Cwiczenie 13Wyznaczanie tadunku koloidu metod elektroforezy swobodne;.

Ukfady koloidalne to mieszaniny fizycznie niejedodne skladace st z dwodch faz
(rozproszonej i rozpraszajej), w ktérychsrednica cgsteczek rozproszonych jesedz 1 — 200 nm
(10A — 2000A), a nawet dodm (czstki wicksze nk 500 nm wystpuja w zawiesinach). Koloidyas
bardzo powszechne w przyrodzie. Naledo nich m.in.: wszelkiego rodzaju zanieczyszczenia
znajdupce skt w wodzie, mleko (kropelki biatka i tluszczu w waelg masto (koloid wody w
tluszczu), roztwory bialek, galarety, dymy uwalrégpodczas spalania, mgly (zawiesina kropel wody
lub lodu w powietrzu), itp. Biac pod uwag rozpowszechnienie koloidéw w organizmie cztowieka,
mozna take stwierdzt, ze ,organizm ludzki rozpatrywany z punktu widzenigawmych jego
wiasciwosci jest roztworem koloidalnym o #aych stanach skupienia”. Do koloidow najédbowiem
réznego rodzaju substancje biatkowe, wiosy, paznokskéra, wizadta, itd. Rownig krew jest
ukltadem koloidalnym, bowiem mamy mnéstwo elementdarfotycznych (komorek) zawieszonych
w fazie ptynnej okréanej mianem osocza. Samo osocze krwi, ktore jesszania kilkunastu
rozpuszczonych biatek, jest rownimztworem koloidowym (zol).

Substancje drlace koloidami wykorzystywaneastez w farmacji. Przykladowo koloidalny
chlorek srebra czy koloidalny protargol (organickaynpleks srebra z biatkiem) nagfektywniejsze
wiasciwosci bakteriobdjcze oraz grzybobdjcze, a ponadto @ylamniej dziata niepazadanych nk
inne zwhzki zawierajce rozpuszczalne sole srebra. Wiele lekow dostayckajest do organizmu za
pomog inhalatoréw, a powszechnie stosowane w leczeniayaszy przewlektego zapalenia oskrzeli
- aerozole s przecie ukladami koloidalnymi. Kolejm grupe substancji koloidalnych
wykorzystywanych w farmacji stanoaviemulsje, zwizki wielkocasteczkowe czy polimery.
Naturalnie wysipujace makrocgsteczki pochodzenia $iinnego, takie jak skrobia czy celuloza s
stosowane jako substancje pomocnicze, a syntetymditaeery stosuje gijako powtoczki dla statych
postaci lekéw (w celu ochrony substancji leczniczépra mae by podatna na wplyw wilgoci
Z powietrza lub degradacpod wptywem kwasowych warunkaetadka).

Znanych jest wiele sposobow podzialu koloidéw, zegldu na stan skupienia obu
tworzacych je sktadnikow, uklady koloidalne zostaty padane w sposdb przedstawiony w tabeli 1.

Tabela 1. Podziat koloidéw wg Ostwalda.

faza faza rodzaj
, : przyktady
rozproszona rozpraszajaca koloidu
gaz gaz nie istniee | -
ciecz gaz aerozole ciekle mgta, leki w postaci 2&o
. leki w postaci aerozoli, pyt
ciato state gaz aerozole staje . !
mikrokrysztatow
gaz ciecz piana piana mydlana
ciecz ciecz emulsja mleko
cialo state ciecz zole koloidalne srebro w wodzie
gaz ciato state piany trwate pumeks
, . . mineraty z zaokludowanymi cieczami,
ciecz ciato state emulsja stata opale
ciato state ciato state zole stale szkio rubinowe




Najbardziej rozpowszechnioneg suktady koloidalne o ciektym $odku dyspersyjnym, zwane
roztworami koloidalnymi, liozolami lub zolami. Zdi osrodek dyspersyjny jest wad zwane §
hydrozolami, jeéeli alkoholem - alkozolami, jeli benzenem - benzenozolami itd.

Ze wzgkdu na powinowactwo fazy rozpraszagj do rozpraszanej, uktady koloidalne dziefirsa:
- liofilowe (hydrofilowe j€li faza rozpraszajca jest woda), w ktorych estki fazy rozproszonej
wykazup powinowactwo do fazy rozpraszegj, icza si¢ z casteczkami érodka dyspersyjnego w
procesie solwatacji i zostaprzez to utrwalone np.: biatkaglatyna, insulina), guma arabska. Gdy
czasteczki lioflowego zolu zwiza cah faz rozpraszajca, powstaje poOtsztywna, galaretowata masa

zwanazelem(czastki koloidalne stykaj sic lub facza si¢ ze soh w wielu punktach, twoet struktug

sieci przestrzennej, ktéra rozprzestrzeniaveicatej obgtosci substanciji uniemdiwiajac swobodne

przemieszczanie gtczasteczek fazy rozprasaag)).

- liofobowe (hydrofobowe jéli osrodkiem rozpraszagym jest woda), w ktorych ggtki fazy

rozproszonej nie otaczagic czastkami fazy rozpraszaggej, a czynnikiem stabilizagym jest tadunek

elektryczny zaadsorbowany na ich powierzchni

npydrbz

ole metali oraz ich siarczkow

i wodorotlenkéw. Rénice pome¢dzy koloidami liofilowymi a liofobowymi przedstawim w tabeli 2.

Z kolei Zsigmondy dokonat podziatu koloidow ohsejac pozostaté¢ po usuniciu csrodka

rozpraszajcego. W klasyfikacji tej wyriniamy koloidy odwracalngsucha pozostaié przechodzi

z powrotem do roztworu pod dziataniem fazy rozpaasej) oraz nieodwracalne(nie tworz

roztworu po zetkmiciu wysuszonej fazy rozproszonej Zradkiem rozpraszagym). Z reguly

odwracalnymi g wszystkie koloidy liofilowe, a nieodwracalnymi fabowe.

Tabela 2. Wiaciwosci koloidéw liofilowych i liofobowych.

Wihasciwosci

Koloidy liofobowe

Koloidy liofilowe

otrzymywanie

metodami dyspers;ji lub kondensi

OCji epmozpuszczanie

przewanie zespoty zwyktych

struktura czsteczek makrocasteczki
czastek
stezenia fazy rozproszonej na ogot nieznaczne zanimt duze
ruchy Browna Wysipuja wyraznie czsto bardzo niewytane
efekt Tyndalla wyrany niewyrany

barwa uktadu

asto zabarwione

najezciej bezbarwne

tadunek elektryczny

@ztki zawsze natadowane

tadunek nieznaczny lubljegio

lepkase

nieznaczna

Znaczna

tworzenie piany

nie twoszpiany

tatwo tworz piarg

wrazliwo$¢ na dziatanie

koagulup pod wplywem matych

mata wraliwos¢, pod wpltywem

elektrolitu stezen elektrolitu dwych stzen ulegaj wysalaniu
wrazliwos¢ na dziatanie | nieznaczna, wygpuje dopiero przy ) . )
srodkéw dehydratuicych duwzych stzeniach przy duych stzeniach znaczng

koagulacja nieodwracalna odwracalna

czynnik determinujcy
trwatos¢ koloidow

sity oddziatywania
elektrostatycznego (fadunek)

otoczka solwatacyjna




Otrzymywanie ukladéw_koloidalnych maze by prowadzone na #he sposoby, ktore

mozemy podziek na dwie grupy metodMetody dyspersyjn@olegaj na rozdrobnieniu estek
okreslonej fazy, @ do osagnigcia wielkdsci charakterystycznej dla koloidow. Stosuje wi tym celu
rozdrobnienie mechaniczne w szybkoobrotowych milind®loidalnych, rozpylanie w tuku
elektrycznym, dziatanie fal ultradickowych itp. Natomiastnetody kondensacyjrsprowadzaj si¢
do faczenia czstek w zespoty koloidalne. Moa to osigna¢ poprzez zmniejszenie rozpuszczamo
np.: powolne wlewanie do wody nasyconego roztwoanksw alkoholu daje hydrozol siarki, lub
przeprowadzap reakcg polimeryzacji.

Oczyszczanie koloiddwma na celu uwolnienie tych uktadéw od domieszedkteblitow.

Jedn, z metod oczyszczania koloidéw jedializa, polegajca na tym, 2 do naczynia z czystym
rozpuszczalnikiem wprowadzaeskol umieszczony w worku dializacyjnym wykonanymbiony

potprzepuszczalnej. Substancje o rozdrobnieniystezzkowym (elektrolity) przechoglzwobodnie
przez membran(btore) do zewnrtrznej cieczy i mog by¢ w ten sposéb usuie z koloidu, zwtaszcza
gdy ciecz zewetrzna lgdzie wymieniana w sposoObagty.

: o o : mermbrana
Poniewa czsteczki koloidow 8 znacznie wjksze nie (blona pétprzepuszezalna)

moga przenik& przez bitow i pozostay wewmtrz worka
dializacyjnego. Proces przechodzeniastzczek odbywa

sie do momentu wyréwnania ¢iich stzen po obu

stronach membrany. Aby wi dializa zachodzita

efektywnie — co pewien czas rozpuszczalnik zgwzny

powinien by wymieniany.
Dialize mazna tez prowadzé w polu elektrycznym dlektrodializg, gdzie jony mog by¢ usuwane
przez poiprzepuszczalne membrany jonowymienng itn nagdowa jest r&nica potencjatu
elektrycznego (przytmne napjcie). Oczyszczanie koloidow roae te przeprowadd stosujc

filtracj¢ w warunkach obabnego ainienia (ltrasqczene), gdzie stosuje @isaczki 0 odpowiednich

porach lub prowadz wymiarg jonowa z udziatem jonitéw.

Uktady koloidalne mog by¢ poddawane pewnym procesom, do ktérych natg:

- - koagulacja — skupianiegsczastek koloidalnych w wiksze agregaty widoczne gotym okiem, co
prowadzi do wyticanie s ich z roztworu. Koagulacja polega na zmniejszeigustopnia dyspersji
uktadow koloidalnych, a wt na hczeniu st czastek fazy rozproszonej w gksze zespoty w wyniku
obnizania tadunku elektrycznego powierzchni agiki koloidalnej (lub niszczenia otoczki
solwatacyjnej). Podczas koagulacji zole przechodz zele (usieciowane koloidy) lub osady.
Koagulacja mee by odwracalna i nieodwracalna. Odwracalna jest wosiczgly zel mazna

Z powrotem przeprowadziv zol (okreélamy to zjawisko mianem peptyzacji).

- - peptyzacja — zjawisko przechodzenia skoaguleganosadu ponownie w stan roztworu

koloidalnego. Peptyzacja polega na uscini z osadu zaadsorbowanych jonéw koagualgh (castki



koloidalne odzyskuj swoj pierwotny tadunek i ponownie zaczynaje odpych&) na skutek dodania
rozpuszczalnika lub elektrolitu, wsiisgbw mechanicznych (tiksotropia) lub podgrzania.

- - wysalanie — wywotanie koagulacji poprzez dzigana koloidy stzonymi roztworami soli
(mocnych elektrolitéw). Do wysalania koloidow segdlnie dobrze nadgjsig sole o jonach
ulegapcych silnej hydratacji, tatwo rozpuszczalne i ozezej wartéciowasci, np. MgSQ, ale take
(NH),SO, i NaSO,. Zdolnas¢ wysalajca zaley od charakteru zarowno kationu jak i anionu a¢ak
od ich promieni jonowych

- - denaturacja biatka — zmiana strukturgsteczkowej biatka, przy ktorej trwale zmienigje jego
wiasciwosci  biologiczne, chemiczne i fizyczne. Zachodzi opad wptywem podwiszonej
temperatury, kwasow, zasad, metalkzkich czy promieniowania jonizagego (nieodwracalna

koagulacja),

Wiasciwosci koloidéw mazna podzielié w naskpujacy sposob:

a) wiasciwosci mechaniczne

- ruchy Browna — bezladne ruchy wykonywane przezsir koloidalne. § one niezalene od
czynnikbw zewntrznych, g wynikiem termicznych ruchow ggtek fazy rozpraszagej, ktore
zderzajc sk na swej drodze z wkszymi od siebie cisteczkami fazy rozproszonej, wpraviigg
w chaotyczny ruch pogbowy lub obrotowy,

- dyfuzja — ruch cgstek od sfzenia wekszego do mniejszego w celu wyréwnanigzai.
Wspotczynnik dyfuzji okréla szybkd¢ dyfuzji przez jednostkowvptaszczyza przekroju i przy
jednostkowym gradiencieegenia. Jego wielk& zalezy od promienia dyfundagej castki oraz
od lepkdci srodowiska i temperatury, przy zakniu,ze castka ma ksztatt kulisty. Wspotczynnik
dyfuzji uktadow koloidalnych jest maly, niewielkast wec takze szybké¢ dyfuzji. Badania
dyfuzji w roztworach koloidalnych pozwalapa okrélenie promienia ich egtek i masy molowej
koloidu,

- sedymentacja — opadanieasiek koloidalnych pod wptywem sitygikosci. Szybkad¢ sedymentacii
zalery od rozmiarow castek oraz rénicy gestaici osrodka rozpraszagego i rozproszonego, przy
czym castki wigksze opadajszybciej nk mniejsze,

- cisnienie osmotyczne — wielké cisnienia osmotycznego roztworéw Kkoloidalnych jest anat
poniewa ilos¢ czstek koloidalnych w jednostce @bpsci jest mata. Pomiar émienia
osmotycznego w roztworach koloidalnych ina wykorzysta do wyznaczania masy molowej
fazy rozproszonej,

- rownowaga Donnana — stan rownowagi pgny dwoma roztworami elektrolitdw
(NaR— Na" + R) oraz (NaCl— Na' + CI) przedzielonymi btom potprzepuszczatnjest inny
w obecndci koloidu niz w nieobecnéci. Obecné¢ koloidu zmienia rozktad stenia elektrolitu
po obu stronach btony, mimege jony elektrolitu mog swobodnie wdrowa przez bioe.

W obecnéci koloidu btona zachowujestak, jakby przepuszczata jony tylko w jednym kigku,



a przeszkadzata ich przeptywowi w przeciwnym Kkigwn Zjawisko réwnowagi Donnana
wystepuje w komorkach i tkankach 4o i zwierzat. Koloidy dysocjujce na jony wywieraj
wptyw na wedrowkg jonow soli wbrew cinieniu osmotycznemu. Sole nie posiadejwspolnego
jonu z koloidami réwnig ulegaj jego wptywowi i dyfunduy przez btor silniej w jednym
kierunku, gromadic sk nierownomiernie po obu stronach btony.

b) wiasciwosci optyczne

- efekt Tyndalla — rozmiary @ztek koloidowych powodsj ze $wiatto przepuszczone przez ukiad
koloidalny ulega ugiciu i czsciowemu rozproszeniu na gstkach koloidalnych. Wyspuje
wowczas zjawisko Tyndalla, polegeg na tym,ze przepuszczony przez roztwor koloidu
strumien swiatta obserwowany z boku tworzy jasopalizupca smug zwary stazkiem Tyndalla.
Pomiary natzenia swiatta rozproszonego przez uktad

. . . . . roztwdr rzeczywisty koloid
koloidalny wykorzystuje si do oznaczania liczby —

czastek danego ukfadu koloidalnego (jeg@zenia). I
Wykonuje s¢ je przy pomocy nefelometrow. Metody

te nalea do metod turbidymetrycznych (bazoych =%

na pomiarze zgtnienia probki). Rozproszanczesé Y ,L]

promieniowania mzna tu uwaa¢ za zaabsorbowan

przez roztwor, zatem do zjawiska tegozme stosowaprawo Lamberta-Beera.

c) wiasciwosci elektryczne

- fadunek — cgstki koloidow liofobowych adsorbajjony dodatnie i ujemne z fazy rozpraszaj,
wwyniku czego uzyskdj odpowiedni tadunek zapewrday ich trwalgé. llosé
zaadsorbowanych jonéw ro® sk zmienig& w zalenosci od sposobu otrzymywania koloidu.
Czastki koloidéw liofilowych (np.: biatka, skrobiaggakze obdarzone tadunkiem elektrycznym.
Jego zrodtem jest kwasowa lub zasadowa dysocjacjastezzki, o czyms$wiadczy zmiana
tadunku takiej czstki pod wptywem zmian pkrodowiska,

Istnienie fadunku elektrycznegoastki koloidalnej jest bezpoedni przyczym charakterystycznych

zjawisk (elektroforeza, elektroosmoza) zachwgizh w uktadzie koloidalnym umieszczonym w polu

elektrycznym.Elektroforezapolega na ruchu ggtek koloidalnych w polu elektrycznym ku jednej

z elektrod. Kierunek poruszaniagsczstek jest zateny od znaku ich tadunku, a szylkood

rozmiarOw czastek. Natomiast elektroosmoza zwiazana jest z ruchem gsteczek érodka

dyspersyjnego (cieczy) pod wptywem przydoego pola elektrycznego.

Jak wspomniano wc#eiej castki koloidalne posiadaj tadunek elektryczny
W niniejszyméwiczeniu mana zaobserwowajak odpowiednie dodawanie odczynnikow powoduje
wytwarzanie odpowiednio natadowanychastek. Uwidacznia gi to wyraznie na przykladzie
otrzymywania hydrozoli jodku srebra.z@é$ do nadmiaru rozciezonego roztworu Kl dodajeesi

roztwér AgNQ, to otrzymuje s ujemnie naladowany hydrozol Agl, stabilizowany gazjony



jodkowe (I) tworzace warstw adsorpcyja (wewretrzng). W warstwie adsorpcyjnej znajdzieg si
réwniez niewielka liczba jonéw potasu. Jony jodkowelmrdzo dobrze adsorbowane, gggny te
wystepuja w sieci krystalicznej wyticanej soli, natomiast jony potasyg adsorbowane wskutek
wystepowania daego ujemnego tadunku elektrycznegastki. Niewielka liczba zaadsorbowanych
jonéw potasu nie zmienia wypadkowego znaku tadunkastki. Czs¢ miceli ztazoma z jadra
(rdzenia), ktére stanowi w omawianym przyktadzidoaggerat krystalicznego Agl oraz warstwy
adsorpcyjnej nosi nazwgranuli. Ujemny tadunek granuli powoduje powstamiezestrzennego
tadunku o przeciwnym znaku (warstwy dyfuzyjnej)wizrajacej przede wszystkim jony potasu.
Budowe miceli hydrozolu jodku srebrowego otrzymanej w wkynwytracenia Agl w nadmiarze Kl
przedstawiono schematycznie na rys. 1. Tak otrzgntastka koloidalna &dzie wedrowat w polu
elektrycznym do elektrody dodatniej. Warstwa dyfjoay ulega deformacji, a w skrajnych
przypadkach catkowitemu zniszczeniu w trakcie runticeli w polu elektrycznym. Granula gest
formacp trwala.

warstwa dyfuzyjna

. “~. warstwa adsorpcyjna

jadro miceli

Rys. 1. Budowa miceli koloidalnej. Jgdro miceli jest otoczone trwale zwarn; warstwy
adsorpcyjm (gtéwnie zawierajca jony J i niewielky ilos¢ K') nadajcq czsteczce koloidalnej
tadunek, ktég otacza dalej rozmyta warstwa dyfuzyjna (joriyi Kiewielka ilgi¢ J).

Jezeli natomiast do nadmiaru AgN@lodawé roztworu Kl, to powstanie hydrozol o dodatnio
natadowanych cgtkach. Mechanizm ich powstania ma wyttumaczy tworzeniem s na pdrze
warstwy adsorpcyjnej zémnej w przewaajacej liczbie z jondéw srebra (Ay oraz mniejszej liczby
jonéw azotanowych, potasu i jodkowych. Warstwyfuzyjra stanowé beda jony azotanowe
znajdujce st w obszarze oddziatywania elektrostatycznego daodaitadowanej granuli. Omawiany
hydrozol przedstawia n&gtujacy wzor:

{m(Agl)n Ag"; (N —x) NQ'} + x NO3

Dodatnio natadowany hydrozol jodu srebra jest mimve@ty anieli hydrozol natadowany ujemnie.

Innym przyktadem koloidu wykorzystywanym #&wiczeniu jest wodorotlenekelaza (lll).

Dodapc powoli, kroplami roztwor Fegldo wrzcej wody otrzymuje si dodatnio natadowany



hydrozol Fe(OH). Jadro miceli stanowi konglomerat powsteych w wyniku hydrolizy cgsteczek
wodorotlenku zelaza (Ill) pochodzych z niezhydrolizowanego chlorkizelaza (111). Warstwa
dyfuzyjna tworzona jest przez jony chlorkowe. W Khyae budowa i sklad warstw adsorpcyjnej
i dyfuzyjnej w przypadku hydrozolu wodorotlenkelaza (l11) & bardziej ztaone. Niektérzy badacze
twierdz,, ze micela jest stabilizowana przez produkty hydsoligoli zelaza (Ill): FeO lub
FeOCI-FeOQ.

Dzicki fadunkowi castki koloidalne mog porusza sie w polu elektrycznym (elektroforeza).
Przyktadowo czstki koloidalne AsS; przesuwaj sic powoli w kierunku elektrody dodatniej, co
swiadczy o tym,ze micele AsS; majap na powierzchni fadunek ujemny. Elektrofoyezwobodia
obserwowa mozna w aparacie przedstawionym na rys. 2. Zasaginego czs¢ aparatu stanowi
U-rurka z dospawanw dolnej czsci trzech rurka posiadajca zbiorniczek na hydrozol. Rurka ta jest
wyposaona w zawor, ktorym mima dozowdé badany hydrozol. Urzizenie jest przymocowane do
odpowiedniego statywu zapewnieggo jego stabilne ustawienie. W obydwa ramionaitdiwstawia
sie elektrody podiczane do zasilaczagoiu statego. Przeptyw gdu (whczenie zasilania) powoduje
ze casteczki obdarzone tadunkiem zaczynajie przemieszcza (fadunki dodanie wdruja do

elektrody ujemnej, a ujemne do elektrody dodatniej)
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Rys. 2 Aparat do elektroforezy swobodnej: a) poehadpniu, przed wiczeniem pgdu, b) po
przeptywie padu.

Zjawisko elektroforezy znalazio zastosowanie w lijee, zwlaszcza do rozdzielania
i identyfikacji r&znego rodzaju biatek. Biatka w zateosci od pH mog bowiem uzyskiwa tadunki
i w zaleznosci od posiadanego tadunku mpgedrowa w kierunku elektrody dodatniej, czy ujemnej.
Pierwsa elektroforez biatlek wykonano w aparacie o schemacie przedstaimviana ryc. 2. Obecnie



w laboratoriach korzysta ¢siraczej z chromatografii bibutowej lub proces terowadzi s¢ na
pokrytychzelem ptytkach.

Obok zjawiska elektroforezy memy prowadz tez zjawisko elektroosmozypolegajce na
ruchu érodka dyspersyjnego wzglem nieruchomej fazy statej (rozproszonej). N&ciej obserwuje
si¢ ja wtedy gdy faza stata jest zwarta i w niewielkinostiu zdyspergowana. Moa wkic
powiedzi€, ze petni ona rel kapilary/siczka przez kt@r sa przeciskane estki fazy rozpraszagej
(domyélnie cieczy) posiadage tadunek (czyli kationy i aniony).

Wykonanie éwiczenia (***)

Cwiczenie polega na otrzymaniu hydrozolu jodku svelego oraz wodorotlenkielaza (I1l), dla

ktorych nastpnie ledzie okrélany znaku tadunku elektrycznego otrzymanych miceli

Wyznaczanie znaku tadunkéw elektrycznych koloidow

A. Napetnianie U-rurki.

1. Do srodkowej rurki ze zbiorniczkiem (przy zamktym przeptywie do ramion U-rurki) wéa
okoto 50 cm wczeniej przygotowanego roztworu koloidalnego wodonakie zelaza (I11).
Jezeli w rurce znajduje sipowietrze nalgy je usuaé tak aby roztwoér koloidalny znajdowat
si¢ tuz obok kurka regulacego przeptyw. W tym celu przeki¢ kranik, aby zgromadzone
powietrze zostato wypchgte przez dnienie hydrostatyczne wywierane przez stup cieczy
znajdupcej st powyzej. Jeeli poziom roztworu koloidalnego dochodzi do kranustawiamy
go w pozycji zamkritej, zwracagc uwag aby w bocznych ramionach u-rurki nie byto
roztworu koloidalnego.

Nastpnie przygotowéa 15-20 cmi wody destylowanej do ktérej naledoda par kropel 0,1 M
roztworu HCI. Zakwaszanwode wlewamy przez jedno z bocznych ramion U-rurki.

1. Powoli otwiera kran, tak aby roztwor koloidalny wolno zatavptywaé do ramion U-rurki,
powodupc jednoczénie wypieranie wodyUWAGA: Gwaltowne wprowadzenie koloidu powoduje
wymieszanie 8i tego roztworu z elektrolitem i unieglizia uzyskanie wyrénej granicy
miedzyfazowejOdczekd do momentu apoziom cieczy w obu ramionach U-rurki podniesig rs
wysokas¢ 2-3 cm od wylotu obu ramion. Naphie wprowadzi elektrody (blaszki z pogézonymi
przewodami) do elektrolitu znajdgiego st w obu ramionach U-rurki.

2. Pohkczy¢ elektrody z zasilaczem quiu statego. Zalecaespodhczenie przewoddw do kanatu
Il (jeden przewodow poaézamy do gniazda oznaczonego ,+", drugi do ,-")kRtlem zasilacza
ustawt napkcie na warté& wyznaczon przez osod prowadzaca ¢wiczenia (w zakresie 40-120 V).

3. Obserwowa kierunek przesuwania ¢sigranicy ukfadu koloidalnego. Na podstawie

przesuwania gifazy granicznej okedi ¢ czy castki koloidalne maj tadunek dodatni czy ujemny.



4. Wytaczye prad po 10 minutach. kywajac papieru milimetrowego okék¢ drog: przebyh
przez migrujce czoto roztworu koloidalnego (h). Na podstawiestlknej drogi przebytej przez czoto

roztworu obliczy ruchliwas¢ czasteczek koloidalnych w polu elektrycznym.

Znajac napecie (U) oraz odleghk® pomidzy elektrodami (odlegs, jaka pokonup natadowane
czastki, pomidzy elektrodami wynodi=30 cm) wyliczy natzenie pola elektrycznego (E):
E=Ul gdzie:
U — r@&nica potencjatu poradzy elektrodami [V]
| — odlegtd¢ migdzy elektrodami w [cm]
Wartaé¢ nakzenia pola elektrycznego pozwoli na obliczenie rivetdci elektroforetycznej ()
czastek koloidalnych:
H=VIE
1 —efektywna ruchliwé czastek natadowanych w strefie [m V! x §7]

v — szybkd¢ poruszania gistrefy w [cm/s]

Szybka¢ poruszania gi czstek koloidalnych wyliczamy dzigt zmierzoma roznice wysokaci
pomiedzy czotami warstwh, wyrazona w cm) koloidéw w obu ramionach U-rurki i dzielja przez
czas t, wyrazony w sekundach):

v=h/t

5. Po wyhczeniu zasilacza rozmontowazestaw i przeptulka u-rurke woda destylowan.
Nastpnie identyczne oznaczanie przeprowéddia koloidalnego roztworu jodku srebra,

ktory naleey samodzielnie przygotowa

B. Otrzymywanie koloidalnego roztworu jodku srebra

Do 50cni wody destylowanej dodal0 cnf roztworu jodku potasu (K1) lub AgNQ- azotanu (V)
srebra (uzgoddiz asystentem prowagtzym éwiczenie), a nagpnie powoli wkraplajc dod& 5 cn?
0,1 mol/dni roztworu wytacajpcego (odpowiednio AgNQIub KI). W zalencici od sposobu
otrzymywania koloidalna powstgje castki jodku srebra przyjmajadunek dodatni lub ujemny.

W sprawozdaniu zaznaazw jaki sposéb przygotowano koloid jodku srebra (1)



Cwiczenie 14Emulsje — otrzymywanie, rozpoznawanie ich typu i cena trwatosci.

Budowa i znaczenie emulsji

Emulsjami nazywamy ukfady dyspersyjne, w ktérychromao faza rozproszona, jak
i osrodek dyspersyjnyascieczami. Typ emulsji zatg od tego, ktéra z dwoch cieczy stanowigfaz
rozproszom, a ktéra rozpraszaga. Jeeli faza rozproszoa jest ciecz organiczna (niepolarna),
natomiast faz ciagta woda lub inna ciecz polarna, moéwimy o emulsji typlej-woda (O/W).
Odwrotny typ emulsji to emulsja woda - olej (W/Ofaz rozproszoa nazywamy te faza
wewretrzrg, a grodek dyspersyjny stanowi fazewrgtrzrg.

Najprostsa metoda okreslania typu emulsji jest metoda rozciezania. Kropt emulsji
umieszcza gina ptytce szklanej obok kropli wody. Gdy obydwiede zetkniemy bagietkszklara,
wowczas albo kropelki emulsji O/W wymieszajsie z wody, albo te, gdy chodzi
o emulsg W/O, wytworzy s¢ granica faz (krople nie zmieszagie). Typ emulsji mana réwnie
okresli¢ metody, barwienia stosdp barwniki rozpuszczalne w fazie niepolarnej ("olegj", np. Sudan
IV) lub w fazie polarnej ("wodnej", np. orametylowy). W przypadku emulsji O/W wybarwione
Sudanem krople fazy rozproszonej, obserwowane pad#roskopem, bda widoczne na
niezabarwionym tle. Stosyg w przypadku tej emulsji orammetylowy, zobaczymy bezbarwne krople
fazy rozproszonej na barwnym tle. Emulsje O/Vini sie od emulsji W/O take przewodnictwem
elektrycznym, ména wiec wykorzysté pomiary konduktometryczne do oklenia typu emulsji -
wyzsze przewodnictwo elektryczne magawsze emulsje typu O/W (co wynika z przewagi fazy

polarnej, ktéra przewodzi gul).

Emulsja zabarwiona harwnikiem rozpuszczalnym w wodze

{obraz mikroskopowy)

oW

Emulsje g ukladami czsto spotykanymi w przyrodzie np. ropa naftowa (esjautypu W/O),
mleko zwierzce (emulsja ttuszczu w wodzie), lateks kauczukwnadtego, tzw. sok kauczukowy
(emulsja poliizoprenu w wodzie), a ta&k w zyciu codziennym w postaci szeregmodkdw
spazywczych: smietana, masto, margaryna, majonez. z2Wadziedzirp zastosowd emulsji jest
produkcja kosmetykdéwsrodkéw ochrony rdin i farb (farby emulsyjne). Wielkie znaczenie ma
zastosowanie farmaceutyczne emulsji. Preparatyniezz doustneaszwykle emulsjami typu O/W,
natomiast preparaty zewtnzne (maci, kremy) @ zaréwno typu W/O, jak i O/W. W postaci emulsji

do wytku zewretrznego stosuje simasci, kremy, czy te niektére krople do nosa. W ostatnich latach
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prowadzone byly prace nad emulsjami cieczy fluagaarcznych typu O/W wykazagych wysolg
rozpuszczalng& tlenu casteczkowego, w kierunku zastosowania ich jako pegpa
krwiozastpczych. Zastosowanie praktyczne takich preparatéwest jeszcze catkiem bezpieczne ze
wzgledu na maliwos¢ agregaciji czstek i blokowania drmosci mikronaczy przez weksze zespoty

czastek.

Emulgowanie

Proces powstawania emulsji nazywamy emulgowani@wskRiwanie emulsji zatg od wielu
czynnikdw: rodzaju cieczy i emulgatora,smienia, temperatury, stosunku elogciowego faz,
kolejncsci wprowadzania cieczy itp. Na ogot tatwiej powstamulsje typu O/W, ktore tesa
emulsjami trwalszymi. Dodatkowo powstawanie emutsfz jej trwaté¢ maze zwikszye dodatek
emulgatora- substancji obubjacej napécie midzyfazowe ooy i/lub wytwarzajcej, w wyniku
adsorpcji btonki stabilizace dookota rozproszonych kropelek. Proces emulg@namiazany jest ze
znacznym wzrostem powierzchni fazy rozproszondiyna samym ze wzrostem swobodnej energii

powierzchnioweyj:

AE_ =g [AA 1)

pow ow

gdzie: O,y - graniczne nagtie powierzchniowe (nagiie miedzyfazowe) pomidzy faz olejows i wodrg

AA - wzrost powierzchni fazy rozproszonej.

W wyniku tego wzrostu energii ukltad staje sermodynamicznie nietrwaly - krople maj
tendenat do koalescencji(nieodwracalnego atzenia si). Wprowadzenie emulgatora powoduje
obnizenie napicie midzyfazowego i tym samym zapewniacksz trwatos¢ utworzonej emulsji.
Wynika to z faktu, ze w casteczce emulgatora memy wyr&ni¢c 2 czsci: hydrofilowa

i hydrofobowg.

Schemat budowy czasteczki emulgatora

fragment hydrofil owy

P N >

fragment hydrofobowy
(lipofilowey)

emulsja W/O

Na granicy fazy wodnej i olejowej gatki emulgatora uktadajsie w ten sposilre czsé
hydrofilowa skierowana jest ku wodzie, podczas dggrofobowa w kierunku fazy oleistej, co
wplywa na obnianie napjcia midzyfazowego. Emulgatory memy podziek na trzy grupy:

a) substancje powierzchniowo czynimengydy, ktére zaadsorbowane na powierzchni graniczregj-ol

woda tworz btonki monomolekularne;
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b) koloidy hydrofilowe, ktore tworkg btonki multimolekularne dookota rozproszonych letgk oleju
w emulsji O/W;

c¢) drobnoziarniste estki state, adsorbowane na powierzchni graniczagjoth nie mieszagych sg¢
cieczy.

Z wzgledu na charakter chemiczny emulgatorysta tez dzieli sg na: anionowe (np. mydta),
kationowe, niejonowe i amfoteryczne.

Mechanizm obriania napicia powierzchniowego przez emulgatory polega narZemu cienkiej
(zwykle jednowarstwowej) warstewki na granicy fZatem emulgator dodany do emulsji tylko do
pewnego sfzenia wspomaga tworzenie i utrzymanie emulsji, dgdan nadmiernej iléci nie
powoduje ju obnizenia napicia powierzchniowego i zaczyna twotzgkupiska swych esteczek
(tzw. micele) w fazie agtej.

Istnieje wiele sposobdéw otrzymywania emulsji, padcktdrych stosuje girdzne metody
mieszania faz:

- faze wewretrzng stopniowo wprowadzasdo fazy zewstrznej,
- obie fazy dodaje sinaprzemiennie,

- faze zewretrzng stopniowo dodaje sido fazy wewntrznej,

- jednoczénie miesza sicate obgtosci faz.

Rézne g takze sposoby mechanicznego mieszania wprowadzonyclsfaguje & mieszanie
ciagte mdz okresowe, wstegsanie, rozcieranie, wirowanie itp. W najprostszymypadku polega on
na mechanicznym, intensywnym wyisaniu cieczy (np. w nmfolzierzu lub mikserze). Stosowane s
takze szybkoobrotowe miyny koloidalne i homogenizatod} homogenizatorach cieczea s
przeciskane pod wysokim soieniem przez mate otwory (o powierzchni ok.*ihf). Zaleh tej
metody jest homodyspersyjtootrzymanych kropelek. Jedna z nowszych metod emdg@ polega
na zastosowaniu fal ultradickowych w tzw. dezintegratorach ultradekowych. Fale dwickowe
wykazup silne dziatanie dyspergige w srodowisku ciektym. W wyniku rozchodzeniagsi
ultradzwickdw powstag okresowezag:szczenia i rozrzedzenia cieczy zmane z gwaltownymi
zmianami cinienia. Dochodzi do miejscowego powstawania fazzogeej - pary nasyconej i gazow
rozpuszczonych w cieczy. Zjawisko to, zwane kavataatatwia rozpraszanie faz. Stabifdo
powstajcej emulsji zalgy od czstasci drgar ultradzwickowych czy temperatury. Dlategoztéella
kazdego procesu emulgowania za pomadtradzwickOw dopiera & optymalne cgstasci drgaa
(czasami ultragvieki wywieraja dziatanie niszcge na emulsje), a proby gsto umieszcza siw
lodzie. Podczas generowania ultratkow koncowka dezintegratora nagrzewa dié¢ intensywnie
co stwarza niekorzystne warunki dla powstawania IgimuBardzo wysokie i bardzo niskie
temperatury dziatajbowiem niszcgco na emulsjeNalezy jednak zaznaczy ze niewielkie podwyszenie

temperatury na og6t ulatwia emulgowanie. Wzrost peratury przyczynia si do obnkenia napicia

powierzchniowego i lepkei osrodka, a take przyspiesza dyfugjczastek emulgatora.
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Fizyczna trwatosé emuls;ji

Stosuac omowione poprzednio metody otrzymywania emulgjskuje st na ogét emulsje
o das¢ dwzych castkach (1-5pum). Pod wptywem sikekosci nastpuje wic opadanie lub unoszenie
si¢ czsteczek fazy rozproszone] zwansedymentag) (lub jak w przypadku emulsji
"smietankowanieff). Oddziatywanie midzy czsteczkami, a wic maliwos¢ koalescencji
(nieodwracalnej), spadek energii powierzchnioweyyniku zlewania si kropel itd., rozpoczynajsie
dopiero woéwczas, gdy podczas sedymentacistér zderzaj sic ze soh, albo gdy w osadzie lub
"$mietanie" stzenie castek staje si dostatecznie de. DopoOki nie nagpito zniszczenie otoczek
ochronnych zieonych z czsteczek emulgatora, proc@sietankowania jest procesem odwracalnym -
emulsig mazna odtworzy w formie wygciowe] przez ponowne zmieszanie (wgsanie).

W rozcieaczonych emulsjach, a g takich, dla ktérych maa przyjpé, ze casteczki fazy
wewretrznej opadaj pojedynczo i nie gcza sie w wicksze zespoly o ehych rozmiarach (nie

wystepuje tzw. flokulacja, czyli ktaczkowanie), szybBkosmietankowania dobrze opisuje prawo

Stokes'a:
2
v =9 do,-p,)0g o
187
gdzie: d -$srednica czstki g - przyspieszenie grawitacyjne
pw - Gestas¢ fazy wewrtrznej n - lepkasé fazy zewntrznej

p; - gestas¢ fazy zewrtrznej

Analiza réwnania Stokeswskazujeze j&li faza rozproszona ma mniejsgestcié niz faza

rozpraszajca (co ma na ogot miejsce w emulsjach O/W), talkos¢ sedymentacji jest ujemna, tzn.
$mietankowanie zachodzi pionowo w go6r np. kuleczki ttuszczu w mleku. zBi natomiast faza
wewrgtrzna ma wiksz gestas¢ od fazy zewatrznej, to castki emulsji opadajw doét - wystpuje to
gtownie w emulsjach W/O. Im wksza jest rénica g:stasci dwoch faz, im wiksza jestsrednica
czastek oraz im mniejsza jest lepkofazy zewnrtrznej, tym wigksza jest szyblé@ smietankowania.
Najistotniejszy jest wptyvgrednicy castek - mana zauway¢, ze w wzorze (2) przy parametrzd”,
znajduje st pokga. Zatem dwukrotne zwkszeniesrednicy kuleczek emulsji zwksza szybké&d
smietankowania czterokrotnie.
Wielkosci wystepujace w réwnaniu mag by¢ zmieniane w celu zmniejszenia szybio
smietankowania emulsji - np. zgiszanie gstcsci fazy zewmrtrznej do wartéci optymalnej przez
dodaniesrodka zagszczajcego (metyloceluloza, tragakanta itp.), zmniejszéreédnicy casteczek
przez homogenizagj dostosowanieggtasci obu faz.

O ile smietankowanie jest procesem odwracalnym, o tyldepag etap rozkladu emulsji -

tamanie przebiega nieodwracalnie. Ltamanie emusfiyvynikiem koalescencji kropel emulsji.
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Emulsje o zawartwi jednej z faz powsej 74% obj. g nietrwate, wystpuje silna tendencja do
koalescencji i tamania emulsji. Takie emulsje naayy stezonymij czsto wystgpuje w nich zjawisko
inwersji (odwrocenia) faz, poniewaemulsja odwrotnego typu jest bardziej stabilna.usie
0 stzeniu fazy wewatrznej ponkej 26% obj. nazywamy emulsjamazcigiczonymi.

Z powyzszych powodéw gtenie fazy wewstrznej rowne 74% obj. nazywamyunktem
krytycznym Ogodlnie, punktem krytycznym emulsji nazywamyzehie fazy wewastrznej, powyej
ktébrego  emulgator nie e  wytworzy  stabilnej emulsji  okrdonego  typu.
W pewnych przypadkach (nieregularne ksztaity i nezynczsteczek) mge ono przekroczywartcs¢
74%.

Na ogot najtrwalsze emulsje powstajrzy stosunku okjosci faz 50/50, ktory jest zklony
do warunkow linego upakowania ggtek. Fakt ten zostal ustalony empirycznie przeméaeutow
wiele lat temu, sid wiekszag¢ preparatow leczniczych zawiera 54« obj. fazy olejowej na 50
czesci obj. wody.

Wplyw temperatury na trwaté emulsji jest p&redni. Wraz ze wzrostem temperatury aghni
sie bowiem napjcie midzyfazowe i lepkéé fazy chglej. Dlatego niewielkie podwagzenie
temperatury sprzyja na ogo6t powstawaniu emulsjioméast zwgkszenie lepkéci ukladu wywiera
dziatanie stabilizujce na emulsje. Zbyt wysokie lub niskie temperatiziatap jednak niszcaco na

emulsje.

Wykonanieéwiczenia (*****)

1) Do probéwekodmierzy odpowiednie olejtosci 1% roztworu dezoksycholanu sodowego
(SDC- sodiumdeoxyholate) lub laurylosiarczan sodu (SLSsediumlauryl sulfate) i oleju wg

tabeli: (SDC lub SLS stanowi fawodm gdyz 99 % stanowi woda).

nr préby 1{ 2| 3

obj. fazy wodnej (ml)) 1,91 |0,1

obj. fazy olejowej (ml)0,1| 1 | 1,9
% obj. oleju 5,050| 95

2) Kazda probdéwk umiescic w lodzie i za pomag dezintegratora ultragvigkowego utworzy
emulsje w kolejnych probowkach (50 kHz, 2 x 10 sekjnulsje § na ogdl nieprzezroczyste
i posiadag mleczry barwg — wigc nalery sprawdzé czy za kadym razem uzyskaimy emulsg.

3) Po sporzdzeniu kade] emulsji zbada je] typ metod barwienia, wywajac dichromianu
potasowego (KCr,O;) jako substancji baratej. Do kadej prob6wki dodé po 3-5 kropel KCr,0;

i wymiesz&. Przeprowadziobserwacje pod mikroskopem - odtré typy emulsiji.

4) Probdéwki odstawii po uptywie godziny okrgi¢ trwatos¢ emulsji (czy doszto do rozwarstwienia?)

w poszczegolnych probdwkach. Wygha¢ wnioski dotyczce trwatgci emulsji.
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Otrzymywanie i oczyszczanie preparatu biatka poprze wysalanie i dializ

Biatka to ogromne bioasteczki wystpujace w kadym zywym organizmie, ktére speinigj
wiele r&nych funkcji biologicznych. Niezakaie od ich funkcji, wszystkie biatka zbudowangeze
znacznej liczby reszt aminokwasowych gqualonych ze sabwiazaniami peptydowymi (-C(O)NH-)
w dlugi tancuch. Czsto liczba reszt aminokwasowych pojedynczedgmdaha polipeptydowego jest
wigksza nk 100,a cata casteczka mie by zbudowana z wielu fcuchow polipeptydowych
(podjednostek) twor wielkoczisteczkowe biopolimery o masie asteczkowe] nawet do
kilku milionow jednostek masy (w przypadku biatekywar jednostly masy jest Dalton
(1Da = 1 u), ale z wzgtlu na ich mas najczsciej postugujemy si kilodaltonami (kDa)).
Biatka dzieh si¢ zaleznie od ich skiadu na dwie grupy: na biatka prog@teiny) i ztazone
(proteidy). Biatka proste (np. albumina) to te, rktdw wyniku hydrolizy da jedynie
aminokwasy, natomiast biatka ztme, ktore cgciej wystpuja w przyrodzie, daj po
hydrolizie oprécz aminokwaséw tak inne zwazki, takie jak wglowodany, ttuszcze czy
kwasy nukleinowe.

Biatka 4 na ogot rozpuszczalne w wodzie. Do biatek nierszpmalnych w wodzie
naleza tzw. biatka fibrylarne, wyspujace w skorzegciegnach, wiosach (kolagen, keratyna)
lub migsniach (miozyna). Niektore z biatek mpgpzpuszczasie w rozcigiczonych kwasach
lub zasadach, jeszcze inne w rozpuszczalnikachnmzyaych. Biatka posiadajzdolngé
wiazania casteczek wody. Efekt ten nazywamy hydraiaicjest on jednym z czynnikéw
stabilizupcych  rozpuszczone biatko  (solwatacja asteczkami  rozpuszczalnika,
charakterystyczna dla kolodiow hydrofilowych, ktdrysy biatka).

Wykorzystupc charakterystyczne wdaiwosci biatek, a w szczegolgoi rézne ich
powinowactwo do wody, nima doprowadzido ich wytacenia z roztworu. Rozpuszcza$do
biatek zaley od ich pH oraz sity jonowej czyesienia i wart@ciowosci jonéw w roztworze.
Po dodaniu elektrolitu do roztworu zawiexaggo rane biatka zmieniaj sic warunki
hydratacji ich czsteczek. ,Odwadniage” oddziatywanie jonow jest proporcjonalne do sity
jonowej roztworu, sid rozpuszczalnig bialek maleje wraz ze wzrostemeznia soli.
Wysalanie jako proces polegay na ,odwadnianiu” cgsteczek biatek i wysiceniu ich
Z roztworu w postaci osadu, wymaga odpowiedniegasczdziatania soli o wkszym ni
biatka powinowactwie do wody. Konieczneztgest oddzielenie wydconych biatek przez
saczenie lub wirowanie, oraz usgnie wysalajcej soli, na przyktad przez diatiz
Przewanie wysalanie nie zmienia wi@wosci biologicznych biatek. NajeZciej wysolenie
prowadzi st w obecnéci takich soli jak: (NH),SQ4, NaCl, MgSQ (jony tych soli silniej ni
czasteczki biatka oddziatywajz casteczkami wody — w wyniku czega ®ne zdolne do
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niszczenia otoczki hydratacyjnej stabilizegj biatko). Na rozpuszczalfwobiatek w wodzie
ma take wpltyw temperatura, przy Kktorej przeprowadza swysalanie. Dodanie
rozpuszczalnika podczas wysalania spowoduje {fmieejbiatka w stan koloidu, czyli
peptyzags.

Innym procesem jest denaturacja biatka, czyli ni@agdalny proces poleggy na
niszczeniu przestrzennej struktury (Il, 11, i IYzedowej) biatek pod wptywem czynnikéw
fizycznych i chemicznych. Do czynnikow fizycznychalizzamy: ogrzewanie, silnie
mieszanie, wytrgsanie, promieniowanie nadfioletowe, rentgenowskigonizujace lub
dziatanie ultradwickami. Natomiast denaturacja chemiczna zachodzi ecrdci mocznika,
chlorku guanidyny, na skutek dziatania kwasow, dasay soli metali @zkich. Wszystkie te
czynniki powodug rozerwanie wjzan wodorowych, jonowych, mostkow disiarczkowych,
czyli niszca te wizania, ktére stabilizaj przestrzenm struktue tancuchéw
polipeptydowych.

Wykonanieéwiczenia

1. Przygotowanie roztworu biatka jaja kurzego

Oddzielié biatko odzoéttka, a nasfpnie pobréa 2 ml biatka i dobrze wymieszgnie
wytrzasat) z 18 ml wody. Mana w tym celu gy¢ bagietki. Uzyskany roztwor zawiesiny
koloidalnej podzieli na dwie czsci (jedna wykorzystanaghzie w punkcie 2 (wysalanie
biatka), a druga w punkcie 4 (denaturacja).
2. Wysalanie biatka

Nawary¢ 3,9 g stalego siarczanu amonowego (NBO, i dodaw& go matymi
porcjami do 10 ml roztworu biatka uzyskanego w pepinim punkcie. Roztwor biatka
powinien by stale mieszany. Dodanie catejsitosoli powinno spowodowéastracenie biatka,
w wyniku 60 % wysycenia siarczanem amonu.

Powstaly w wyniku wysalania, zgmiaty roztwor podzieti na dwie rowne cgci (po
5 ml kazda) i przenié je do osobnych probdéwek wirdwkowych. Probowki ufnie
w uprzednio schtodzonej wirbwce K-24 i odwiraimMarzy obrotach 14 000 rpm (obrotéw na
minute — rotate per minuteprzez 10 minutNalezy pamktac, ze probowki w rotorze wirGweki

powinny by ustawione naprzeciw siebigdwnomierne obakenie wirGwki.

Znad uzyskanego osadu, nglezla¢ ostranie supernatant (przechydaj probowk).
Pozostaly na dnie probdéwki osad zawiewsi wodzie destylowanej (po 5 ml do Abej
z probéwek). Zawieszaj osad nalkey mechanicznie (przy pomocy koowki pipety
automatycznej) oddziéliod scianki probowki poprzez wielokrotne zaganie i wypuszczanie

ptynu z kacowki pipety. Zaleca si prowadzé zawieszanie w 1 ml wody — agjle
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zachgajac/wypuszczajc ptyn, stargic sk przy tym unik& spienienia roztworu (dobrym
sposobem na unikggie pienienia jest ,wypuszczanie” ptynu wcisi@jttoczek pipety tylko

do pierwszego oporu). Dopiero po catkowitym rozmaeniu osadu (brak widocznych
~grudek”) dodajemy 4 ml wody i kilkukrotnie jeszczzacagamy ptyn @ do uzyskania

homogenicznego roztworu.

Uzyskane z dwoch probdéwek roztwory biatek goalé ze sol i przeniéé ostraznie
do przygotowanego wcgeiej worka dializacyjnego (najlepiej za pomocpipety
automatyczne)).

3. Dializa roztworu (koloidalnego) biatka

Woreczki dializacyjne, ktére zostaly uprzednio matpwane do dializy, nalg
wyciagna¢ z wody (z dodatkiem substancji konseryagj) i sciskapc palcami usuat z nich
ptyn. Jeden koniec woreczka sktadamy kilkukrotnie harmonijk;”, tak aby szczelnie
zamkry¢ wylot i za pomog gumki recepturkowej mocujemy do niego korek (npmgwy).
Osoba prowadga zagcia powinna zademonstrowajak naley prawidtiowo przygotowa
woreczek, aby byt on szczelny. Do tak przygotowanegreczka wprowadzamy roztwor
biatka uzyskany w poprzednim punkcie. Z niewypeahejoczs$ci woreczka uswg powietrze
sciskapc delikatnie woreczek nad ptynem. Ngmstie w podobny sposob jak weneej
zamkmy¢ drugi koniec woreczka i zamocogvdrugi korek (np. wykonany z korka/drewna).
(UWAGA: woreczek powinien posiad& 2 rozne korki na swoich kaicach: gumowy
i drewniany).

Do wysokiej zlewki wlé wody destylowanej, tak aby wypetniona ona byla
przynajmniej do 80 % wysokoi (Zaleca si uzycie zlewek o pojemriai powyzej 1 litra).
Umiescic w wodzie czujnik konduktometryczny i odczgtarzewodnictwo czystej wody.
Zlewke umiesci¢ na mieszadle magnetycznym — roztwOr powiniefitnieszany caty czas.

Nastpnie woreczek z roztworem biatka wkltadamy do zlewkivody i przez kilka
minut oceniamy zmian przewodnictwa wody. Na podstawie zmian przewoavact

elektrycznego wody wyeggna¢ wniosek o procesach zachadych podczas dializy.

4. Denaturacja biatka

Przygotowa 4 prébowki, do ktérych naty doda po dodé 2 cnt roztworu biatka,
uzyskanego w podpunkcie 1. Do pierwszej probowklad®d-8 kropli 1% roztworu CuSg)
do drugiej 5-6 kropli 1% roztworu Fefl do trzeciej 5-8 kropli 20 % kwasu
sulfosalicylowego (lub 2 ml 10 % roztworu kwasucliorooctowego (TCA)), a czwart
wstawi do gogncej tazni wodnej i ogrzewa przez ok. 10-20 minut. Na koniec dozHaj

z probéwek dodapo 6 cni wody destylowanej i wstasnaé. Zapisé obserwacje i wnioski.

17



