WYZNACZANIE PUNKTU IZOELEKTRYCZNEGO ROZTWORU KOLOIDALNEGO ZELATYNY

Biatka s3 to naturalne zwigzki wielkoczgsteczkowe zbudowane z reszt
aminokwasowych potaczonych wigzaniami peptydowymi. Makroczasteczki biatek
majac polarne wigzania peptydowe oraz posiadajgc w taficuchach bocznych grupy
polarne np. -NH2, -COOH, -OH, tatwo ulegaja hydratacji w roztworach wodnych
wykazujac cechy koloidéw. Réwnoczesna obecnos¢ w czasteczkach aminokwaséw
i biatek kwasowej grupy karboksylowej i zasadowej grupy aminowej sprawia, Ze sg
one zwigzkami amfolitycznymi, ktérych charakter uzalezniony jest od stezenia
jonéw wodorowych w roztworze.

W $rodowisku zasadowym nastepuje dysocjacja grup karboksylowych biatka, co
powoduje ujemne natadowanie czgsteczek, natomiast w Srodowisku kwasnym
zachodzi przytaczanie protonéw do grup aminowych, w wyniku czego czasteczki

biatka stajg sie natadowane dodatnio
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Istnieje takie pH roztworu, przy ktorym czasteczki aminokwaséw i biatek
zachowuja sie tak jak gdyby byty obojetne (nie wedrujg w polu elektrycznym).
W  rzeczywistoSci wystepuja one w postaci jonu amfoterycznego (jonu
obojnaczego), ktérego tadunek sumaryczny dla catej czasteczki biatka réwny jest
zeru, czyli ilo$¢ tadunkéw dodatnich jest rowna ilosci tadunkéw ujemnych. Takie
pH roztworu nosi nazwe punktu izoelektrycznego biatka. W tym stanie trwatos¢
koloidu jest najmniejsza i biatko ulega koagulacji. Koagulacja jest to proces
rozdzielania sie faz rozproszonej i rozpraszajgcej uktadu koloidalnego. Substancja

wytracajaca sie z roztworu (zolu) nosi nazwe Zelu. Proces odwrotny - przejscie



zelu w zol - jest nazywany peptyzacja. Dla hydrofilowych koloidéw biatkowych
przy pH mniejszym od punktu izoelektrycznego czasteczki nabierajg charakteru
coraz silniej zjonizowanego kwasu wielokationowego. W roztworach o pH
wiekszym od punktu izoelektrycznego czasteczka biatka zachowuje sie jak kwas,
oddajac protony H* i stajac sie coraz silniej zjonizowang zasadg wieloanionowa.
Przy wysokim pH wszystkie grupy karboksylowe sa zdysocjowane, a grupy
aminowe s3 niesprotonowane, przy niskim zas pH sytuacja jest odwrotna, cofnieta
jest dysocjacja grup kwasowych, a grupy aminowe wystepuja w postaci jonéw
NHs+. tadunek czgsteczki biatka zalezy wiec od pH roztworu.
Punkt izoelektryczny dla réznych biatek jest inny, np. dla pepsyny wynosi
1,0; dla albuminy z jaj - 4,6; kazeiny - 4,7; globuliny mleka - 5,2; hemoglobiny
6,8; trypsyny - 10,5. Punkt izoelektryczny biatka mozna wyznaczy¢
doswiadczalnie. Jedna z metod oparta jest na oznaczeniu rozpuszczalnosci biatka

w buforze o r6znym pH.

Punkt izoelektryczny [pl, pH(I)] - warto$¢ pH, przy ktérej populacja
czasteczek amfolitycznych, tj. posiadajacych kationowe i anionowe grupy
funkcyjne (np. aminokwasy biatkowe), zawiera Srednio tyle samo tadunkow
dodatnich co ujemnych, na skutek czego tadunek catkowity catej populacji wynosi
zero. Stezenie jonu obojnaczego przyjmuje wtedy maksymalng wartos¢, a stezenia
form anionowej i kationowej majg jednakowe, minimalne stezenie. W przypadku

zwigzkow stabo rozpuszczalnych wystepuja wtedy tez niezdysocjowane czgsteczki.

Sytuacja taka moze mie¢ miejsce w dwoch przypadkach:
“* wroztworze istniejg wytgcznie jony obojnacze (tzw. zwitterjony)

% wroztworze istnieje taka sama liczba anionéw i kationéw

Populacje réznych form glicyny w zaleznosSci od pH roztworu. Zielona linia
wskazuje punkt izoelektryczny.
GlyHz2: HsN+CH2COOH
GlyH: HsN+CH2C00~
Gly: H2NCHCOO~-
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Pomiar lepkosci kinematycznej - bardzo ostroznie !!!!

= czysty i suchy lepkos$ciomierz napetni¢ probka
przez rurke nr 1 (unikajac tworzenia sie
pecherzykow powietrza) w taki sposoéb, aby po
ustawieniu przyrzadu w pozycji pionowej poziom
menisku cieczy znajdowat sie pomiedzy kreskami
M3iM4

* napetniony  lepkoS$ciomierz umiescic¢ w
termostacie do czasu osiagniecia temperatury
oznaczania (40 °C); ok. 30 min

" po tym czasie zassa¢ probke do wysokosci
zbiornika nr 4, przy Sci$le zamknietej palcem
rurce nr 2 zassa¢ badang ciecz (w tym celu nalezy

na rurke nr 3 natozy¢ waz gumowy i potaczy¢ go

z pompka wodng)
* nastepnie odiaczy¢ od prézni rurke nr 3 i otworzy¢ rurke nr 2, a kiedy ciecz
zacznie spltywac¢ zmierzy¢ czas, w ktdrym menisk cieczy przesunie sie od
kreski M1 do M2. pomiar czasu przeptywu prébki powtarza¢ do otrzymania

poréwnywalnych wynikéw



Lepkos¢ kinematyczna:

v=CT

gdzie: v - lepko$¢ kinematyczng, c - stata kapilary mm?/s?, t - S$rednia

arytmetyczna czasu przeptywu badanego produktu, s

Lepko$¢ dynamiczna:

v=n/p

gdzie: v - lepko$¢ kinetmatyczna 1 - lepko$¢ dynamiczna p - gestos$¢

SPRZET I ODCZYNNIKI

- wiskozymetr Ubbeholde’a,

- stoper,

- pehametr,

- elektroda zespolona,

- zlewka 50 cm3 - 1 szt,,

- zlewka 250 cm3 - 1 szt,,

- kolba Erlenmayera 200 cm3 - 1 szt,,
- pipeta wielomiarowa 10 cm3 - 4 szt.,
- pipeta jednomiarowa 25 cm3 - 1 szt,,
- zelatyna,

- CH3COOH 0.1 mol/dms3,

- CH3COONa 0.1 mol/dm3,

- NaH2P04 0.1 mol/dm3,

- NazHPO4 0.1 mol/dm3,



WYKONANIE POMIAROW

Przygotowanie roztworu Zelatyny

1. Odwazy¢ 4 gramy Zelatyny, umiesci¢ ja w kolbce Erlenmayera i doda¢ 200 cm3

wody.

2. Umiesci¢ kolbke w gorgcej wodzie i rozpuscic¢ zelatyne.

3. Ostudzi¢ roztwor zelatyny.

Przygotowanie roztworu Zelatyny w buforze i pomiary pH

4. Przygotowa¢ w zlewce o pojemnosci 50 cm3 roztwér buforowy o sktadzie

podanym w tabeli 1.

5. Zmierzy¢ pH przygotowanego roztworu buforowego.

6. Do roztworu buforowego doda¢ 25 cm? roztworu Zelatyny.

Pomiary lepko$ci wiskozymetrem Ubbeholde’a

7. W wiskozymetrze Ubbeholde’a umiesci¢ przygotowany buforowany roztwor

zelatyny

8. Dwukrotnie zmierzy¢ lepkos$¢ za pomocg wiskozymetru

9. Czynnosci z punktow 4-8 powtorzy¢ dla kolejnych roztworéw buforowych

o sktadzie podanym w tabeli 1.

Tabela 1. Sktad roztwordw buforowych.

Nr buforu

Roztwoér 1

Roztwor 2

1

CH3COOH 23 cm3

CH3COONa 2 cm3

CH3COOH 20 cm3

CH3COONa 5 cms3

CH3COOH 12 cm3

CH3COONa 13 cm3

CH3COOH 7 cm3

CH3COONa 18 cm3

CH3COOH 2 cm3

CH3COONa 23 cm3

NaH2PO4 20 cm3

NazHPO4 5 cm3

N O G B W N

NaH2P0O4 8 cm3

NazHPO4 17 cm3




OPRACOWANIE WYNIKOW

1. Obliczy¢ srednie wartosci lepkosci z wiskozymetru.

2. Wyniki umiesci¢ w tabeli 2:

Tabela 2. Wyniki pomiaréw i obliczen.

Nr roztworu | pH roztworu | Lepkos$¢ roztworu

[] [Pa-s]

N| O U1 B W N

4. Narysowac wykres zaleznosci lepkosci koloidu od pH roztworu n=f(pH).

5. Z minimalnej wartoSci na krzywej na wykresie odczyta¢ warto$¢ pH punktu

izoelektrycznego dla roztworu koloidalnego Zelatyny.

6. Wyjasni¢ przyczyny wptywu wartosci pH na lepkos$¢ roztworéw koloidalnych.
Napisa¢ reakcje dysocjacji grup kwasowo-zasadowych wystepujacych

w czasteczkach biatek.

7. Na podstawie literatury napisac¢ petng charakterystyke zelatyny jako koloidu.

ZAGADNIENIA TEORETYCZNE
- charakterystyka i rodzaje koloidow,

- budowa czastek koloidalnych,



metody otrzymywania koloidow,
wlasciwosci elektryczne koloidéw,
wtlasciwosci optyczne koloidéw,
koagulacja koloid6w,

wlasciwosci ochronne koloidow,
zele i ich wtasciwosci,

metody pomiaru lepkoSci cieczy,
punkt izoelektryczny,

zrodta tadunku elektrycznego koloidow.



