrdokornosti Lg i elektrostatske duljine tvrdokornosti L.

L = Lo+ L (19)

E. Fundamentalne skale polielektrolitskih otopina

Polielektrolitske otopine s obzirom na koncentraciju poliiona dijelimo u dvije grupe: razrijedene
polielektrolitske otopine i polurazrijedene polielektrolitske otopine. U razrijedenim polielektrolit-
skim otopinama poliioni su jako udaljeni jedni od drugih dok su u polurazrijedenim polielektrolit-
skim otopinama poliioni blizu jedni drugih ¢ak toliko blizu da se medusobno preklapaju.
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1. Razrijedene polielektrolitske otopine

Zamislimo otopinu poliiona s brojem monomera N i duljinom monomera b. Radi jednostavnosti
uzimamo da su naboji u otopini jednovalentni te da je svaki monomer nabijen. U razrijedenim
polielektrolitskim otopinama Debyeva duZina odreduje duljinu zasjenjenja naboja. Buduéi da je
Debyeva duzina mnogo veéa od veli¢ine poliiona naboji na poliionu se medusobno ‘vide’ bez za-
sjenjenja. Zbog odbojnosti istovrsnih naboja poliiona energetski je najpovoljnije da su ti naboji
medusobno udaljeni §to vise mogu biti. To uzrokuje da su poliioni izduZeni, Stapicasti (engl. rod-
like). Drugim rije¢ima naboji na poliionu medudjeluju nezasjenjenim Coulombovim potencijalom,
buduéi da je Debyeva duljina zasjenjenja mnogo veéa od veli¢ine poliiona u razrijedenoj polielek-
trolitskoj otopini. To znaci da je poliion izduZen i da je duljina poliiona zbog nezasjenjene interakcije
jednaka duljini konture poliiona [4].

L.=Nb (20)

2. Graniéna koncentracija izmedu razrijedenih i polurazrijedenih polielektrolitskih otopina

U razrijedenim polielektrolitskim otopinama je udaljenost izmedu poliiona mnogo veé¢a od duljine
poliiona. Medutim kako poveéavamo koncentraciju polielektrolita udaljenost izmedu poliiona se
sve vise smanjuje. Daljnjim poveéanjem koncentracije udaljenost izmedu poliiona se izjednadi s
duljinom konture poliiona. Tu koncentraciju nazivamo grani¢nom koncentracijom i ozna¢avamo ju
s ¢*. Grani¢nu koncentraciju kvantificiramo tako da zapiSemo da se u volumenu koji je jednak kubu
duljine konture poliiona nalazi jedan poliion s brojem monomera N, tj.

. Nmp/A  Nmg,/A  my,/A (21)
C = =
L3 (Nb)3 b3 N2
gdje je m,, molarna masa monomera, a A je Avogadrov broj. U drugom dijelu izraza za grani¢nu
koncentraciju (21) koriSten je izraz za duljinu konture poliiona u razrijedenoj otopini (20).

3. Polurazrijedene polielektrolitske otopine

Polurazrijedene polielektrolitske otopine definiramo kao otopine koncentracije poliiona veé¢e od
grani¢ne. Eksperiment koji je tema ovog diplomskog rada je raden s polurazrijedenim polielektrolit-
skim otopinama. Stoga si moZzemo postaviti pitanje Sto smo mi u eksperimentu mjerili? S time
je povezano i pitanje §to uzrokuje zasjenjenje u polurazrijedenoj polielektrolitskoj otopini? Stoga
pogledajmo sliku 3 gdje je oznacena udaljenost omedena medusobno isprepletenim dijelovima poli-
iona £. Tu udaljenost nazivamo korelacijskom duljinom. Za danu koncentraciju poliiona ¢(>> ¢*),
slijede¢i de Gennesov [4] argument, pretpostavimo da duljina £ ne ovisi o broju monomera poliiona
N.

Grani¢nu koncentraciju smo definirali kao koncentraciju na kojoj je korelacijska duljina jednaka
duljini konture poliiona. Zbog toga na grani¢noj koncentraciji vrijedi

§(c") = Le (22)

Povecanjem koncentracije poliiona smanjuje se korelacijska duljina. Prirodno je pretpostaviti da
korelacijska duljina ovisi o koncentraciji po zakonu potencije za koncentracije veée od c*
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Slika 3: Na slici je oznacena korelacijska duljina £ koja opisuje udaljenost omedenu medusobno isprepletenim
dijelovima poliiona te duljina krajeva poliiona R u polurazrijedenoj otopini.

&= Lc(c/c)™, e>c" (23)

Pomoéu prije iznesenog uvjeta o neovisnosti korelacijske duljine o broju monomera poliiona
odredujemo eksponent m iz izraza (23). Iz izraza grani¢ne koncentracije (21) vidimo da je ¢* ~ N2
a iz izraza duljine konture poliiona u razrijedenoj polielektrolitskoj otopini (20) vidimo da je L. ~ N.
Stoga nalazimo da je m = —1/2 te korelacijska duljina iznosi

é- _ LC(C/C*)—1/2
€ o (be)~Y?

S

Slika 4: Srednja duljina Gaussovog lanca u polurazrijedenoj otopini oznacena je s R. Naglasak je stavljen
na Cinjenicu da je poliion u polurazrijedenoj otopini nasumi¢an hod segmenata za udaljenosti veée od
korelacijske duzine &.
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Uo¢imo prvo, §to i mora biti, uvrStavanjem grani¢ne koncentracije u izraz (23) da je korelacijska
duljina na koncentraciji ¢* jednaka duljini konture poliiona. Korelacijska duljina ovisi o koncentraciji
isto kao i Debyeva duZzina zasjenjenja. No ta sluajnost je istinita samo u 3 dimenzije. Sada ¢emo
odgovoriti na prije postavljena pitanja. Sto mi u eksperimentu mjerimo? Sto unosi zasjenjenje u
otopinu? U eksperimentu mjerimo korelacijsku duljinu o kojoj ¢e biti viSe rije¢i kasnije. Zasjenjenje
u sistem unose sami poliioni svojim ispreplitanjem. Za duljine veée od duljine zasjenjenja, koja je
jednaka korelacijskoj duljini, poliion se ponasa kao nasumiéni hod. To znaci da ga mozemo opisati
Gaussovim lancem. Prisjetimo se da je duljina krajeva Gaussovog lanca jednaka umnosku duljine
segmenta lanca i kvadratnom korijenu broja segmenata tog lanca. Duljina segmenta Gaussovog
lanca je ¢ a broj segmenata lanca jednak je (N/g) gdje je g broj monomera u volumenu &* koji
je na slici 4 oznacen kruznicom. Broj monomera u volumenu &3 se raduna pod pretpostavkom
homogene raspodjele monomera u prostoru i iznosi

g=c& (25)

Sada ¢emo to primijeniti na nas slucaj te odrediti srednju duljinu Gaussovog lanca R

2_52_&2

Uvrstavanjem druge jednakosti izraza (24) u izraz (26) dobivamo

R? x %(cb)lﬂ = Nb'/2c1/2 (27)

Izraz (27) nakon korjenovanja i sredivanja postaje

1

—1/4

(28)

Bududi je ¢*1/4 oc 1/(N'/263/4) konacan izraz srednje duljine Gaussovog lanca je

o* 1/4

Sumirajmo najvaZnije stvari ovog poglavlja. Fundamentalne skale polielektrolitske otopine za
koncentracije manje od grani¢ne su duljina konture poliiona L. i medusobna udaljenost poliiona. O
duljini konture poliiona u razrijedenoj otopini je bilo rije¢i u poglavlju ITE 1, te se vise ne¢emo pon-
avljati. Paznju ¢emo usmjeriti na medusobnu udaljenost poliiona. Medusobna udaljenost poliiona u
razrijedenoj otopini proizlazi iz geometrijskog razmatranja. Buduéi da poliioni zbog minimalizacije
slobodne energije Zele biti udaljeniji sto vise u jednoj dimenziji je medusobna udaljenost poliiona
obrnuto proporcionalna koncentraciji poliiona. U dvije dimenzije poliioni imaju za razmjeStanje
jos jednu dimenziju. Zbog toga je medusobna udaljenost poliiona u dvije dimenzije proporcionalna
s ¢™1/2. Slijedeci isti argument u tri dimenzije, §to je i na§ slucaj, proizlazi da je medusobna
udaljenost poliiona proporcionalna s ¢~ /3. U polurazrijedenim otopinama su fundamentalne skale
korelacijska duljina £ koja opisuje svojstvo grupe lanaca i duljina krajeva Gaussovog lanca R koja
opisuje svojstvo pojedinog lanca. Korelacijska duljina & ovisi o koncentraciji kao & x ¢ /2 dok
duljina krajeva Gaussovog lanca ovisio o koncentraciji kao R o< ¢~ /4.
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F. Specifiéna vodljivost polielektrolita

Specifitnu vodljivost proizaslu iz gibanja naboja kao odgovor na vanjsko istosmjerno elektri¢no
polje mozemo napisati kao produkt tri ¢lana; valencije naboja z, molarne koncentracije naboja
c[mmol/L = mM] i molarne vodljivosti A[Sem?/mol]

wS 9

—| = g ilei (ImMA;

o [cm] : |2i|c; [mM] A; [Sem® /mol |
= z11A1 + NCpAp

(30)

gdje je prvi dio izraza opcenita formula u kojoj sumiramo po svim vrstama naboja ¢. Na drugi
dio jednakosti primijenili smo nas konkretni sluc¢aj gdje imamo protuione indeksa 1 i poliion indeksa
p. N u izrazu (30) oznacava broj monomera poliiona. Buduéi je naboj poliiona jednak umnosku
broja monomera i elementarnog naboja (), = Ne valencija poliiona je z, = N. Nadalje, teorije
[5, 6] pretpostavljaju da samo slobodni ioni vode pa ¢emo i mi tu pretpostavku ukljuciti. U tu svrhu
uvodimo udio slobodnih protuiona f. Od ukupnog broja protuiona broj kondenziranih je 1 — f, a
to znadi da se broj slobodnih protuiona smanjio za faktor f. To znadi da se koncentracija slobodnih
protuiona smanjila za faktor f, tj. ¢ — ¢1 - f, a $to povlaci da se efektivni naboj poliiona takoder
smanjio f puta, tj. N — N - f. Veza molarnih koncentracija protuiona i poliiona je ¢c; = N - ¢,.
Bududi je sa svakog monomera jedan ion disocirao u otopinu molarna koncentracija protuiona je
jednaka molarnoj koncentraciji monomera, tj. ¢; = ¢. Buduéi da u naSem eksperimentu imamo
jednovalentne protuione z; = 1. UvrStavanjem navedenih izraza u izraz (30) dobivamo

o= le(Al + Ap) (31)

1. Elektricna vodljivost protuiona

Specifi¢noj vodljivosti u jednadzbi (31) doprinose dva ¢lana. Prvo ¢emo se koncentrirati na
¢lan molarne vodljivosti protuiona Aj. Uslijed interakcije protuiona i poliiona te obrnuto poliiona
i protuiona ocekuje se da ¢e vodljivost protuiona biti manja nego Sto bi bila da u otopini nema
poliiona. Taj efekt zovemo efektom asimetri¢nog polja. Kako je Manning pokazao |7, 8] molarnu
vodljivost protuiona u tom slucaju moZemo zapisati na nacin

D, Dy
Ay =Ag=L — A, [1- 2L 9
1= 20D, ”( D0> (32)

gdje je Ap molarna vodljivost protuiona u ¢istoj ionskoj otopini a Di/Dy je omjer difuzijske kon-
stante polielektrolitskih protuiona i konstante difuzije protuiona u ¢istoj ionskoj otopini. Teorijski
i eksperimentalno je pokazano da se konstanta difuzije protuiona polielektrolita moze jako dobro
aproksimirati konstantom difuzije iona u ionskoj otopini [5, 11]. Tada vrijedi da je D; ~ Dy a to
povladi da je Ay ~ Ag. To znaéi da za odrediti doprinos protuiona ukupnoj vodljivosti trebamo
samo znati kolika je molarna vodljivost iona u ¢istoj ionskoj otopini. Taj podatak se nalazi u
tablicama, npr. u [2| Ag(Nat) = 50 Sem?mol~!. Sada smo odredili molarnu vodljivost protuiona.
Za odrediti ukupnu specificnu vodljivost otopine preostalo nam je jos odrediti molarnu vodljivost
poliiona.
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2. FElektricna vodljivost politona

Kod gibanja nabijenog tijela, u naSem slucaju poliiona naboja @, = fNe, pod utjecajem elek-
triénog polja E u otopini javljaju se dvije sile. To su elektri¢na sila

Fp=QpE (33)

i viskozna sila koja predstavlja otpor gibanju poliiona kroz otopinu

F, = fEtotU (34)

fEtot|Ns/m] je elektroforetski koeficijent gibanja poliiona kroz otopinu a v je njegova brzina
gibanja kroz otopinu. RjeSavanjem jednadzbe (34) za brzinu gibanja poliiona kroz otopinu dobijemo
izraz

F,

v =
fEtot

(35)

Ako se tijelo giba jednoliko onda su te sile po iznosu jednake Fr = F, a po smjeru suprotne.
Stoga u izrazu (35) na mjesto viskozne sile uvrstavamo izraz za elektri¢nu silu (33) te dobijemo

fEtot

(36)

Iz ovog izraza proizlazi definicija pokretljivosti kao brzine gibanja po jedinici jakosti elektri¢nog
polja

[one] il .

" Fotor [Zx]

Veza molarne vodljivosti i elektroforetske pokretljivosti* p[em?/Vs] je

Sem? As cm?
Apy|l—— | =F|— — 38
p[mol] [mol]'up[‘/s} (38)
, gdje je Faradayeva konstanta jednaka F' = 96485 As/mol. Do sada smo uveli i difuzijsku

konstantu i pokretljivost. Sada ¢emo se prisjetiti Einsteinove formule koja povezuje difuzijsku
konstantu i pokretljivost

Hp kB T

D (39)
Uvrstavanjem izraza (39) u izraz (38) te koristeéi @, = fNe dobijemo

4 U daljnjem tekstu ée se ispustat rije¢ elektroforetska ali misliti ¢e se na elektroforetsku pokretljivost.
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A, = F-%r p_ pINe

D 4
kT kpT (40)

U analizi podataka elektricne vodljivosti zanimat ¢e nas koncentracijska ovisnost elektri¢ne
vodljivosti poliiona. Zato ¢emo razmotriti koji ¢lanovi izraza (40) mogu biti ovisni o koncentraciji
monomera. Koncentracijski ovisni ¢lanovi mogu biti f i D. O f je bilo rije¢i u poglavlju I1C.
Stoga ¢emo sada pomocu dva modela dinamike polimera, Rouseovog i Zimmovog, odrediti ovisnost
veli¢ine D o koncentraciji. ViSe informacija o Rouseovom i Zimmovom modelu se moze na¢i u [9] a
ovdje éemo iznijeti samo dijelove tih modela koji nam trebaju za model kojeg su iznijeli Dobrynjin,
Colby i Rubenstein u [10]. Rouse modelira polimer kao niz od N kuglica. Kuglice reprezentiraju
monomere. Monomeri su povezani oprugama duljine b. Monomeri medudjeluju samo preko opruga
te je svaki monomer okarakteriziran koeficijentom trenja ¢ izmedu njega i otapala. Zbog toga je
koeficijent trenja polimera jednak (r = N(. Od Rouseovog modela mi ¢emo iskoristiti slijedec¢u
¢injenicu. Vrijeme koje je polimeru potrebno da difundira udaljenost reda veli¢ine svoje veli¢ine
jednako je

TR ~ TON? (41)

gdje je 1y vrijeme potrebno da monomer difundira udaljenost reda veli¢ine svoje veli¢ine. Na-
suprot Rouseovom modelu u Zimmovu modelu vaznu ulogu igra hidrodinamicka sila. Ona je odgov-
orna za otpor pri gibanju polimera kroz otapalo. Naime, polimer pri gibanju kroz otapalo za sobom
vuce i dio otapala. To medudjelovanje se naziva hidrodinamicko medudjelovanje. Hidrodinamicka
sila je dugodosezna i opada obrnuto proporcionalno s udaljeno$éu od monomera. éinjenicu Zim-
movog modela koju ¢emo koristiti je vrijeme potrebno da polimer difundira duljinu reda veli¢ine
svoje veli¢ine R

Ns 53
s R
T2 LsT

(42)

gdje je ns viskoznost otapala, a R je srednja duljina Gaussovog lanca. Veza trenja polimera
srednje Gaussove duljine lanca R i viskoznosti u Zimmovu modelu je Stokesova (7 ~ nsR. Zim-
mov model se pokazao i kao dobar opis dinamike poliiona razrijedenog polielektrolita bududéi je u
razrijedenim polielektrolitima hidrodinamicko medudjelovanje jako. Buduéi smo eksperiment radili
s polurazrijedenim polielektrolitom sada iznosimo model opisa dinamike polurazrijedenog polielek-
trolita. Kada se lanci preklapaju, hidrodinamicko medudjelovanje postaje zasjenjeno na duljinama
veéim od korelacijske duljine £&. Unutar korelacijskog volumena, gibanje razli¢itih monomera je jako
hidrodinamicki vezano upravo kao i u razrijedenim polielektrolitima. Zbog toga je vrijeme potrebno
za difuziju korelacijskog volumena za udaljenost veli¢ine korelacijske duljine Zimmovo vrijeme

MNs .3
Te & 43
13 L Tf (43)

Svaki poliion se sastoji od N/g korelacijskih volumena. Hidrodinami¢ko medudjelovanje ko-
relacijskih volumena je zasjenjeno i zato se njihovo gibanje dade opisati Rousovim modelom.

R ~ 1¢(N/g)° (44)
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Veza vremena difuzije poliiona 7r i pomaka poliiona od pocetnog polozaja R je dana Einstein-

Smoluchowski jednadzbom

R o< \/TRD (45)

Uvrstavanjem izraza (44) u Einstein-Smoluchowski jednadzbom dobijemo

RQ
b 7e(N/g)? (46)

Uvrstavanjem izraza (26), izraza (43) i izraz (25) u izraz (46) dobijemo

N

c€
ns&3 N2
k:BT 0256
kT o€
ns N

(47)

Primijetimo da ako korelacijska duljina ovisi o koncentraciji monomera na naéin € o ¢~ /2, vidi
izraz (24), onda difuzijska konstanta ne ovisi o koncentraciji monomera. Tada je ovisnost difuzijske
konstante obrnuto proporcionalna broju monomera koji sac¢injavaju poliion.
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III. UZORCI I MJERNI POSTAV
A. Hijaluronska kiselina

Hijaluronska kiselina (HA), takoder znana kao hijaluronan i hijaluronat, je glikoaminoglikan koji
je sacinjen nizanjem velikog broja identi¢nih disaharida. Kako je veé¢ bilo receno, identi¢ne struk-
turne jedinice koje sa¢injavaju polimer zovemo monomerima. Monomer HA je disaharid sacinjen od
dva derivata glukoze; od D-glukorne kiseline i N-acetil-D-glukozaminall3, 14| povezanih 5(1 — 3)
jednostrukom kovalentnom vezom®. Na slici 5 je projekcijski i kalotni prikaz hijaluronske kiseline.

Hyaluronic Acid [HA] Unit ' . “’“"""“”“’; o = e |
c00~ CH.OH e ; 989
0 9 Y @
H A ®o ® ’,g:blo,o,%§ ﬂ"’
9 i
OH H P e s ©e ® L oa &9 S
H ' I Y : & e
& P ] ® ®
e Sy =) P
H OH ¢ ¥ ® 23
Glucoronic acid  N-Acetyl glucosamine @

Slika 5: Projekcijski prikaz prikazuje monomer hijaluronske kiseline. Kalotni prikaz prikazuje segment hi-
jaluronske kiseline veli¢ine 3 monomera. Na oba prikaza je vidljiv razlog velike fleksibilnosti hijaluronske
kiseline. Naime i unutarmonomerska i medumonomerska kemijska veza medu saharidima je jednostruka kova-
lentna. Na kalotnom prikazu je crtkano naznacena i vodikova veza koja ne doprinosi stabilizaciji hijaluronske
kiseline. Na kalotnom prikazu boje predstavljaju slijede¢e atoma: crno-ugljik, crveno-kisik, plavo-dusik. Na
oba prikaza je karboksilna grupa hijaluronske kiseline negativno nabijena Sto prikazuje znak -.

Hijaluronska kiselina nije tipi¢an glikoaminoglikan po$to ne sadrzi sulfatni Secer, nije vezana ko-
valentnom vezom na neki protein i moze biti dugacka. Vazno je uodciti ¢injenicu da svaki monomer
sadrzi jednu negativno nabijenu karboksilnu grupu, tj. da je molarna koncentracija monomera HA
jednaka molarnoj koncentraciji negativno nabijene karboksilne grupe. U eksperimentima smo rabili
HA kojoj se na negativno nabijenoj karboksilnoj grupi vezao ion Na™. Takva molekula naziva se
Natrijeva sol hijaluronske kiseline Na — HA. Zbog prije iznesene Cinjenice molarna koncentracija
Na™ i molarna koncentracija monomera HA je jednaka. U radu se susreéemo sa razli¢ito definiranim
koncentracijama (u teorijskim ¢lancima koristi se brojéana koncentracija c[1/m3], kod pripreme uzo-
raka koristimo masenu koncentraciju cg4[mg/mL], dok kod obrade podataka i rasprave koristimo
molarnu koncentraciju c¢[mol/L = M]). Veza c[mol/L = M| i cga[mg/mL] je slijedeca

c [mg} /M, = ¢ [%} /401 [i} = c[M]

mL mol
l

clmM] =~ ¢ [@} e
mL mg

gdje je m,, molarna masa monomera Na — H A% koja je jednaka

® Kemijski naziv monomera hijaluronske kiseline je (3 -glukorona kiselina-[1— 3]-3 -N-acetilglukozamin)
6 Ako se vrsta i koli¢ina atoma monomera Na — HA odreduje sa slike 5 treba imati na umu da te slike prikazuju
HA™ te stoga da se odrede sastavnice Na — H A treba dodati ion Na™.
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mm(Na— HA) = 14A,(C) + 114,(0) + 204, (H) + 1A (N) + 1A, (Na) = 401g/mol  (49)

Duljina monomera HA je =~ 1 nm. Duljina duZine intrinsi¢ne tvrdokornosti, o kojoj smo govorili
u poglavlju II D, za HA iznosi 9 nm|15]. HA ima malu duZinu tvrdokornosti s obzirom na veéinu
poliiona, npr. duljina tvrdokornosti dvostruke DNA uzvojnice je 50 nm. Ta ¢&injenica se moze
izreéi i na nacin da kaZemo da je HA jako fleksibilna u odnosu na druge poliione. Za malu duZinu
tvrdokornosti HA odgovorne su unutarmonomerska i medumonomerska poveznica koju ¢ini jednos-
truka kovalentna veza. Hijaluronsku kiselinu nalazimo u razli¢itoj koli¢ini u svim tkivima sisavaca
a posebno velike koli¢ine HA nalazimo u ranim embrijima. Ona je vazna kao ispun prostora tijekom
razvoja embrija. S time je povezana ¢injenica da u odnosu na druge bioloSke molekule HA ima
veliko izuzece volumena s obzirom na svoju masu. To je prikazano na slici 6. U izuzet volumen se
rac¢una volumen u koji ne mogu dod¢i druge makromolekule.

L/

(LA
]

__1
|

[ ]
globular protein (MW 50,000)

glycogen (MW - 400,000)

b i i
spectrin (MW 460,000)

_,.H
$4

hyaluronan (MW 8 x 10%)

lagen (MW 290.000 ' '
collagen ( 000) 300

Slika 6: Priblizne dimenzije koje zauzimaju razli¢ite makromolekule u odnosu na svoju masu. Navedeni su
primjeri za protein, glikogen i hidratiziranu molekulu hijaluronske kiseline[14].

HA je sastojak meduzglobne tekuéine te se smatra da tamo ublazava sile pritiska Sto je opet
povezano sa njenim svojstvom da u vodenim otopinama zauzme veliki volumen u odnosu na svoju
masu. To isto svojstvo dolazi do izrazaja i u kozi u kojoj je za elasti¢nost i volumen odgovorna
HA. Ona se takoder nalazi u velikim koli¢inama tijekom zacjeljivanja rana, $to se povezuje sa
¢injenicom da sudjeluje u izgradnji vanstani¢ne matrice. U vanstani¢noj matrici jedna od uloga
HA je filtracija tvari koje ulaze u stanicu. Preko vanstani¢ne matrice koju ¢ini HA se odvija i
komunikacija medu stanicama. Mnoge druge funkcije HA su ovisne o specifi¢noj interakciji HA sa
ostalim molekulama, ukljucujuéi proteine i proteoglikane. Neke od tih molekula koje se vezu na
HA su sastojci vanstani¢ne matrice, dok su drugi nezamjenjivi dijelovi povrSine stanice.

B. Uzorci hijaluronske kiseline

Na-HA na kojoj smo vrsili eksperimente ekstrahirana je iz Streptococcus equi. Uzorci dolaze u
formi granula, proizvodac¢a BioChemika Fluka iz kataloga Sigma-Aldrich, kataloski broj 53747.
Deklarirana je srednja molarna masa granule Na-HA 1630 kg/mol. Buduéi je molarna masa
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monomera My, (Na — HA) = 401 g/mol to znac¢i da su Na — HA safinjene od prosje¢no 4000
monomera. Protokol po kojem smo radili uzorke u rasponu koncentracija 0.01 mg/mL < cga <
6 mg/mL je slijedeé¢i. Granule Na-HA otopimo u ¢istoj vodi’ te tu primarnu otopinu ostavimo
24 sata na 4°C. Direktno iz primarne otopine izrade se redom otopine raspona koncentracija
6 mg/mL > cga > 0.01 mg/mL8. Grani¢nu koncentraciju HA u vodenoj otopini ra¢unamo
pomocu izraz (21)

CHA T jENT T
401[g/mol]/6.022 - 10%3[mol ]
B (1079)3[m3] N2
_ 665.8[ g }_665.8[ g }_

N2 Ldm3! 8002 Ldm3
_ mg
— 0.001 [mL}

(50)

gdje je m,, molarna masa monomera HA, a Avogadrov broj je jednak A = 6.022 - 10%3[mol~1].
Grani¢na koncentracija je racunata za najkrace poliione u polielektrolitskoj otopini koji su prema
nasim saznanjima sa¢injeni od 800 monomera. Grani¢nu koncentraciju smo ra¢unali pomoéu na-
jkraéih poliiona zato da budemo sigurni da eksperimente vr$imo u polurazrijedenoj otopini. Naime
grani¢na koncentracija ovisi o broju monomera poliiona na nacin ¢j; 4, o< 1/N 2. Stoga je grani¢na
koncentracija najveéa za najkrace poliione. Polielektrolitske otopine smo radili joS veée koncen-
tracije. Stoga smo osigurali da su polielektrolitske otopine polurazrijedene otopine.

C. Mjerni postav

Niskofrekventnom dielektricnom spektroskopijom dobivaju se podatci o elektri¢noj vodljivosti
i o kompleksnoj dielektri¢noj funkciji otopine. Mjerni postav pomocu kojeg dobivamo te podatke
sastoji se od mjerne komore u koju stavljamo uzorak, mjera¢a admitancije Agilent 4294A i temper-
aturnog kontrolera.

1. Komora za dielektricna mjerenja

Komora za dielektri¢na mjerenja se sastoji od dvodijelnog pleksiglasnog kuéista u koje je utisnuto
Zelicno tijelo. Unutar éeli¢nog tijela na podlozi od stakla® nalaze se platinske elektrode. Kad su obje
polovice kucista zatvorene platinske elektrode formiraju kondenzator unutar kojeg se nalazi uzorak.
Po obodu s unutarnje strane tijela nalazi se brtva ¢ija je svrha smanjenje hlapljenja otopine. Unutar
tijela nalazi se jos i Pt-100 termometar. Koaksijalnim vodi¢em povezane su platinske elektrode s
BNC konektorom. Vodi¢em je povezan i Pt-100 termometar s konektorom na kuéistu'®. Funkcija

7 U pripravi svih uzoraka vodenih otopina koristili smo Milique vodu proizvoda¢a Millipore. Tu vodu nazivamo
¢istom vodom.

8 Popis koncentracija izradenih otopina, sve u mjernim jedinicama mg/mL je slijedeéi: 0.01, 0.0125, 0.016, 0.02,
0.025, 0.032, 0.04, 0.05, 0.063, 0.08, 0.1, 0.125, 0.16, 0.2, 0.25, 0.32, 0.4, 0.5, 0.63, 0.8, 1, 1.25, 1.6, 2, 2.5, 3.2, 4, 6.

9 Svrha podloge je da elektricki izolira platinske elektrode od eli¢nog kuéista.

10 Na slici 7 se konektor termometra vidi poslije dva BNC konektora.
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celi¢nog tijela je smanjenje hlapljenja otopine, eliminacija utjecaja elektri¢nih smetnji iz okoline na
otopinu'!, te smanjenje temperaturnih oscilacija zbog velike mase kuéista.

o podloga
aluminij Sl_‘“ blok Pt-elektroda
Peltier uzorak

koaksijalni
vodic

kuéiste \

o

tl] elo
brtva
konektor

Slika 7: Slika redom prikazuje: rasklopljenu komoru na kojoj se u pozadini vidi druga polovica tijela,
stavljanje otopine u komoru i shematski prikaz presjeka sklopljene komore s Peltier elementima.

Raspon volumena mjerene otopine moze biti u intervalu 50 — 200 pL, no mi radimo s uzorcima
veli¢ine 100 pL. Komora omoguéuje mjerenje kompleksne vodljivosti s ponovljivoséu od 0.5%!2
u rasponu specifiéne vodljivosti od 1.5 — 2000 ©S/em[16]. Konstanta komore odredena je mjeren-
jem na frekvenciji 100 kH z specifi¢ne vodljivost standardnih uzoraka KCl-a molarne koncentracije
10 mM (kataloski broj 51300138) i 0.5 mM (kataloski broj 51302153) kupljenih od tvrtke Mettler-
Toledo. Dodatna provjera bila je mjerenje kapaciteta komore kada nema otopine i kada je uzorak
100 pL ciste vode. Iz razlike kapaciteta i poznate vrijednosti permitivnosti ¢iste vode epg,0 = 78.65
dobiven je rezultat za konstantu komore koji odgovara gornjoj vrijednosti dobivenoj mjerenjem
specifi¢ne vodljivosti standardnih uzoraka. Konstanta komore iznosi {/S = 0.1042 4 0.0006 cm ™!
gdje je efektivna kontaktna povriina elektrode i otopine volumena 100 uL jednaka S = 0.98 cm?,
a udaljenost platinskih elektroda iznosi [ = 0.1021 £ 0.0001 ¢m. ViSe o mjernom postavu se moze
naci u [17].

1 Tijelo je u biti Faradayev kavez.
12.0.1% otpada na neto¢nost u razmaku elektrodi koja iznosi do 1 pm na razmaku elektrodi od 1 mm, netocnost
pipetiranja iznosi 0.2% te neto¢nost u polozaju otopine na elektrodi utjee na mjerene rezultate do 0.2%.
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2.  Mjerac¢ admitancije Agilent 4294 A

Agilent 4294A" je koristen za odredivanje kompleksne admitancije vodenih otopina HA. Mjerno
podrucje Agilenta je interval frekvencija 40 Hz < v < 110 M Hz. Da bi skratili vrijeme mjerenja a
buduéi nam podrugje ispod 100 H z nije bitno mi mjerenja vr$imo u intervalu frekvencija 100 Hz <
v < 110 MHz. U tom intervalu frekvencija Agilent napravi 201 mjerenje, tj. 33 mjerenja po
dekadi frekvencije a mjerne veli¢ine su vodljivost Gezp(w = 27v) i kapacitet Cegp(w)!®. Prilikom
mjerenja admitancije amplituda pobude vodenih otopina je iznosila 50 mV. Zasto je odabrana
upravo ta amplituda pobude? To je najmanja amplituda pobude s kojom razlikujemo izmjerene
podatke od Suma. Isto tako s tom amplitudom pobude je odgovor sistema linearan. To znamo jer
je odgovor sistema bio isti u rasponu amplituda pobude od 20 — 500 mV. Bududi je udaljenost
elektroda priblizno 1 mm jakost primijenjenog elektri¢nog polja za amplitudu od 50 mV je 50 V/m.
Pri mjerenju Agilent je radio u rezimu postavke BW=5. Ta postavka znaéi da se nakon relativno
dugog ¢ekanja da se ustali sinusna modulacija vrsi mjerenje na toj frekvenciji. Prednost takvog
mjerenja je manji Sum iako ono traje duze nego mjerenje s postavkom BW=1. Tri uzastopna
prolaska kroz cijeli raspon frekvencija su radena da bi se usrednjio eventualni utjecaj varijacije
temperature otopine na izmjerene velic¢ine. Cijela opisana procedura mjerenja iznosi 2 minute.

3. Temperaturna stabilnost

Za odrzavanje konstantne temperature otopine unutar komore za dielektri¢na mjerenja sluze nam
Peltierovi elementi koje stavljamo s vanjske strane kucista, Pt-100 termometar koji se nalazi unutar
kuciSta te mjeri temperaturu otopine i temperaturni kontroler QC-PC-0OS-21 G proizvodaca Kuep-
per Gmbh. Nabrojani uredaji rade na slijedeéi na¢in. Peltierov element se nalazi na aluminijskom
bloku'® te se takav sklop prilikom vr§enja mjerenja stavlja s gornje i donje strane tijela'6. Peltierov
element je poluvodicki element kojem smjer toka struje kroz njega odreduje smjer slanja toplinske
energije. Za ucinkovitu stabilizaciju temperature Peltierov element koristi temperaturni kontroler
koji odreduje smjer struje u Peltierovom elementu. Temperaturni kontroler odreduje smjer struje u
Peltierovom elementu na osnovi podatka o temperaturi kojeg prima od Pt-100 termometra unutar
kuéista. Stabilizacija temperature koju postizemo s navedenom aparaturom je reda 10 mK. Cak i
kada je temperaturni kontroler iskljucen te kada je komora na sobnoj temperaturi varijacija temper-
ature se nalazi unutar istog intervala 0.01 K. Budué¢i nam je tijelo komore veliki spremnik topline
varijacija ne bi smjela biti 0.01 K. Stoga vjerujemo da imamo i bolju temperaturnu stabilnost od
navedene varijacije od 0.01 K koja je najvjerojatnije posljedica Suma u ocitanjima temperature.

4. Uzroci netoénosti mjerenih veli¢ina

U procesu mjerenja kompleksne admitancije Y (w) imamo viSe izvora netocnosti. Prvi izvor
netocnosti moze biti vjestina pripravljanja otopine, tj. neto¢nost pri mjerenju mase i odredivanju
volumena otopine. S iskustvom ta netoc¢nost se lako ukloni. NetocCnost teza za izbjeéi je neho-

13 U ostatku teksta koristiti ¢emo pokratu Agilent.

1 Tzmjerena vodljivost i kapacitet su sastavnice admitancije Yeup(w) = Geap(w)+iwCesp(w), te zato u tekstu govorimo
da mjerimo admitanciju.

5 Syrha aluminijskog bloka je da bude beskonaéni spremnik topline, tj. da Peltierov element moze odvodit i dovodit
po volji velike koli¢ine topline aluminijskom bloku a da mu ne promjeni temperaturu. Stoga kroz blok protjece
voda konstante temperature.

16 Na shematskom prikazu komore na slici 7 su naznadeni polozaji Peltierovih elemenata.
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mogenost otopine koja je nastala pipetiranjem. Buduéi da viskoznosti otapala i otopljene tvari nisu
iste pipeta "lakSe povuce" otapalo, koje je manje viskozno, iz otopine nego otopljenu tvar. Zbog
toga se dogada da pipetiranjem dobijemo rjedu otopinu nego je otopina iz koje pipetiramo. Sli-
jededi uzrok neto¢nosti proizlazi iz temperaturne (ne)stabilnosti otopine tijekom mjerenja. Naime,
na temperaturnom kontroleru kuéne izrade koji je koriSten za mjerenja objavljena u [18] se PID
parametri nisu mogli namjestati s dovoljnom osjetljivoséu za naSe potrebe. Zato smo za slijedeca
mjerenja, Cije podatke obradujemo u ovom radu, nabavili temperaturni kontroler Quick-Control
QC-PC-05-21 G na kojem se PID parametri mogu dovoljno osjetljivo podesavati za naSe potrebe.
Postignuta stabilizacija je 10 mK. Najveéi problem koji nam unosi neto¢nost u mjerenje je po-
larizacija elektroda. Naime, u blizini elektroda koje nam sluze i za pobudu i za mjerenje nakupljaju
se naboji iz otopine.

w3 107

10 F

G (mS)

V'C 1

N Cpp = C 3 e 103
EP = § i 3 \
Yc 2 R, Cop 0.01 s .
l dl . . | dl ' ' I .’Tl —
Ry My Ry 100 102 10° 10* 105 105 107 108

Ran Rap
v (Hz)

Slika 8: Skica polarizacije elektroda s elektri¢nom shemom, te ekvivalentnom pojednostavljenom shemom
prikazana je na a) slici. Cy; 1 Rgq; ozna¢uju kapacitet i otpor polarizacijskog efekta na elektrodi i oni se mogu
prikazati kao paralelni spoj kondenzatora i otpora Cgp, Rpp. Zs je oznaka za impedanciju mjerene otopine.
Na b) slici su prikazani izmjereni kapacitet i vodljivost za pozadinu koncentracije soli 0.03 mM i 10 mM.
Veli¢ine obojano crveno oznacavaju vodljivost, a veli¢ine obojane plavo kapacitet. Crna crta predstavlja
pravac proporcionalan sa o< 1/w?.

Stoga prilikom mjerenja admitancije mi izmjerimo admitanciju nase otopine uveéanu za admi-
tanciju efekta polarizacije elektroda, vidi sliku 8:

1
w2R2CEp
R = R+ Rpp + Rsw*R*C?, (52)

C=Ci+ (51)

gdje su Cs i Rs kapacitet i otpor otopine, a Cgp i Rgp kapacitet i otpor efekta polarizacije
elektrodi[19]. Iz izraza (51) i (52) se moze iS¢itati a sa slike 8 b) se vidi da je utjecaj polarizacije
elektroda veéi na nizim frekvencijama, te da raste s koncentracijom protuiona u otopini. Upravo
zbog toga kod mjerenja na visokim koncentracijama i niskim frekvencijama nam je doprinos
polarizacije elektroda veéi od doprinosa LF moda polielektrolitske otopine. Za koncentracije vece
od ¢ga = 1.25 mg/mL nismo uspjeli na zadovoljajuéi na¢in odrediti parametre prilagodne krivulje
upravo zbog efekta polarizacije elektrodi. Zbog toga dielektriéni odgovor analiziramo samo do
spomenute koncentracije HA, a podatke elektricne vodljivosti analiziramo sve do koncentracije
cga = 6 mg/mL. Na rezultate mjerenja na frekvenciji vecoj od 10 M Hz utjefe rezonancija
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naseg mjernog postava. ZavrSni utjecaj na netocnost ima neodredenost prilagodbe CC funkcije
na eksperimentalne podatke. Da zaklju¢imo, u mjerenju nam se javlja viSe izvora netoc¢nosti.
Neke od njih, kao utjecaj vjestine pripravljanja otopine se s iskustvom mogu potpuno ukloniti,
neke kao nehomogenost uzrokovana pipetiranjem se mogu samo ublaZziti sa stjecanjem iskustva,
dok to nije moguée za utjecanje temperaturne stabilnosti i polarizacije elektrodal!”. Stoga smo
viSegodis$njim radom i iskustvom dosli do maksimalne ocjene neto¢nost kako je prikazana u tablici I.

neto¢nost L1 p ‘netoénost Aepp/(c- L3 y) ‘netoénost LHF‘netoénost Aegr/(c- L%p)
20% za cga > 0.2mg/mL 10%-15% 30% 30%-40%
30% za cga < 0.2mg/mL

Tablica I: Ocjene netoc¢nosti izra¢unatih veli¢ina u odnosu na koncentraciju polielektrolita.

5. Mjerenja elektricne vodljivosti

Ve¢ smo rekli da mjerimo kapacitet i vodljivost polielektrolitske otopine u rasponu frekvencija od
100 Hz < v <110 M H~z. Kod odredivanja dielektri¢ne funkcije koristimo sve te izmjerene podatke.
Medutim kod analize vodljivosti polielektrolitske otopine koristimo samo podatak vodljivosti izm-
jeren na v = 100 kHz. Sa slike 8 b) moZemo vidjeti razlog zasto je odabrana upravo ta frekvencija
za oCitanje podatka elektri¢ne vodljivosti. Za odredenu koncentraciju otopine oko te frekvencije
je vodljivost konstantna. Na toj frekvenciji su najmanji efekti polarizacije elektroda i rezonantne
frekvencije mjernog postava te smatramo da vodljivost izmjerena u tom podrucju najbolje odgovara
vodljivosti otopine.

17 Getverokontaktnim mjerenjem je mogucée umanjiti utjecaj polarizacije elektroda na izmjerene rezultate. Nazalost
mi nemamo mogucnost takvog mjerenja.
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IV. OBRADA IZMJERENIH VELICINA

A. Od izmjerenih veli¢ina do kompleksne dielektriéne funkcije

Tehniku kojom se sluzimo nazivamo niskofrekventnom dielektricnom spektroskopijom. Sada
¢emo pokazat kako od izmjerenih veli¢ina vodljivosti i kapaciteta rac¢unamo dielektri¢nu funkciju
polimera. Veza se moze pokazati pomo¢u Maxwellowe jednadzbe

V x H(t) = ooE(t) + 9D(t) (53)

gdje je H (t) vektor magnetskog polja, og je specificna vodljivost slobodnih nosilaca naboja,
E(t) = Eyet je vektor vanjskog elektri¢nog polja kojim pobudujemo uzorak a ﬁ(t) = Dyett
je vektor dielektri¢nog pomaka polielektrolitske otopine za kojeg smo pretpostavili da je u fazi s
pobudom E(t), tj. da je odgovor polielektrolitske otopine na pobudu trenutan. Izraz (53) mozemo
napisati u prostoru frekvencija na nadcin

/V x H(t)dt = /Uoﬁ(t)dt—i-/agit)dt

o oo aﬁ iwt
V x /Hoewtdt = Go/Eoewtdt-l-/;:dt

. oD, I I
V x H(w) = ogE(w) +/ 87750 +iwDy | e“tdt
V x Hw) = ooE(w) +iw/Doemdt

V x Hw) = o0E(w) + iwD(w)
V x Hw) = [00(w) + iweoe(w)] E(w)
(54)

gdje smo u zadnjoj jednakosti iskoristili vezu dielektri¢nog pomaka i elektri¢nog polja u frekvent-
nom prostoru D(w) = gpe(w)E(w). Buduéi da vrijedi Ampérov i Ohmov zakon za ukupnu struju

Fubupno(@) = V x H(w)

jukupno(w) = U(w)ﬁ(w)
(55)

te usporedbom izraza (54) i izraza (55) dolazimo do trazenog izraza koji povezuje specificnu
vodljivosti i dielektri¢nu funkciju u prostoru frekvencija

o(w) = op(w) + iwepe(w) (56)

Prilikom mjerenja mi izmjerimo vodljivost uzorka (Na-HA) i parazitske doprinose

Oeap(Ww) = op(w) + 0p(w) + iwepeerp(w) (57)
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gdje je o}, doprinos specifiénoj vodljivost parazitskih otpora mjernog postaval®. Kada je paraz-
itski otpor naSeg mjernog postava manji od ostalih vrijednosti u izrazu (57) pretpostavka da on
linearno ulazi u izraz (57) je opravdana. Da bi odredili doprinos molekule Na — HA dielektri¢noj
funkciji moramo izmjeriti specificnu vodljivost polielektrolitske otopine bez molekule HA. Tu
vodljivost zovemo vodljivost pozadine

Tpo(w) = 0p(W) + Topo(w) + iweoEpo(w) (58)

Dielektri¢nu funkciju polielektrolitske otopine e¢4p(w) mozemo razumjeti kao struju polarizacije
proucavanog sistema, molekule Na — HA, de(w) uveéanu za ostale doprinos kojima su rezonantne
frekvencije iznad nama eksperimentalno uocljivih!®, pogledati sliku 9

Eeap(w) = be(w) + enr (59)

gdje smo sa de(w) obiljezili sistem koji proucavamo. Poanta izraza (59) je vizualizirana na slici
9. Oduzimanjem izraza (58) od izraza (57) uz uvrStavanje izraza (59) u izraz (57) dobijemo

[Tep(w) = Tpo(W)] = [00(w) = T0po(w)] = iweo[de(w) + emr — Epo] (60)

Vodljivost pozadine o, je dobivena mjerenjem vodljivosti vodene otopine NaCl. Vodljivost poza-
dine ima dvije komponente: jedna je vodljivost iona Na™ i Cl™ o¢p,, a druga proizlazi iz ostalih
doprinosa kojima su rezonantne frekvencije iznad nama eksperimentalno uocljivih. Ta druga kom-
ponenta dielektriéne funkcije je upravo jednaka komponenti dielektri¢ne funkcije polielektrolitske
otopine kojoj su frekvencije iznad nama eksperimentalno uocljivih, tj. egr = €p,. To je prikazano
i na slici 9. S dobrim odabirom koncentracije pozadine moze se posti¢i ogpo(w) = op(w). Uz tu
jednakost i maloprije iznesenu ¢injenicu o jednakosti ey = €, izraz 60 glasi

[Oeap(w) = Opo(w)] = iweg[de(w)] (61)

Posto mi ne mjerimo oezp(w) i 0po(w) ostalo nam je jos te veli¢ine izraziti preko direktno mjerenih
veli¢ina Gegp(w), Cezp(w), Gpo(w) 1 Cpo(w). Kompleksna specificna vodljivost o je definirana kao
produkt konstante komore i admitancije

l
Peap(@) = SVeap(®)
l
Op0(e) = S¥polw)
(62)
a admitanciju Y (w) ¢ine nama direktno mjerljive veli¢ine G(w) i C(w) na nacin
Yeup(w) = Geap(w) + iwCeqp(w)
Ypo(w) = Gpo(w) + iwCpo(w)
(63)

8 Najvedi dio tog doprinosa je uzrokovan efektom polarizacije elektroda koji je objasnjen u poglavlju III1 C 4.
19 Gornja granica nama eksperimentalno uoéljive frekvencije je 110 M H z.
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tekuci
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Slika 9: Puna crta prikazuje vrijednost realnog dijela dielektri¢ne funkcije uzorka e.s,. Tockasta crta
prikazuje vrijednost dielektri¢ne konstante vakuuma, tj. vrijednost 1. Vrijednost dielektri¢ne funkcije is-
traZivanog uzorka de(w) i vrijednost dielektri¢ne funkcije za frekvencije vece od eksperimentalno uocljivih
ey su obiljezene na slici.

Oduzimanjem specificne vodljivosti pozadine od specificne vodljivosti polielektrolitske otopina
na nacin da je uvrsten izraza za admitancije (63) u izraz za kompleksnu specificnu vodljivost (62)
dobivamo

S [Geapl) — Gpolw)] + i

0 [Ceap(t) = Cpolw)] (64

Teap(w) = Opo(w) =

Usporedba izraza (64) s izrazom (61) te izjedna¢avanjem realnih i imaginarnih dijelova dobivamo:

oy b Cerp(w) = Cpo(w)
de'(w) = 5 -

" _ i . Gefﬂp(w) — G;DO(W)
de'(w) = 5 o

(65)

gdje smo kompleksnu dielektri¢nu funkciju zapisali na nac¢in de = d&’ — d&” gdje je d¢’ realni dio
a 6¢” imaginarni dio dielektri¢ne funkcije.

B. Prilagodba krivulje na jedan relaksacijski proces

Da bi se protuioni pod utjecajem izmjeni¢nog elektri¢nog polja jako udaljili od poliiona potrebna
je velika energija. Buduéi da koristimo male amplitude pobude uzorka EO, tj. unosimo male energije
u uzorak, protuioni se nalaze u neposrednoj blizini poliiona te titraju na maloj udaljenosti oko osi
poliiona. Drugim rijeCima protuioni su vezani za poliion, te oscilacijom oko poliiona uzrokuju
polarizaciju P(w) = epoZ(w). Z(w) je vektor pomaka protuiona iz ravnoteznog poloZzaja a po
je gustoca protuiona. Upravo ta polarizacija titranja protuiona oko poliiona je uzrok dielektri¢ne
funkcije poliiona de(w). Protuione opisujemo jednadzbom gusenog, tjeranog harmonijskog oscilatora
¢ije gusenje dolazi od sudara protuiona sa molekulama vode
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m*i + i + kx = eFoe™? (66)

gdje je m* efektivna masa, v = m*/7 je konstanta guSenja, 7 je vremenska konstanta guSenja
a k je konstanta elasticnosti koja opisuje vezu protuiona Nat u vodenoj otopini na polimera.
Uvritavanjem stacionarnog rjesenja?’ #(w) = zp(w)e! u izraz (66) u svrhu odredivanja koeficijent
Zo(w) dobivamo

N CEO 1 it
= . 67
w) m* (Wi —w?) + i ¢ (67)

gdje je wi = k/m*. Uvrtavanjem veza elektri¢nog polja, dielektri¢nog pomaka i polarizacije
D(w) = e0E(w) + P(w) u vezu elektri¢nog polja i dielektri¢nog pomaka e(w) — 1 = % dobivamo
0

vezu polarizacije i elektri¢nog polja

P(w) epoZ(w)

ElwW) — pr = fry =
1 68
0E(w)  eoE(w)
Uvrstavanjem izraza (67) u izraz (68) dobivamo
1— e*py 1 _ &py 1 (69
TN T om (W —w?) +i2  gom*w? 2 : )
0 0 Foemeg (1) vy
wo WOT

Konstanta guSenja naseg eksperimentalnog sustava je velika te zbog toga vrijedi w < wg. Ta
¢injenica uz pokrate

2
A= Cm0
gom*wj
1
O = —5—
0 =
(70)
nam omogucava da izraz (69) moZzemo zapisati u obliku Debyeve funkcije
Ry — (71)
e—1=Ae——
1+ ino

Medutim zbog nereda u sistemu dolazi do Sirenja relaksacijskih procesa oko srednje vrijednosti.
Da bi u izrazu za prilagodbu mogli ukljuciti parametar distribucije karakteristi¢nog vremena oko
srednjeg karakteristicnog vremena 7y moramo poop¢iti Debyevu funkciju, izraz (71)

1
NN S— 2
%8 = A Fiwm)i-a 72)

20 Homogeno rjesenje jednadzbe (66) ne razmatramo posto je ono prijelazno i eksponencijalno trne u vremenu a mi
smo kod mjerenja koristili Agilent postavku BW=5, koja znaci mjerenje nakon §to pobuda veé¢ dugo traje.
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Znadi izraz koji prilagodujemo na jedan relaksacijski proces je izraz (72). On je poopcena

Debyeva funkcija koju nazivamo Cole-Cole funkcija (skraceno CC funkcija). CC funkcija ima tri
parametra koja mi odredujemo tako da napravimo najbolju prilagodbu na izmjerene vrijednosti.
To su jadina relaksacijskog procesa Ae, srednje vrijeme relaksacije 7 1 girenje relaksacijskog procesa

oko srednjeg vremena relaksacije (1 — ).

C. Prilagodba krivulje na izmjerene veli¢ine

U poglavlju IV A smo rekli, a u izrazu (65) smo to uvazili, da od izmjerenih veli¢ina polielektrolita
oduzimamo izmjerene veli¢ine pozadine u cilju odredivanja doprinosa samo molekule HA. Medutim
to nije moguée napraviti sa savrSenom tocnoséu, tj. nije moguée napraviti uzorak i pozadinu sa
savrseno istim koncentracijama, veé¢ se one razlikuju u nekoj decimali koncentracije. Ta razlika u
koncentraciji se kod prilagodbe ocituje u neuklonjenim iznosima vodljivosti G, na niskim frekven-
cijama, prikazano na slici 10 a), i kapaciteta C,, na visokim frekvencijama, prikazano na slici 10

b).

10 = T T T T '”;‘" T i T T T T T T
a
gL a) g ]
a
@ g
=5 L g 4
= 6 10 |
T4 7 ] %
g Gkor ©
o Lt 1
Cy,=0.1 mg/mL
1 -
| d fl il d ol
100 e T . e
=
% 10 £
o
o;
1 \‘0
2
Q
1 -
FIRERTIT BARERETTTT MANERUTTIT M AWETITT M SR RTTTT M SR TTITT M 01 il d d | d ol
10t 102 103 10* 10° 10 107 10% 100 10* 103 10* 105 105 107 10®
v(Hz)

v(Hz)

Slika 10: Frekventna ovisnost izmjerenih veli¢ina vodljivosti i kapaciteta nakon oduzimanja izmjerenih
veli¢ina pozadine od izmjerenih veli¢ina polielektrolitske otopine nalazi se na slikama a) i b). Na slikama
a) 1 b) su oznaceni neuklonjeni dijelovi mjernih veli¢ina Gy i Ckor. Prikaz c) i d) je frekventna ovisnost
kompleksne dielektri¢ne funkcije €iji su izmjereni podatci obradeni na nacin izraza (73).

Te neuklonjene vrijednosti, o¢itane sa slika 10 a) i b), unosimo u na$ model. Neuklonjeni doprinos
dielektri¢noj funkciji C,r unosimo u model kao parametar oblika b = é% a neuklonjeni dio G

unosimo u tom obliku u model. Uz te korekcije vezu izmjerenih veli¢ina i kompleksne dielektri¢ne

funkcije (65) zapisujemo u obliku
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/ _ L Ceap(w) — Cpo(w) I Ceap(w) — Cpo(w)
o' (w) = 5 - — 5 - b
e (W) = I ) Geap(w) — Gpo(w) - i [Geap(w) — Gpo(w)] — Gror
S w-eg S w- €

(73)

Nakon $to podatke mjerenja obradimo na na¢in napisan u izrazu (73), za cg4 = 0.1 mg/mL su ti
podatci prikazani na slici 10 ¢) i d), oni nam nedvosmisleno pokazuju da uzorak u mjerenom intervalu
frekvencija sadrzi dva relaksacijska procesa. Zbog toga na te izmjerene podatke prilagodujemo zbroj
dviju CC funkcija. Onu CC funkciju koju prilagodujemo na relaksacijski proces na nizoj frekvenciji
nazivamo niskofrekventni mod a parametre koji opisuju taj mod obiljezavamo indeksom LF. Onu CC
funkciju koju prilagodujemo na relaksacijski proces na visoj frekvenciji nazivamo visokofrekventni
mod a parametre koji opisuju taj mod obiljezavamo indeksom HF. Oblik prilagodnih funkcija koje
prilagodujemo izmjerenim podatcima eksperimenta su dane izrazom (74) a parametri prilagodbe
su slijedeéi: Ae’;‘LF, TOLF, 1-— arLFE, AFEHF, TOHF, 1-— (6% 29288 b, Gkor

Aerp Aepgp o Cezp(w) — Cpo(w)
fre (1 + (iWTOLF)lo‘LF> e (1 + (iWTOHF)lo‘HF> = S €0
Im ' Aerr L Im ' Aepgr _ i ) [Geap(w) — Gpo(w)] — Gror
1+ (ZCUTULF)l_O‘LF 1+ (ZLUTQHF)l_O‘HF S w-€p
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V. ANALIZA REZULTATA MJERENJA I DISKUSIJA
A. Prikaz analize podataka dielektri¢nog odgovora

Na slici 10 ¢) i d) su pokazani izmjereni podaci obradeni po uzoru na izraz (73). Na tako
obradene podatke prilagodujemo funkcije na na¢in naznacen izrazom (74). Na slici 11 a) i b)
je prikaz tako prilagodenih funkcija na obradene podatke slike 10 ¢) i d). Na slici 11 ¢) i d) je
zbirni prikaz prilagodnih funkcija na obradene podatke tri uzorka koncentracija: cga = 1 mg/mL,
cga = 0.1 mg/mL, cga = 0.0125 mg/mL.

F T T T T T T T T T T T T
[ a) C) #%, ,,=0.0125 mg/mL
¥ % A
(& % A
10 £ AN 10 |
\1:\:‘»
\% :{\ ttu
N
¥
1E X 1k
F cy,=0.1 mg/mL 1%
E Cya=1 mg/mL
25°C
d d | | d d ol | d
100 F Bk LA B B B B | T 100 T T T o Trremy SN
b) %‘x d) m\\
A . %
N\
10F N 10 | P
N F N cup=0.1 mg/mL % Y ‘
@ [ \ % A . N
b ‘E'v‘:‘ o h
5 . 4
1F Q't \\ %
F AN 1E €,,=0.0125 mg/mL %
E 250C S “ \\
' 25°C SO\
L L L L L L . ! ! ! ! ! L ||
10" 10> 10° 10* 105 10° 107 108 100 102 103 10* 105 106 107 108

v(Hz) v(Hz)

Slika 11: Prilagodene kompleksne dielektri¢ne funkcije na nacin izraza (74) su prikazane sivom crtom, dok su
pojedini prilagodeni modovi relaksacije prikazani isprekidanom crtom. Podatci na koje je vrSena prilagodba
su prikazani kvadrati¢ima. Prikazana je i prilagodba vrsena na izmjerenim podatcima uzoraka koncentracija
cua =1mg/mL, cga =0.1 mg/mL, cga = 0.0125 mg/mL.

Idemo probati shvatiti $to se dogada u nasem sistemu. Iako su protuioni polielektrolita pod-
vrgnuti i tjeranim i guSenim procesima njihovo gibanje u otopini je odredeno zakonima difuzije.
Protuioni tjerani vanjskim elektri¢nim poljem prevaljuju udaljenost L koja je povezana s karak-
teristi¢nim vremenom 7y Einstein-Smoluchowski jednadzbom. Prisjetimo se jos jednom Einstein-
Smoluchowski jednadzbe:

L x /1D (75)

gdje je D = 1.33 - 1072 m?/s konstante difuzije protuiona koju smo aproksimirali konstantom
difuzije iona u ionskoj otopini zbog razloga iznesenog u poglavlju II F 1. Zanimljivost naSeg eksper-
imentalnog postava je da nam konstanta proporcionalnosti Einstein-Smoluchowski jednadzbe (75)
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Slika 12: KruZi¢i predstavljaju vrijednosti parametara prilagodbe LF moda, dok kvadrati¢i predstavljaju
vrijednosti parametara prilagodbe HF moda za raspon koncentracija 0.01 mg/mL — 1.25 mg/mL vodenih
otopina hijaluronske kiseline. Redom od gore prema dolje slike prikazuje parametre: dielektri¢na jakost
relaksacijskog procesa(Ac), Sirina relaksacijskog procesa (1 — «) i relaksacijsko vrijeme (79).

iznosi reda veli¢ine 1 [20], §to je provjereno na vise eksperimenata, od kojih su neki objavljeni u [21].
Iz podataka prilagodbe na eksperimentalno izmjerene podatke mozemo odrediti karakteristi¢na vri-
jeme. Tada pomocu jednadzbe (75) moZemo odrediti karakteristicnu udaljenost. Zato pogledajmo
podatke prilagodbe krivulja na eksperimentalno izmjerene podatke. Na slici 12 graficki su prikazani
parametri prilagodbe oba moda relaksacije. U tablici II dani su ti isti podatci samo broj¢ano i do-
dane su brojc¢ane vrijednosti karakteristi¢ne duljine. Jakost relaksacijskog procesa LF moda nalazi
se u intervalu Aeyp = 20— 150, dok se jakost HF moda nalazi u intervalu Aegp = 5.5—2.3. Sa slike
12 i iz tablice II mogu se is¢itati jos i slijedeé¢i podatci: relaksacijsko vrijeme LF moda nalazi se u in-
tervalu 5 —500 us dok se relaksacijsko vrijeme HF moda nalazi u intervalu 10 — 1000 ns. Sada ¢emo
iz relaksacijskih vremena dobivenih prilagodbom na izmjerene podatke izracunati karakteristi¢ne
udaljenosti.



CHA

AELF

ToLF(ps)

l1—arp

Lpr(nm)

AeHF

TorF(ns)

1-— agrp LHF(nm)

1,2500
1,0000
0,8000
0,6300
0,5000
0,4000
0,3200
0,2500
0,2000
0,1600
0,1250
0,1000
0,0800
0,0630
0,0500
0,0400
0,0320
0,0250
0,0200
0,0160
0,0125
0,0100

17 £ 10
30 £ 12
36 £ 12
24 £ 10
31 £ 10
44 £+ 10
44 + 12
47 £ 12
45 £ 15
61 £ 15
52 + 15
68 + 23
87 £ 25
75 £ 25
85 £ 30
110 = 30
130 &+ 45
139 + 50
110 + 50
110 + 50
148 £ 50
85 £ 50

4+1
9+£5
13+6
8 +4
12 £ 6
22+ 7
25£9
35 + 12
31 +
o7 £
42 +
64 + 22
102 £ 35
99 £+ 35
143 + 40
230 £ 70
310 £ 80
450 + 150
350 £ 150
350 £ 150
650 £ 250
440 £+ 250

0,61 + 0,05
0,63 + 0,05
0,64 + 0,05
0,65 + 0,05
0,67 £ 0,05
0,69 + 0,05
0,68 + 0,05
0,69 + 0,05
0,72 + 0,05
0,70 + 0,05
0,76 + 0,05
0,75 + 0,05
0,77 + 0,05
0,80 + 0,05
0,78 + 0,05
0,74 + 0,05
0,77 + 0,05
0,72 + 0,05
0,77 + 0,05
0,77 + 0,05
0,76 + 0,05
0,74 + 0,05

69 + 21
109 £ 33
131 £ 39
103 £ 31
126 £ 38
171 £ 51
182 £ 55
216 + 65
203 + 61
275 £ 83
236 £ 71
292 £+ 88
368 + 110
363 + 109
436 + 131
553 £ 166
642 £ 193
774 £ 232
682 £ 205
682 £ 205
930 £ 330
765 £+ 344

55 4 2,0
55 & 2,0
53 4 2,0
57 4 2,0
55 & 2,0
5,6 + 2,0
51 4 2,0
45+ 15
50 + 1,5
48 £ 1,5
48 £ 1,5
48 £ 1,5
45+ 1,5
50 + 1,5
45+ 1,5
324+ 1,5
35+ 1,5
3,0 + 1,0
34+ 1,0
34+ 10
2,6 £ 1,0
2,3 + 1,0

13£5
18 £ 6
20£ 7
25 £ 8
339
43 £ 10
44 £ 15
80 £ 20
82 + 20
92 + 20
130 £ 30
150 £ 40
198 £ 50
250 £+ 60
312 £ 70
300 £ 70
420 £ 100
600 £ 150
700 £+ 150
800 £ 200
800 £ 300
920 £ 500

0,80 %+ 0,05
0,80 %+ 0,05
0,76 + 0,05
0,76 + 0,05
0,78 + 0,05
0,77 + 0,05
0,80 %+ 0,05
0,85 + 0,05
0,82 + 0,05
0,84 + 0,05
0,82 + 0,05
0,80 %+ 0,05
0,82 + 0,05
0,80 + 0,05
0,81 + 0,05
0,90 + 0,05
0,85 + 0,05
0,84 + 0,05
0,85 + 0,05
0,82 + 0,05
0,90 + 0,05
0,90 + 0,05

4,1 £ 0,6
4,9 £ 0,7
51 40,9
58 + 0,9
6,6 = 1,0
76 + 1,1
76 + 1,1
10 £ 1,5
10 £ 1,6
11+ 1,7
13 £ 2,0
14+ 21
16 + 2.4
18 + 2.7
20 + 3,0
20 + 3,0
24 + 35
28 + 4.2
30 + 4,6
33 + 4,9
33 + 6,5
35 4+ 10
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Tablica II: Parametri prilagodbe niskofrekventnog i visokofrekventnog relaksacijskog procesa su dani u tablici
za sve izmjerene koncentracije uzoraka. U tablici se jo§ nalaze i karakteristicne udaljenosti relaksacijskih

procesa.
100 E—'”;) ) T lz_m‘.b) - - _
_ 5% ;
Ll :, _ﬁﬁﬁ%%ﬁ%ﬁﬂ

0.01

0.1

cya(mg/mL)

0.01

0.1

1

Cpa(mg/mL)

Slika 13: Prikaz karakteristi¢ne udaljenosti, izra¢unate izrazom (75), visokofrekventnog procesa relaksacije
u ovisnosti o koncentraciji HA je prikazan na slici a). Punom crtom je prikazana prilagodba po zakonu
potencije na izra¢unate podatke. Na slici b) je prikazana (ne)ovisnost broja sudionika visokofrekventnog
relaksacijskog procesa o koncentraciji HA.

Na slici 13 a) su graficki prikazani podatci karakteristiéne udaljenosti u ovisnosti o koncen-

traciji za HF proces relaksacije. Karakteristicne udaljenosti HF moda relaksacije su u rasponu

4 nm — 40 nm a pokazuju ovisnost o koncentraciji HA po zakonu potencije Lyp o cﬁ?fSiO'OQ.
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Karakteristicnu udaljenost Lypr povezujemo s korelacijskom duzinom & o kojoj smo govorili u
poglavlju ITE3. To zna¢ da nam HF mod mjeri udaljenost omedenu medusobno isprepletenim
poliionima [21]. Prikaz na slici 13 b) je broj protuiona sudionika HF relaksacijskog procesa u ovis-
nosti o koncentraciji HA. Dielektri¢na jakost H F' relaksacijskog procesa je Aegp < fur-cyr-agp,
gdje fgr predstavlja broj sudionika HF' relaksacijskog procesa, a app je polarizibilnost koja je
proporcionalna kvadratu dimenzije induciranog dipola, tj. app o €? - L% /(coksT). Stoga smo
pokazali da veli¢ina Aeyp/(cpa- L3 ) koja je prikazana na slici 13 b) pokazuje broj sudionika H F
relaksacijskog procesa. Broj protuiona koji sudjeluju u HF' relaksacijskom procesu je neovisan o
koncentraciji.

1000

L, (nm)

100 ¢

L 0.50£0.02
LF ™ CHa

0.001 b L R .

paal P PRI, | - PR | " -
001 01 1 0.01 0.1/ . 1
Cyya (mg/mL) Cys(mg/mL)

Slika 14: Simbolima na slici a) je prikazana karakteristi¢na udaljenost LF procesa relaksacije. Crta oznacava
prilagodbu na podatke po zakonu potencije. Prikaz na b) slici je broj protuiona sudionika LF relaksacijskog
procesa u odnosu na koncentraciju HA. Na broj protuiona sudionika LF relaksacijskog procesa je napravljena
prilagodba po zakonu potencije.

Radi potpunosti iznosimo i podatke za LF' proces iako nam njegovi parametri nisu bitni za
analizu specificne vodljivosti poliiona. Primijetimo da su karakteristi¢ne udaljenosti povezane s LF
procesom relaksacije u rasponu od 70 nm — 800 nm te pokazuju ovisnost o koncentraciji HA po

zakonu potencije Lpp x 0;1(345%0‘02. Ta ovisnost ukazuje da Ly slijedi renormaliziranu Debyevu

L c;{ff [10]. Broj protuiona koji sudjeluju u LF relaksacijskom procesu nije

stalan te ovisi o koncentraciji HA po zakonu potencije Aepp/(cga - L%F) o 0;1&3&0'02. Moguce
objasnjenje pada broja sudionika LF' relaksacijskog procesa s povecanjem koncentracije HA je
slijedece. Naime povecanjem koncentracije monomera povecava se koncentracija protuiona pa se
samim time povec¢ava 1 zasjenjenje. Povetano zasjenjenje uzrokuje smanjenje efektivne gustoce

naboja poliiona a to povla¢i smanjenje udjela sudionika relaksacijskog procesa.

duljinu zasjenjenja K~

B. Prikaz analize podataka elektri¢ne vodljivosti

Realnu komponentu specifi¢ne vodljivosti o ra¢unamo iz direktno mjerene vodljivosti G pomocu
relacije

U:é-G (76)

Tako izracunatu specificnu vodljivost izmjerenu na frekvenciji pobude 100 kHz u ovisnosti o
molarnoj koncentraciji monomera smo prikazali na slici 15. Podsjetimo se jo§ jednom da je molarna
koncentracija monomera jednaka molarnoj koncentraciji protuiona.
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Slika 15: Prikaz specificne vodljivosti polielektrolitske otopine Na-HA izmjerene na frekvenciji pobude
100 kH z u ovisnosti o molarnoj koncentraciji monomera.

Buduéi da je cilj ovog diplomskog rada dobiti informaciju o elektri¢noj vodljivost poliiona
moramo se vratiti na formulu (31) koja glasi

o=cf(A1+Ap) (77)

gdje je ¢ molarna koncentracija monomera.

1. Molarna vodljivost politona uz pretpostavku f =1

Dijeleé¢i desnu i lijevu strane jednadzbe (77) s ¢f dobivamo

o/(cf) =M+ A, (78)

Posto mi u eksperimentu mjerimo o-u, a ¢ biramo kod pripravka otopine mi mozemo jednadZzbu
(78) graficki rijesiti. Zbroj molarnih vodljivosti protuiona i poliiona u funkciji molarne koncentracije
monomera se moze vidjeti na slici 16 a). Na istoj toj slici je isprekidanom crtom naznacena i
molarna vodljivost protuiona Nat koja iznosi A(Na™) = 50Sem?/mol [2]. Slika 16 b) je nastala
oduzimanjem molarne vodljivosti protuiona od zbroja molarnih vodljivosti protuiona i poliiona, tj.
ta slika prikazuje vodljivost poliiona A, = o/(c1f) — A1.

Crna na slici 16 predstavlja prilagodbu po zakonu potencije na podatke molarne vodljivosti
poliiona. Molarna vodljivost poliiona blago opada sa molarnom koncentracijom monomera po
zakonu A, o< ¢ 91, Kao uzrok blagog pada isklju¢ujemo sistematsku pogresku.

2. Molarna vodljivost poliiona uz pretpostavku f = f(c)

Mozda je uzrok blagog pada molarne vodljivosti koncentracijska ovisnost konstante difuzije. Da
bi vidjeli je i to uzrok blagog pada ekvivalente vodljivosti prisjetimo se izraza (47)



35

150 T T T 70 T T T
60 r
1251 @) -
50
- 100k . I _ 40}
] ) el
£ L KR £ 30 |
E o
| S
g A= A(Na) <
B 25 <20
0 - _
25 25°C v=100kHz | 25°C
PR | Lol ol PR 10 PRI | i 1 P
0.01 0.1 1 10 0.01 0.1 1 10
¢(mM) c¢(mM)

Slika 16: Slika a) prikazuje molarnu vodljivost protuiona i poliiona, dok slika b) prikazuje molarnu vodljivost
poliiona. Naslici b) crta predstavlja prilagodbu po zakonu potencije na podatke molarne vodljivosti poliiona.

_ kT e

P (79)

D

Bududéi smo u eksperimentu odredili ovisnost korelacijske duljine o koncentraciji monomera kao
¢ o ¢~ Y2 proizlazi da je difuzijska konstanta neovisna o koncentraciji D o 1 /N. Neovisnost difuzi-
jske konstante o koncentraciji monomera se moze vidjeti kod vise autora [10, 22]. Buduéi je difuzijska
konstanta neovisna o koncentraciji mozda je uzrok blagog pada molarne vodljivosti koncentracijska
ovisnost efektivne gustoée naboja poliiona. Stoga ¢emo izra¢unati molarnu vodljivost poliiona uz
pretpostavku koncentracijske ovisnosti efektivne gustoée naboja poliiona. Koncentracijsku ovis-
nost efektivne gustoée naboja poliiona uvodimo preko broja slobodnih protuiona f(c). U tu svrhu
prisjetimo se izraza (40) iz poglavlja II F 2

fNe
A, =F! 2. D
P kBT (80)

Bududi je konstanta difuzije neovisna o koncentraciji molarnu vodljivost poliiona mozemo za-

pisati na slijedeé¢i nacin

A, = const - f (81)

Uvrstavanjem izraza (81) u izraz (77) dobijemo

o =cf(A1 + const - f) (82)

Taj izraz je kvadratna jednadzba oblika

const-f2+A1~f—%:0 (83)
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Bududi da na najmanjoj koncentraciji monomera o¢ekujemo najmanje zasjenjenje poliiona protu-
ionima jednadzbu (83) rjeSavamo uz uvjet da za najmanju koncentraciju polielektrolitske otopine su
svi protuioni slobodni, tj. fe—min = 1. Stoga u kvadratnu jednadzbu (83) uvrstimo uvjet fe—pmin = 1
te izra¢unamo vrijednost const i dobijemo const = 26.78. To znaci da je u polielektrolitskoj otopini
koncentracije monomera ¢ = 0.025 mM vodljivost poliiona jednaka A, = 26.78 Scm?/mol. S vri-
jednoséu ulazimo u kvadratnu jednadzbu te ju rijeSimo s obzirom na f zadrzavajuéi samo pozitivno
rjeSenje. Tako izraCunati f(c) je prikazan na slici 17 a), dok je molarna vodljivost poliiona, koja je
jednaka Ay (c) = const - f(c) prikazana na slici 17 b).
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Slika 17: Slika a) prikazuje koncentracijsku ovisnost broja slobodnih protuiona, dok slika b) prikazuje
molarnu vodljivost poliiona.

Na slici 17 a) se vidi smanjenje broja slobodnih protuiona u ovisnosti o koncentraciji monomera.
Uzrok smanjenja broja slobodnih protuiona je zasjenjenje poliiona. Naime poveéanjem koncentracije
monomera povecava se zasjenjenje poliiona protuionima. To zasjenjenje vrse protuioni. Zbog toga
se smanjuje udio slobodnih protuiona. Smanjenje udjela slobodnih protuiona povladi smanjenje
gustocée naboja poliiona jer su oni neutralizirani protuionima. A smanjenje gusto¢e naboja poliiona
povla¢i smanjenje molarne vodljivosti poliiona. Na slici 17 b) vidimo blago opadanje molarne
vodljivosti poliiona s pove¢anjem koncentracije poliiona. Pad molarne vodljivosti je mnogo manji
nego kod pretpostavke konstantnog broja protuiona i iznosi A, oc ¢ 903 Buduéi da smatramo da
uzrok tog blagog pada nije sistematska pogreska taj blagi pad predstavlja zanimljivu tendenciju.

Sada mozemo izraziti difuzijsku konstantu koristeéi izraz (80)

Ay kBT
~ F fNe

(84)

Iznos difuzijske konstante poliiona sa¢injenog od N = 4000 monomera u otopini monomerske
koncentracije ¢ = 1.3 mM je D = 20.4 - 10710 [ch/s]. Gdje smo koristili F' = 96485 As/mol,
f=1,T =25C1ikg = 1.38-10"2[J/K] . Zanimljivo je tu vrijednost difuzijske konstante
usporediti s difuzijskom konstantom dobivenom pomocu hidrodinamicke simulacije napravljene za
kratke Stapicaste molekule 23]

In(L./d)

D = kT
B T3mL,

(85)



37

gdje smo za promjer Na-HA uzeli d = 0.5 nm, za duljinu konture poliiona L. = N-b = 4000-1 nm
a za viskoznost vode na temperaturi 25°C' i = 8.9-10~#[Pas]. Tako izracunata vrijednost difuzijske
konstante iznosi D = 110 - 10710 [cm2 / 3]. Primijetimo da je ova vrijednost difuzijske konstante
pet puta veca od vrijednosti koju smo mi dobili iz eksperimentalnog podatka koristeéi standardni
izraz (84). Pretpostavljamo da je tomu uzrok ¢injenica da na$ uzorak nije kratki Stapi¢, kako
je pretpostavljeno u [23|, ve¢ dugacki lanac. Budué¢i da izraz (85) ne uzima u obzir zasjenjenje
poliiona navodimo i izraz za pokretljivost koji uzima u obzir zasjenjenje a dobiven je takoder
hidrodinamickom simulacijom drugih autora [24]

pp = €eNpip - [QZln(ﬁb)} (86)

gdje je po = (6mnd)~!, Debyeva duljina k= = 1/\/8nlgl, a Iy = ¢/2 = 1.3mM/2. Vrijed-
nost j, uvrstimo u izraz koji proizlazi iz izraza (39), te dobijemo vrijednost difuzijske konstante
D(c =13 mM) = 29.7-1071% [em?/s]. Tako dobivena difuzijska konstanta u iznenadujuce je
dobrom slaganju s difuzijskom konstantom dobivenom pomoc¢u standardnog izraza (84). Iako se
vrijednosti difuzijskih konstanti slazu iznenadujuce dobro, vodljivost u funkciji koncentracije koja
proizlazi iz teorijskog razmatranja ne podudara se s naSim izmjerenim podatcima. Na slici 18 su
izmjereni podatci molarne vodljivosti prikazani crnim a podatci dobiveni hidrodinamickom simu-
lacijom crvenim tockama [24].
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Slika 18: Izmjereni podatci su prikazani crnim toCkama a crvenim to¢kama su prikazani podatci dobiveni
hidrodinamic¢kom simulacijom.
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VI. ZAKLJUCAK

Pomoc¢u niskofrekventne dielektri¢ne spektroskopije (eng. Low Frequency Dielectric Spectroscopy
proucavali smo dielektri¢na i elektri¢na svojstva polurazrijedenih vodenih otopina natrijeve soli hi-
jaluronske kiseline (Na-HA). Elektri¢na svojstva smo proucavali mjerenjem istosmjerne vodljivosti
tih otopina na frekvenciji 100 kH z. Vodljivost polielektrolitske otopine ima dva doprinosa. To su
vodljivost protuiona koja se moze aproksimirati vodljivoséu iona u Cistoj otopini i vodljivost poli-
iona. Molarna vodljivost protuiona je neovisna o koncentraciji Na-HA i iznosi A; = 50 [Sem? /mol].
Odredena iz mjerenja molarna vodljivost poliiona iznosi A, ~ 30 [Sem?/mol] i neznatno opada s
koncentracijom Na-HA. Taj blagi pad vodljivosti s koncentracijom moze doéi ili od koncentracijske
ovisnost broja slobodnih protuiona (f) ili od koncentracijske ovisnosti korelacijske duljine (£) buduéi
je vodljivost poliiona dana izrazom A, o f&2%c. Da bi odredili uzrok tog pada odredili smo koncen-
tracijsku ovisnost korelacijske duljine (§) pomocu dielektri¢ne spektroskopije. Dielektri¢ni odgovor
u rasponu frekvencija 100 Hz — 110 M Hz otkriva dva moda relaksacije. Mod u kHz podrucju
nazivamo niskofrekventni mod (LF) relaksacije, a mod u M H z podru¢ju nazivamo visokofrekventni
(HF) mod relaksacije. Amplitude i karakteristi¢no vrijeme oba moda ovise o koncentraciji prouca-
vanog uzorka Na-HA. Karakteristi¢no vrijeme relaksacijskog procesa nam omogucava da izra¢unamo
karakteristi¢nu duljinu povezanu s tim procesom. Tu karakteristiénu duljinu pokuSavamo identifici-
rati kao jednu od fundamentalnih duljina polielektrolitske otopine predvidene teorijom. Karakter-
isti¢na duljina niskofrekventnog relaksacijskog procesa (Lpr) nalazi se u intervalu 70 — 800 nm te
ima koncentracijsku ovisnost Lpp 0;1(345%0‘02. Nju povezujemo sa teorijski predvidenom renor-
maliziranom Debyevom duljinom. Karakteristi¢na duljina visokofrekventnog relaksacijskog procesa
(Lgr) se nalazi u intervalu 4 — 40 nm te ima koncentracijsku ovisnost Lyp o 0;1?44&0‘02. Nju
povezujemo sa teorijski predvidenom de Gennesovom korelacijskom duljinom, za koju je teorijski
predvidena ovisnost o koncentraciji & < ¢9%°. Ona opisuje svojstvo grupe lanaca polielektrolitske
otopine. Kod dielektri¢nog odgovora osim analize dielektri¢ne funkcije bavili smo se i brojem su-
dionika relaksacijskog procesa. Za LF proces relaksacije dobili smo da broj sudionika relaksacijskog
procesa opada s rastom koncentracije Na-HA dok je broj protuiona sudionika HF relaksacijskog
procesa neovisan o koncentraciji Na-HA. Mogucée objasnjenje pada broja sudionika LF relaksaci-
jskog procesa je povec¢anje zasjenjenja s povecanjem koncentracije Na-HA.

Izmjerena koncentracijska ovisnost korelacijske duljine £ o 61}%50 znac¢i da je koncentracijska
ovisnost molarne vodljivosti poliiona dana izrazom A, o< f. Tako smo ustvrdili da je za izmjerenu
blagu ovisnost o koncentraciji odgovoran udio slobodnih protuiona, tj. smanjenje efektivne gustoce
naboja poliiona koje je uzrokovano poveéanjem zasjenjenja. Konacéno, potvrdili smo ¢injenice stan-
dardnih teorijskih modela koje predvidaju i vodljivost poliiona danu izrazom A, o< f§ 2¢ i neovisnost
vodljivosti poliiona o koncentraciji.
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