M7. WYZNACZANIE PUNKTU IZOELEKTRYCZNEGO ZELATYNY
METODA WISKOZYMETRYCZNA
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wyznaczanie, pomiar lepkosci, lepkos¢ dynamiczna, lepkos¢ kinematyczna

Wstep

Zelatyna jest naturalnie wystepujacym biatkiem. Odgrywa kluczowa role w medycynie i
farmacji ze wzgledu na swoje unikalne wtasciwosci fizykochemiczne, biokompatybilnos¢
oraz biodegradowalno$¢. Jest stosowana w wielu produktach i procedurach, zaréwno
jako substancja pomocnicza, jak i aktywny sktadnik (produkcja kapsutek, nosnik
substancji leczniczych, materialy opatrunkowe, inzynieria tkankowa, suplementy diety,
diagnostyka i badania laboratoryjne).

Punkt izoelektryczny (pI) to warto$¢ pH, przy ktoérej czasteczka amfoteryczna, taka jak
biatko, posiada zerowy tadunek netto. Punkt izoelektryczny Zelatyny zalezy od proporcji
zasadowych i kwasowych aminokwaséw w jej strukturze. Przecietny punkt
izoelektryczny Zelatyny mieSci sie w zakresie pH 4,7-5,2, co wynika z obecnosci takich
aminokwaséw jak glicyna, prolina, hydroksyprolina oraz kwasy: glutaminowy i
asparaginowy.

Moze zachowywac sie zar6wno jak kwas (oddajac protony), jak i jak zasada (przyjmujac
protony).

pH < pl - Zelatyna posiada tadunek dodatni, poniewaz grupy aminowe (-NH,) ulegaja
protonowaniu do formy -NH3*,

pH = pl - suma tadunkéw dodatnich i ujemnych w czasteczce jest réwna zeru,

pH > pl - Zelatyna posiada tadunek ujemny, poniewaz grupy karboksylowe (-COOH) traca
protony, tworzac formy -COO™.

Jednym z prostych sposobéw wyznaczania punktu izoelektrycznego (pl) Zelatyny jest
metoda wiskozymetryczna. Opiera sie na pomiarze lepkosci roztworu zelatyny w ré6znych
wartos$ciach pH. Statg, okreslong warto$¢ pH roztworu otrzymuje sie dzieki roztworowi
buforowemu. W punkcie izoelektrycznym zelatyny jej czasteczki posiadajg zerowy
tadunek netto, co minimalizuje oddziatywania elektrostatyczne, a w konsekwencji
prowadzi do spadku lepkosci roztworu.

Roztwory buforowe to mieszaniny, ktére utrzymuja wzglednie state pH nawet po dodaniu
niewielkich ilo$ci mocnego kwasu lub zasady. Ich dziatanie opiera sie na obecnosci
stabego kwasu i jego soli z mocng zasada (lub odwrotnie), ktore tworzag rdéwnowage
chemiczng zdolng do neutralizowania dodanych jonéw wodorowych (H*) lub
wodorotlenkowych (OH™).

Mechanizm dziatania roztwordw buforowych mozna schematycznie opisac:

Dodanie kwasu (jonéw H™):
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e Jony H*reaguja ze sprzezong zasada (A~), zwiekszajac stezenie czgsteczek stabego
kwasu (HA).

e Dzieki temu wzrost stezenia Ht* w roztworze jest minimalny, a pH zmienia sie
nieznacznie.

Dodatek zasady (jon6w OH"):

e Jony OH- reaguja z jonami H+ tworzgc wode i zmniejszajgc ich stezenie. Wéwczas
réwnowaga przesuwa sie w strone dysocjacji stabego kwasu (HA), co uzupetnia
brakujace jony H+.

Obliczanie pH roztworu buforowego opiera si¢ na rOwnaniu Hendersona-Hasselbalcha:

HA]
[47]

pH = pK, + log [ (M7-1)

Gdzie:

pH - warto$¢ pH roztworu,

pK,- ujemny logarytm dziesietny statej dysocjacji kwasu (K,),
[A’] - stezenie anionu, sprzezonej zasady stabego kwasu,

[HA] - stezenie niedysocjowanego stabego kwasu.

W tym ¢wiczeniu korzysta¢ bedziemy z buforu octanowego, w ktérego sktad wchodza
kwas octowy i octan sodu.

Pomiaru lepkosci dokonywaé¢ bedziemy Kkorzystajac z wiskozymetru Ubbelohdego.
Pomiaru lepkosci dokonuje sie mierzac czas przeptywu cieczy przez kapilare o znanej
grubosci. Im lepko$¢ roztworu jest wieksza, tym czas przeptywu bedzie dtuzszy. Lepkos¢
roztwordw silnie zalezy od temperatury, dlatego tez pomiaréw dokonuje sie w statej,

kontrolowanej temperaturze.

Rysunek M7-1 Schemat wiskozymetru Ubbelohdego
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Wspétczynnik dyfuzji zalezy od osrodka, w ktérym dyfuzja przebiega mianowicie dla
uktadow gazowych bedzie charakteryzowat sie najwieksza wartoscig, gdyz tam

Wykonanie ¢wiczenia
Celem ¢wiczenia jest wyznaczenie punktu izoelektrycznego Zelatyny na podstawie
lepkosci jej wodnych roztworéw w réznych pH.
e Przygotuj 250g 1% roztworu zelatyny w wodzie.
o Oblicz jakg mase zelatyny i wody nalezy zmieszac

o Przygotuj roztwor, delikatnie go podgrzewajac az do catkowitego
rozpuszczenia

o Schtodz otrzymany roztwor

e Wspdlnie z Prowadzacym ustaw temperature termostatu na 25 °C i uruchom
pompe. Pozostaw termostat, aby temperatura w nim mogta sie ustabilizowac.

e Przygotuj 6 roztworéw buforu octanowego o objetosci 100 ml i pH zmieniajacym
sie co 0,5 w zakresie 3,5 do 6,0

o Korzystajac ze wzoru Hendersona-Hasselbalcha oblicz, ile kwasu octowego
i octanu sodu nalezy zmiesza¢, wyniki obliczen zapisz w Tabeli M1-1.

o Podpisz kolbki, w ktérych beda przygotowane roztwory
o Zmieszaj odpowiednie ilo$ci roztwor6w kwasu octowego i octanu sodu
e Sprawd? i zanotuj statg K wiskozymetru

e Przeptucz wiskozymetr: napetnij go woda, nastepnie usun ja przy pomocy pompy
wodnej

e Zmieszaj roztwor Zelatyny z roztworami buforowymi o réznych pH w stosunku
1:1, podpisz kolbki.

e UmieS¢ przygotowane roztwory (zelatyna w buforze) w misie termostatu.
e Procedure powtoérz dla wszystkich roztworow
e Wykonaj pomiary niezbedne do wyznaczenia gestosci roztworow:

o Umie$¢ na wadze czystg, suchg zlewke

o Wytaruj wage

o Pobierz 20 cm3 badanego roztworu i przenie$ do zlewki

o Odczytaj i zanotuj mase pobranego roztworu

o Zmierz czas przeptywu tego roztworu przez kapilare wiskozymetru (patrz
kolejny punkt)

e Pomiar czasu przeptywu cieczy przez kapilare wiskozymetru:
o Przeptucz wiskozymetr dwukrotnie matg iloscig badanego roztworu

o Do ramienia A wiskozymetru wprowadzZ badang ciecz tak, aby jej poziom
ustalit sie pomiedzy kreskami 3-3 na ramieniu A wiskozymetru
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Za pomoca pompki zaciggnij ciecz az do zbiornika C nieco powyzej linii 1
(zatykajac jednoczes$nie wylot ramienia B).

Pozwdl na swobodne opadanie cieczy, zwalniajac wszystkie otwory
wiskozymetru

Zmierz czas opadania menisku od kreski 1 do kreski 2.
Pomiar powtorz 3-krotnie. Wyniki zapisz w tabeli 1

Jesli kolejne wyniki dla danego stezenia malejg lub rosna, oznacza to, Ze
badana ciecz nie osiggnela jeszcze zadanej temperatury. Nalezy wowczas
odczekac kilka minut i powt6rzy¢ pomiary.

Po zakonczeniu pomiaru jednego roztworu - usun go z wiskozymetru przy
pomocy pompy wodnej

PrzejdZ do pomiaréw dla kolejnego roztworu (zacznij od pomiaréow
gestosci! Patrz poprzedni podpunkt)

Wyniki zanotuj w Tabeli M1-2.

Tabela M7-1 Przygotowanie roztworéw buforowych

pPH

ka Vsoli

3,5

4

4,5

5

55

6

Tabela M7-2 Wyniki pomiaréw

DPH

mdia ty ty t3 Lsrednie
V=20cm?

3,5

4,5

55
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Opracowanie wynikow

e Oblicz warto$c¢ lepkosci dynamicznej (1)

¢ Oblicz gestosci otrzymanych roztworéw

e Znajac gesto$¢ roztworu oblicz warto$¢ lepkos$ci kinematycznej (v)
o Wykresl zalezno$¢ v = f(pH)

e Odczytaj z wykresu warto$¢ punktu izoelektrycznego bedaca minimalng wartos$cia
z otrzymanych danych.

e Pordéwnaj otrzymang wartos¢ punktu izoelektrycznego z wartos$cia literaturowa.
Literatura

doi: 10.1021/ed040p468

M7. WYZNACZANIE PUNKTU IZOELEKTRYCZNEGO ZELATYNY METODA WISKOZYMETRYCZNA 34



