Cwiczenie 13. Wyznaczanie ladunku koloidu metoda elektroforezy swobodnej. Elektroforeza
biatek

Uktady koloidalne to niejednorodne fizycznie mieszany sktadajace si¢ z dwoch faz, z ktorych
jedna jest rozproszona w drugiej. Srednica czasteczek rozproszonych jest rzgdu 1 — 200 nm (10A —
2000A), a nawet dochodzi do 1 um (czastki wigksze niz 500 nm wystepuja w zawiesinach). Zatem sg
one przynajmniej 10 + 2000 razy wigksze od czastek razy rozpraszajacej, ktorych rozmiary zwykle
wyrazone sg w angstremach (1 A = 0,1 nm). Koloidy s3 bardzo powszechne w przyrodzie. Nalezg do
nich m.in.: wszelkiego rodzaju zanieczyszczenia znajdujace si¢ w wodzie, mleko (kropelki biatka
i thuszczu w wodzie), masto (koloid wody w tluszczu), roztwory biatek, galarety, dymy uwalniane
podczas spalania, mgly (zawiesina kropel wody lub lodu w powietrzu) itp. Biorac pod uwage
rozpowszechnienie koloidow w organizmie czlowieka mozna stwierdzi¢, ze ,,organizm ludzki
rozpatrywany z punktu widzenia pewnych jego wlasciwosci jest roztworem koloidalnym o réznych
stanach skupienia”. Koloidy stanowig r6znego rodzaju substancje biatkowe, buduja wlosy, paznokcie,
skore, wigzadta itd. Rowniez krew z punktu widzenia fizyko-chemii jest uktadem koloidalnym, bowiem
mamy mndstwo elementow morfotycznych (komorek) zawieszonych w fazie ptynnej okreslanej
mianem osocza. Samo osocze krwi, ktore jest mieszaning kilkunastu rozpuszczonych biatek w wodzie,
jest takze roztworem koloidowym (zol). Odmienne wilasciwosci chemiczne i fizyczne koloidow
sprawiaja, ze ich znajomos¢ jest niezwykle istotna aby unikng¢ popetnienia przypadkowych biedoéw
podczas wykonywania oznaczen w materiale pobranym do diagnostyki laboratoryjne;j.

Substancje bedace koloidami wykorzystywane sa takze w farmacji czy kosmetologii.
Przyktadowo koloidalny chlorek srebra czy koloidalny protargol (organiczny kompleks srebra z
biatkiem) maja efektywniejsze wiasciwosci bakteriobdjcze oraz grzybobdjcze, a ponadto wykazuja
mniej dziatan niepozadanych niz inne zwigzki zawierajace rozpuszczalne sole srebra. Wiele lekow
dostarczanych jest do organizmu za pomoca inhalatorow, a powszechnie stosowane w leczeniu astmy
czy przewleklego zapalenia oskrzeli - aerozole sg przeciez uktadami koloidalnymi. Kolejna grupe
substancji koloidalnych wykorzystywanych w farmacji i kosmetologii stanowig emulsje, zwigzki
wielkoczasteczkowe czy polimery. Emulsje jako zdyspergowane uktady wodno-olejowe umozliwiaja
taczenie substancji o roznej rozpuszczalnosci i dostarczenie substancji aktywnych w glab skory czy do
miejsca dziatania.

Znanych jest wiele sposobow podziatu koloidow, ze wzgledu na stan skupienia obu tworzacych
je sktadnikow, uktady koloidalne zostaty podzielone w sposob przedstawiony w tabeli 1. Wyr6zniamy
zarowno koloidy o gazowym o$rodku rozpraszajacym, jak rowniez ciektym czy statym. Rowniez faza
rozproszona moze stanowi¢ rozne stany skupienia, skad uzyskujemy szereg kombinacji — jedynie uktad
sktadajacy sie z gazow jako substancji rozpraszajacej i rozpraszanej nie stanowi koloidu.

Najbardziej rozpowszechnione sa uktady koloidalne o cieklym osrodku dyspersyjnym, zwane
roztworami koloidalnymi, liozolami lub zolami. Jezeli osrodek dyspersyjny jest woda, zwane sa

hydrozolami, jezeli alkoholem - alkozolami, jezeli benzenem - benzenozolami itd.



Tabela 1. Podziat koloidow wg Ostwalda.

faza faza rodzaj
. . przyklady
rozproszona rozpraszajaca koloidu
gaz gaz nieistniee | e
. aerozole . .
ciecz az . mgta, leki w postaci aerozolu
g ciekle gtd, P
. leki w postaci aerozoli, pyt
ciato state gaz aerozole stale wp 20" BY
mikrokrysztatow
gaz ciecz piana piana mydlana
ciecz ciecz emulsja mleko
cialo state ciecz zole koloidalne srebro w wodzie
gaz ciato state piany trwale pumeks
. . : mineraty z zaokludowanymi cieczami,
ciecz cialo stale emulsja stala
opale
ciato stale cialo stale zole state szklo rubinowe

Inny rodzaj klasyfikacji koloidow stosuje sie z wzgledu na powinowactwo fazy rozpraszajacej
do rozpraszanej, i wtedy uktadéw koloidalne dzieli sie na:
- liofilowe (hydrofilowe jesli fazg rozpraszajaca jest woda), w ktorych czastki fazy rozproszonej
wykazuja powinowactwo do fazy rozpraszajacej, tacza si¢ z czasteczkami osrodka dyspersyjnego w
procesie solwatacji i zostaja przez to utrwalone np.: biatka (zelatyna, insulina), guma arabska. Gdy
czasteczki liofilowego zolu zwigza calg faze rozpraszajaca, powstaje potsztywna, galaretowata masa
zwana zZelem (czastki koloidalne stykaja si¢ lub tacza si¢ ze soba w wielu punktach, tworzac strukture
sieci przestrzennej, ktora rozprzestrzenia si¢ w calej objetosci substancji uniemozliwiajac swobodne
przemieszczanie si¢ czasteczek fazy rozpraszajacej).
- liofobowe (hydrofobowe jesli osrodkiem rozpraszajacym jest woda), w ktorych czastki fazy
rozproszonej nie otaczaja si¢ czastkami fazy rozpraszajacej, a czynnikiem stabilizujacym jest tadunek
elektryczny zaadsorbowany na ich powierzchni np.: hydrozole metali oraz ich siarczkoéw
i wodorotlenkow. Réznice pomigedzy koloidami liofilowymi a liofobowymi przedstawiono w tabeli 2.

Z kolei Zsigmondy dokonat podziatu koloidow obserwujac pozostato$¢ po usunieciu osrodka
rozpraszajacego. W klasyfikacji tej wyrdzniamy koloidy odwracalne (sucha pozostato$é¢ przechodzi
z powrotem do roztworu pod dziataniem fazy rozpraszajacej) oraz nieodwracalne (nie tworza roztworu
po zetknieciu wysuszonej fazy rozproszonej z osrodkiem rozpraszajacym). Z reguty odwracalnymi sa

wszystkie koloidy liofilowe, a nieodwracalnymi liofobowe.

Otrzymywanie ukladéw koloidalnych moze by¢ prowadzone na rdézne sposoby, ktore

generalnie dzielimy na dwie grupy metod. Metody dyspersyjne polegaja na rozdrobnieniu wielkich
czastek okreslonej fazy, az do osiagnigcia wielkos$ci charakterystycznej dla koloidow. Stosuje si¢ w tym
celu rozdrobnienie mechaniczne w szybkoobrotowych mtynach koloidalnych, rozpylanie w tuku
elektrycznym, dziatanie fal ultradzwigkowych itp. Natomiast metody kondensacyjne sprowadzaja si¢ do
laczenia malych czasteczek w zespoly koloidalne. Mozna to osiggnal poprzez zmniejszenie
rozpuszczalno$ci np.: powolne wlewanie do wody nasyconego roztworu siarki w alkoholu daje hydrozol

siarki, lub przeprowadzajac reakcj¢ polimeryzacji.



Tabela 2. Wiasciwosci koloidow liofilowych i liofobowych.

Wiasciwosci

Koloidy liofobowe

Koloidy liofilowe

otrzymywanie

metodami dyspersji lub kondensacji

przez rozpuszczanie

struktura czasteczek

przewaznie zespoly zwyklych
czastek

makroczgsteczki

stezenia fazy rozproszone;j

na ogodt nieznaczne

moze by¢ duze

ruchy Browna

wystepuja wyraznie

czesto bardzo niewyrazne

efekt Tyndalla

wyrazny

niewyrazny

barwa uktadu

czesto zabarwione

najczesciej bezbarwne

tadunek elektryczny

czastki zawsze natadowane

tadunek nieznaczny lub jego brak

lepkos¢

nieznaczna

Znaczna

tworzenie piany

nie tworza piany

tatwo tworzg piang

wrazliwo$¢ na dzialanie
elektrolitu

koaguluja pod wptywem matych
stezen elektrolitu

mata wrazliwo$¢, pod wptywem
duzych stgzen ulegaja wysalaniu

wrazliwo$¢ na dzialanie
srodkéw dehydratujgcych

nieznaczna, wystepuje dopiero przy
duzych stezeniach

przy duzych stezeniach znaczna

koagulacja

nieodwracalna

odwracalna

czynnik determinujacy
trwato$¢ koloidow

sily oddziatywania
elektrostatycznego (fadunek)

otoczka solwatacyjna

Oczyszczanie koloidow ma na celu uwolnienie tych uktadow od domieszek elektrolitow, ktore

to moga wpltywac na ich destabilizacj¢ i podziat na dwie odrebne fazy. Jedng z metod oczyszczania

koloidow jest dializa, polegajgca na tym, iz do naczynia z czystym rozpuszczalnikiem wprowadza si¢

zol umieszczony w worku dializacyjnym wykonanym z btony polprzepuszczalnej. Substancje

0 rozdrobnieniu czasteczkowym (elektrolity) przechodza swobodnie przez membrang (btong) do

zewngtrznej cieczy i moga by¢ w ten sposob usunigte z koloidu, zwlaszcza gdy ciecz zewngtrzna bedzie

wymieniana w sposob ciagly. Poniewaz czasteczki koloidow sg znacznie wigksze nie mogg przenikaé

przez btong i pozostajg wewnatrz worka dializacyjnego. a)

Proces przechodzenia czasteczek odbywa si¢ do
momentu wyréOwnania si¢ ich stgzen po obu stronach
membrany. Aby wigc dializa zachodzita efektywnie —

co pewien czas rozpuszczalnik zewngtrzny powinien

by¢ wymieniany.

Dializ¢ mozna tez prowadzi¢ w polu elektrycznym

b)

. membrana

///(blona potprzepuszczalna)
v.\ l
s d e

(elektrodializa), gdzie jony moga by¢ usuwane przez polprzepuszczalne membrany jonowymienne zas

sila napedowa jest roznica potencjatu elektrycznego (przylozone napigcie). Oczyszczanie koloidow

mozna tez przeprowadzi¢ stosujac filtracje w warunkach obnizonego cis$nienia (ultrasqczenie), gdzie

stosuje si¢ sgczki o odpowiednich porach lub prowadzac wymiang jonowa z udziatem jonitow.



Uklady koloidalne moga by¢ poddawane pewnym procesom, do ktorych naleza:

- - koagulacja — skupianie si¢ czastek koloidalnych w wigksze agregaty widoczne gotym okiem, co
prowadzi do wytracanie si¢ ich z roztworu. Koagulacja polega na zmniejszeniu si¢ stopnia dyspersji
uktadoéw koloidalnych, a wigc na taczeniu sie czastek fazy rozproszonej w wicksze zespoty w wyniku
obnizania tadunku elektrycznego powierzchni czastki koloidalnej (lub niszczenia otoczki
solwatacyjnej). Podczas koagulacji zole przechodza w zele (usieciowane koloidy) lub osady. Koagulacja
moze by¢ odwracalna i nieodwracalna. Odwracalna jest wowczas, gdy zel mozna z powrotem
przeprowadzi¢ w zol (okreslamy to zjawisko mianem peptyzacji).

- - peptyzacja — zjawisko przechodzenia skoagulowanego osadu ponownie w stan roztworu
koloidalnego. Peptyzacja polega na usunigciu z osadu zaadsorbowanych jonow koagulujacych (czastki
koloidalne odzyskuja swoj pierwotny tadunek i ponownie zaczynaja si¢ odpycha¢) na skutek dodania
rozpuszczalnika lub elektrolitu, wstrzgsow mechanicznych (tiksotropia) lub podgrzania.

- - wysalanie — wywotanie koagulacji poprzez dziatanie na koloidy st¢zonymi roztworami soli (mocnych
elektrolitow). Do wysalania koloidéw szczegdlnie dobrze nadajg si¢ sole o jonach ulegajacych silnej
hydratacji, tatwo rozpuszczalne i 0 wyzszej wartosciowos$ci, np. MgSOa, ale takze (NH)2SO4 i Na2SO..
Zdolno$¢ wysalajaca zalezy od charakteru zaréwno kationu jak i anionu a takze od ich promieni
jonowych

- - denaturacja biatka — zmiana struktury czasteczkowej biatka, przy ktorej trwale zmieniajg si¢ jego
wlasciwosci biologiczne, chemiczne i fizyczne. Zachodzi ona pod wplywem podwyzszonej
temperatury, kwaséw, zasad, metali cigzkich czy promieniowania jonizujacego (nieodwracalna

koagulacja),

Wiasciwosci koloidéw mozna podzieli¢ w nastepujacy sposéb:

a) wlasciwosci mechaniczne

- ruchy Browna — beztadne ruchy wykonywane przez czastki koloidalne. Sa one niezalezne od
czynnikéw zewnetrznych, sa wynikiem termicznych ruchow czastek fazy rozpraszajacej, ktore
zderzajac si¢ na swej drodze z wigkszymi od siebie czasteczkami fazy rozproszonej, wprawiaja je
w chaotyczny ruch postepowy lub obrotowy,

- dyfuzja —ruch czastek od stezenia wiekszego do mniejszego w celu wyrownania stezen. Wspotczynnik
dyfuzji okresla szybkos¢ dyfuzji przez jednostkowg ptaszczyzne przekroju i przy jednostkowym
gradiencie stezenia. Jego wielkos¢ zalezy od promienia dyfundujacej czastki oraz od lepkosci
srodowiska 1 temperatury, przy zalozeniu, ze czastka ma ksztalt kulisty. Wspotczynnik dyfuzji
uktadow koloidalnych jest maty, niewielka jest wigc takze szybko$¢ dyfuzji. Badania dyfuzji
w roztworach koloidalnych pozwalajg na okreslenie promienia ich czastek i masy molowej koloidu,

- sedymentacja — opadanie czgstek koloidalnych pod wptywem sity ciezko$ci. Szybko$¢ sedymentacji
zalezy od rozmiarow czastek oraz roéznicy gestosci osrodka rozpraszajacego i rozproszonego, przy

czym czastki wigksze opadajg szybciej niz mniejsze,



- ci$nienie osmotyczne — wielko$¢ cisnienia osmotycznego roztwordw koloidalnych jest mata, poniewaz
ilos¢ czastek koloidalnych w jednostce objetosci jest mata, a warto§¢ cisnienia zalezy od ilo$ci
czastek (stezenia). Dodatkowo czastki koloidalne, w przeciwienstwie do elektrolitow nie ulegaja
dysocjacji w wodzie co sprawia ze liczba czastek osmotycznie czynnych jest nizsza niz w
roztworach wodnych elektrolitow.

- rownowaga Donnana — stan réwnowagi pomigdzy dwoma roztworami elektrolitow przedzielonymi
btong potprzepuszczalng jest inny w obecnos$ci koloidu niz w nieobecnosci. Obecnos¢ koloidu
zmienia rozklad stezenia elektrolitu po obu stronach blony, mimo ze jony elektrolitu moga
swobodnie wedrowa¢ przez btone. W obecnosci koloidu blona zachowuje si¢ tak, jakby
przepuszczata jony tylko w jednym kierunku, a przeszkadzata ich przeptywowi w przeciwnym

kierunku. Jak pokazano na ryc. jony koloidalne (biatkowe) beda ograniczaty wedrowke aniondw,

= Membrana)

'
@
@

wigc w porownaniu do roztworu po drugiej stronie

bedzie ich mniej wewnatrz komorki. Jednocze$nie
mozna tez zauwazyC wigksze stezenie kationow w
komorce. Zjawisko rownowagi Donnana wystepuje w
komoérkach i tkankach roslin i zwierzat. Koloidy

dysocjujace na jony wywieraja wpltyw na wedrowke

jonoéw soli wbrew cisnieniu osmotycznemu. Sole nie
posiadajgce wspdlnego jonu z koloidami rowniez ulegaja @
jego wptywowi i dyfundujg przez blong silniej w jednym @

. . ., . Ptyn zewnatrzkomorkowy Cytoplasma
kierunku, gromadzac si¢ nieréwnomiernie po obu

stronach blony.

b) wiasciwosci optyczne

- efekt Tyndalla — rozmiary czastek koloidowych powodujg, ze $wiatto przepuszczone przez uktad
koloidalny ulega ugigciu i czg¢§ciowemu rozproszeniu na czgstkach koloidalnych. Wystepuje
wowczas zjawisko Tyndalla, polegajace na tym, ze przepuszczony przez roztwor koloidu strumien
$wiatla obserwowany z boku tworzy jasna opalizujaca smuge zwang stozkiem Tyndalla. Pomiary
natezenia Swiatta rozproszonego przez uktad koloidalny

) ) o roztwor rzeczywisty koloid
wykorzystuje si¢ do oznaczania liczby czastek danego o

- e—
uktadu koloidalnego (jego st¢zenia). Wykonuje si¢ je ‘ 3=t ‘

przy pomocy nefelometréw. Metody te nalezg do metod
turbidymetrycznych  (bazujacych na  pomiarze
zmetnienia probki). Rozproszona czgsé \" |/J \ )
promieniowania mozna tu uwaza¢ za zaabsorbowang

przez roztwor, zatem do zjawiska tego mozna stosowac prawo Lamberta-Beera.



c) wlasciwosdci elektryczne

- tadunek — czastki koloidéw liofobowych adsorbujg jony dodatnie i ujemne z fazy rozpraszajacej,
w wyniku czego uzyskuja odpowiedni tadunek zapewniajacy ich trwatosé. Ilos¢ zaadsorbowanych
jondw moze si¢ zmienia¢ w zaleznosci od sposobu otrzymywania koloidu. Czastki koloidow
liofilowych (np.: biatka, skrobia) sa takze obdarzone tadunkiem elektrycznym. Jego zrédlem jest
kwasowa lub zasadowa dysocjacja czasteczki, o czym $§wiadczy zmiana tadunku takiej czastki pod
wplywem zmian pH $rodowiska,

Istnienie tadunku elektrycznego czastki koloidalnej jest bezposrednig przyczyng charakterystycznych

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

elektrycznym. Elektroforeza polega na ruchu czastek koloidalnych w polu elektrycznym ku jednej

z elektrod. Kierunek poruszania si¢ czastek jest zalezny od znaku ich tadunku, a szybko$¢ od rozmiaréw

czastek. Natomiast elektroosmoza zwigzana jest z ruchem czasteczek osrodka dyspersyjnego (cieczy)

pod wplywem przylozonego pola elektrycznego.

W ninigjszym ¢wiczeniu mozna zaobserwowa¢ jak odpowiednie dodawanie odczynnikow
powoduje wytwarzanie odpowiednio natadowanych czastek. Uwidacznia si¢ to wyraznie na przyktadzie
otrzymywania hydrozoli jodku srebra. Jezeli do nadmiaru rozcienczonego roztworu KI dodaje si¢
roztwor AgNOs, to otrzymuje si¢ ujemnie natadowany hydrozol Agl, stabilizowany przez jony jodkowe
(I tworzace warstwe adsorpcyjng (wewnetrzng). W warstwie adsorpcyjnej znajdzie sie rowniez
niewielka liczba jonéw potasu. Jony jodkowe sg bardzo dobrze adsorbowane, gdyz jony te wystepuja
w sieci krystalicznej wytracanej soli, natomiast jony potasu sa adsorbowane wskutek wystepowania
duzego ujemnego tadunku elektrycznego czastki. Niewielka liczba zaadsorbowanych jondéw potasu nie
zmienia wypadkowego znaku tadunku czastki. Cze$¢ miceli ztozong z jadra (rdzenia), ktére stanowi w
omawianym przykladzie aglomerat krystalicznego Agl oraz warstwy adsorpcyjnej nosi nazwe granuli.
Ujemny fadunek granuli powoduje powstanie przestrzennego tadunku o przeciwnym znaku (warstwy
dyfuzyjnej), zawierajacej przede wszystkim jony potasu. Budowe miceli hydrozolu jodku srebrowego
otrzymanej w wyniku wytracenia Agl w nadmiarze KI przedstawiono schematycznie na rys. 4. Tak
otrzymana czastka koloidalna bedzie wedrowa¢ w polu elektrycznym do elektrody dodatniej. Warstwa

dyfuzyjna ulega deformacji, a w skrajnych

warstwa dyfuzyjna

przypadkach calkowitemu zniszczeniu w trakcie ruchu
miceli w polu elektrycznym. Granula za$ jest formacja

trwata.

Rys. 4. Budowa miceli koloidalnej. Jgdro miceli jest
otoczone trwale zwiqzang warstwg adsorpcyjng
(glownie zawierajqca jony J i niewielkq ilos¢ K*)
nadajqcg czgsteczce koloidalnej tadunek, ktorg otacza
dalej rozmyta warstwa dyfuzyjna (jony K* i niewielka
ilos¢ J).




Jezeli natomiast do nadmiaru AgNO3z dodawa¢ roztworu KI, to powstanie hydrozol o dodatnio
natadowanych czastkach. Mechanizm ich powstania mozna wytlumaczy¢ tworzeniem si¢ na jadrze
warstwy adsorpcyjnej ztozonej w przewazajacej liczbie z jondw srebra (Ag*) oraz mniejszej liczby
jonoéw azotanowych, potasu i jodkowych. Warstwe dyfuzyjng stanowi¢ beda jony azotanowe znajdujace
si¢ w obszarze oddziatywania elektrostatycznego dodatnio natadowanej granuli. Omawiany hydrozol
przedstawia nastepujacy wzor:

{m (Agl)n Ag"; (n—X) NOs } + x NO3

Dodatnio natadowany hydrozol jodu srebra jest mniej trwaty anizeli hydrozol naladowany ujemnie.

Innym przykladem koloidu wykorzystywanym w ¢wiczeniu jest wodorotlenek zelaza (III).
Dodajac powoli, kroplami roztwér FeCls do wrzacej wody otrzymuje si¢ dodatnio natadowany hydrozol
Fe(OH)s. Jadro miceli stanowi konglomerat powstajacych w wyniku hydrolizy czasteczek wodorotlenku
zelaza (IIT) pochodzacych z niezhydrolizowanego chlorku Zelaza (I1T). Warstwa dyfuzyjna tworzona jest
przez jony chlorkowe. W praktyce budowa i sktad warstw adsorpcyjnej i dyfuzyjnej w przypadku
hydrozolu wodorotlenku zelaza (III) sa bardziej ztozone. Niektorzy badacze twierdza, ze micela jest
stabilizowana przez produkty hydrolizy soli zelaza (IIT): FeO* lub FeOCl-FeO".

Dzigki tadunkowi czastki koloidalne moga porusza¢ si¢ w polu elektrycznym (elektroforeza).
Przyktadowo czastki koloidalne AsSs przesuwajg sie powoli w kierunku elektrody dodatniej, co
$wiadczy o tym, ze micele As»Sz maja na powierzchni tadunek ujemny. Elektroforeze swobodng

obserwowa¢ mozna w aparacie przedstawionym na rys. 5.
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Rys. 5. Aparat do elektroforezy swobodnej: a) po napehlnieniu, przed wilaczeniem pradu, b) po
przeptywie pradu.



Zasadniczg cze$¢ aparatu stanowi U-rurka z dospawang w dolnej czgsci trzecig rurka posiadajaca
zbiorniczek na hydrozol. Rurka ta jest wyposazona w zawor, ktorym mozna dozowa¢ badany hydrozol.
Urzadzenie jest przymocowane do odpowiedniego statywu zapewniajacego jego stabilne ustawienie.
W obydwa ramiona U-rurki wstawia si¢ elektrody podtaczane do zasilacza pradu statego. Przeptyw
pradu (wlaczenie zasilania) powoduje ze czasteczki obdarzone tadunkiem zaczynaja si¢ przemieszczacd

(tadunki dodanie wedruja do elektrody ujemnej, a ujemne do elektrody dodatniej).

Zjawisko elektroforezy znalazto zastosowanie w analityce, zwlaszcza do rozdzielania
i identyfikacji r6znego rodzaju biatek. Biatka w zalezno$ci od pH moga bowiem uzyskiwaé tadunki
i w zaleznosci od posiadanego tadunku moga wedrowaé w kierunku elektrody dodatniej lub ujemnej.
Pierwszg elektroforeze biatek wykonano w aparacie 0 schemacie przedstawionym na ryc. 5. Obecnie
w laboratoriach korzysta si¢ raczej z chromatografii bibutlowej lub proces ten prowadzi si¢ na
odpowiednio przygotowanych zelach (mogg to by¢ tez ptytki pokryte zelem lub inng substancjg).

Obok zjawiska elektroforezy mozemy prowadzi¢ tez zjawisko elektroosmozy, polegajace na
ruchu osrodka dyspersyjnego wzgledem nieruchome;j fazy stalej (rozproszonej). Najczesciej obserwuje
si¢ jg wtedy gdy faza stata jest zwarta i w niewielkim stopniu zdyspergowana. Mozna wigc powiedziec,
ze pelni ona role kapilary/sagczka przez ktora sg przeciskane czastki fazy rozpraszajacej (domyslnie

cieczy) posiadajace tadunek (czyli kationy i aniony).

Wykonanie ¢wiczenia (**%*)

Cwiczenie polega na otrzymaniu hydrozolu jodku srebrowego oraz wodorotlenku zelaza (III), dla

ktérych nastepnie bedzie okreslany znaku tadunku elektrycznego otrzymanych miceli.

Wyznaczanie znaku ladunkow elektrycznych koloidow

A. Napehianie U-rurki.

1. Do srodkowej rurki ze zbiorniczkiem (przy zamknigtym przeptywie do ramion U-rurki) wlaé¢
okoto 50 cm® wczedniej przygotowanego roztworu koloidalnego wodorotlenku zelaza (I1I).
Jezeli w rurce znajduje si¢ powietrze nalezy je usunac tak aby roztwor koloidalny znajdowat si¢
tuz obok kurka regulujacego przeptyw. W tym celu przekrgci¢ kranik, aby zgromadzone
powietrze zostalo wypchnigte przez cisnienie hydrostatyczne wywierane przez shup cieczy
znajdujacej si¢ powyzej. Jezeli poziom roztworu koloidalnego dochodzi do kranu — ustawiamy
go W pozycji zamknigtej, zwracajac uwagg aby w bocznych ramionach u-rurki nie byto roztworu
koloidalnego.

Nastepnie przygotowaé 15-20 cm?® wody destylowanej do ktorej nalezy dodaé pare kropel 0,1 M

roztworu HCl. Zakwaszong wode wlewamy przez jedno z bocznych ramion U-rurki.



2. Powoli otwiera¢ kran, tak aby roztwor koloidalny wolno zaczat wptywac do ramion U-rurki,
powodujac jednocze$nie wypieranie wody. UWAGA: Gwaltowne wprowadzenie koloidu
powoduje wymieszanie sie tego roztworu z elektrolitem i uniemozliwia uzyskanie wyraznej
granicy migdzyfazowej. Odczeka¢ do momentu az poziom cieczy w obu ramionach U-rurki
podniesie si¢ na wysoko$¢ 2-3 cm od wylotu obu ramion. Nastepnie wprowadzi¢ elektrody
(blaszki z podtaczonymi przewodami) do elektrolitu znajdujacego si¢ w obu ramionach U-rurki.

3. Potaczy¢ elektrody z zasilaczem pradu statego. Zaleca si¢ podtgczenie przewodow do kanatu 11
(jeden przewodoéw podtaczamy do gniazda oznaczonego ,,+”, drugi do ,,-””). Pokrettem zasilacza ustawic
napiecie na warto$¢ wyznaczong przez osobe prowadzaca ¢wiczenia (w zakresie 40-100 V).

4. Obserwowac kierunek przesuwania si¢ granicy uktadu koloidalnego. Na podstawie przesuwania
si¢ fazy granicznej okresli¢ czy czastki koloidalne maja tadunek dodatni czy ujemny.

5. Wylaczy¢ prad po 10 minutach i okresli¢ droge (h) przebyta przez migrujace czoto roztworu.
W tym celu najlepiej umiescic¢ za ramionami U-rurki papier milimetrowy i za pomocg pisaka zaznaczy¢
poziom ptybu w jednym i drugim ramieniu. Rownica w wysokosci (1 kratka to 1 mm) pozwoli na
ustalenie drogi jaka pokonaly czastki koloidalne. Na podstawie okreslonej drogi przebytej przez czoto

roztworu obliczy¢ ruchliwo$¢ czasteczek koloidalnych w polu elektrycznym.

Znajac napiecie (U) oraz odleglto$¢ pomiedzy elektrodami (odleglosc, jaka pokonujg natadowane
czastki, pomiedzy elektrodami wynosi I=30 cm) wyliczy¢ natezenie pola elektrycznego (E):
E=Ul gdzie:
U — roznica potencjatu pomig¢dzy elektrodami [V]
| — odlegtos¢ miedzy elektrodami w [cm]
Warto$¢ nat¢zenia pola elektrycznego pozwoli na obliczenie ruchliwosci elektroforetycznej (1) czastek
koloidalnych:
u=VIE
1 — efektywna ruchliwo$¢ czgstek natadowanych w strefie [cm? x V1 x s

Vv — szybko$¢ poruszania si¢ strefy w [cm/s]

Szybko$¢ poruszania si¢ czastek koloidalnych wyliczamy dzielac zmierzong roznice wysokosSci
pomigdzy czotami warstw (h, wyrazona w cm) koloidow w obu ramionach U-rurki i dzielac ja przez
czas (t, wyrazony w sekundach):
v=h/t
6. Po wylaczeniu zasilacza rozmontowaé zestaw 1 przeptuka¢ u-rurke woda destylowang.
Nastepnie identyczne oznaczanie przeprowadzi¢ dla koloidalnego roztworu jodku srebra, ktory

nalezy samodzielnie przygotowac.



B. Otrzymywanie koloidalnego roztworu jodku srebra

Do 50cm?® wody destylowanej doda¢ 10 cm?® roztworu jodku potasu (K1) lub AgNO; — azotanu (V)
srebra (uzgodni¢ z asystentem prowadzgcym ¢wiczenie), a nastepnie powoli wkraplajac dodaé 5 cm?
0,1 mol/dm?® roztworu wytracajgcego (odpowiednio AgNQOsz lub KI). W zaleznoéci od sposobu
otrzymywania koloidalna powstajace czastki jodku srebra przyjmuja fadunek dodatni lub ujemny.

W sprawozdaniu zaznaczy¢ w jaki sposob przygotowano koloid jodku srebra (I).

Cwiczenie 13 B. Elektroforeza bialek na zelu poliakrylamidowym

Glownym zastosowaniem analityczno-diagnostycznym elektroforezy jest rozdziat biatek
i kwasow nukleinowych, gdzie wykorzystuje si¢ tg technike do oceny jakosciowej i ilosciowej
bioczasteczek oraz niekiedy jako technik¢ preparatywna do oczyszczania biatek. Predkosc
przemieszczania si¢ natadowanej elektrycznie makroczasteczki zalezy od kilku czynnikow tj.: od jej
fadunku, rozmiaru, ksztaltu oraz oporéw ruchu $rodowiska. Czesto stosuje si¢ odpowiedni nosnik
elektroferetyczny (bibuta, agaroza, akrylamid itp.), ktory nie tylko stabilizuje uzyty elektrolit, ale takze
na zasadzie sita molekularnego umozliwia lepszy rozdzial czasteczek z wzgledu na ich wielkos¢. Do
przeprowadzenia rozdziatu elektroforetycznego biatek ze wzgledu na masg czasteczkowsa stosuje si¢
elektroforeze w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych. Na etapie poczatkowym do
roztworu mieszaniny biatek dodaje si¢ dodecylosiarczanu sodu (SDS), ktorego aniony wigza sig

w statych proporcjach z tancuchami gltéwnymi biatka nadajac

powstatemu kompleksowi duzy ujemny tadunek wypadkowy — 1 82 B3 44 B85
proporcjonalny do masy biatka i zazwyczaj znacznie wigkszy niz ‘: — =
fadunek natywnego bialka, ktory staje si¢ tym samym nieistotny. 250 kba I

Przyktad takiego rozdziatu biatek pokazano na rycinie obok, gdzie  1s0

| —
100

zaznaczono tez wielkos$¢ czasteczek (masy wyrazone w kDa), ktore -
ulegaja wedrowce w polu elektrycznym. 75 -~
Przed wykonaniem ¢wiczenia ustalic z prowadzacym, czy sa 9

37 R

przygotowane zele poliakrylamidowe — jezeli ich nie ma nalezy
zmiesza¢ odpowiednie ilosci akrylamidow, wg instrukcji
zamieszczonej na oddzielnej instrukcji i odczeka¢ ok. 20-30 minut aby ulegly one polimeryzacji przed

naniesieniem prob zawierajgcych rozdzielane bialka.

Wykonanie ¢wiczenia:

1. Przygotowac probki biatkowe, mieszajac je w stosunku 1:4 z buforem obcigzajagcym (0.5 M
Tris-HCI1 pH 6.8, 10% glicerol, 2% SDS, 5% B-merkaptoetanol, 0,05% bickit bromofenolowy),

a nastgpnie wstawi¢ do termobloku lub tazni o temp. 80°C na 8 min. (etap ten moze by¢ pomigty
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- na stole moga by¢ przygotowane wczesniej probki, tak zeby unikng¢ sytuacji zwigzanych
z przypadkowym oparzeniem termicznym — szczegéty ustala osoba prowadzaca ¢wiczenia).
Zamontowac plytki z spolimeryzowanymi zelami w aparacie do elektroforezy i wypetni¢ go
buforem elektrodowym (1x stezony: 0.192 M glicyna, 0.025 M Tris-HCI, 0.1% SDS, pH 8.3).
Wyjac delikatnie grzebienie spomiedzy ptytek i do studzienek natozy¢ (wprowadzi¢ za pomoca
pipety automatycznej) po 15 ul probek (kazda probka do oddzielnej studzienki).

Aparat podtaczy¢ do zasilacza, wybierajac na poczatek napigcie 80 V (do czasu, az biatka nie
opuszcza studzienek), pdzniej 120 V (do momentu, az biatka dotra do granicy zeli), a nastepnie
180 V. Elektroforez¢ prowadzi¢ do czasu, az barwnik (blekit bromofenolowy) dojdzie niemal
do konica zelu

Po zakonczeniu elektroforezy wybarwié zele za pomocg Coomassie Brilliant Blue (barwi na
niebiesko), lub azotanu srebra — barwi na brazowo (szczegdty ustala prowadzacy ¢wiczenia —

wskazuje instrukcje barwienia i odczynniki).
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Cwiczenie 13C: Otrzymywanie i oczyszczanie preparatu bialka poprzez wysalanie i dialize

Bialka to ogromne bioczasteczki wystepujace w kazdym zywym organizmie, ktore spelniaja
wiele roznych funkcji biologicznych. Niezaleznie od ich funkcji, wszystkie biatka zbudowane s3 ze
znacznej liczby reszt aminokwasowych potgczonych ze sobg wigzaniami peptydowymi (-C(O)NH-)
w dhugi tancuch. Czgsto liczba reszt aminokwasowych pojedynczego tancucha polipeptydowego jest
wieksza niz 100, a cata czgsteczka moze by¢ zbudowana z wielu tancuchow polipeptydowych
(podjednostek) tworzac wielkoczasteczkowe biopolimery o masie czasteczkowej nawet do
kilku milionow jednostek masy (w przypadku bialek uzywana jednostka masy jest Dalton (1Da
=1 u), ale z wzgledu na ich mase najczgsciej postugujemy si¢ kilodaltonami (kDa)). Biatka
dzielg si¢ zaleznie od ich sktadu na dwie grupy: na biatka proste (proteiny) i ztozone (proteidy).
Bialka proste (np. albumina) to te, ktore w wyniku hydrolizy daja jedynie aminokwasy,
natomiast biatka ztozone, ktore czesciej wystepuja w przyrodzie, daja po hydrolizie oprocz
aminokwasow takze inne zwigzki, takie jak weglowodany, thuszcze czy kwasy nukleinowe.

Bialka sg na ogoét rozpuszczalne w wodzie. Do bialek nierozpuszczalnych w wodzie
nalezg tzw. bialka fibrylarne, wystgpujace w skorze, Scigegnach, wlosach (kolagen, keratyna)
lub migéniach (miozyna). Niektore z bialek moga rozpuszczaé si¢ w rozcienczonych kwasach
lub zasadach, jeszcze inne w rozpuszczalnikach organicznych. Biatka posiadaja zdolnos¢
wigzania czasteczek wody. Efekt ten nazywamy hydratacjg i jest on jednym z czynnikoéw
stabilizujagcych ~ rozpuszczone  biatko  (solwatacja  czgsteczkami  rozpuszczalnika,
charakterystyczna dla kolodiow hydrofilowych, ktérymi sg biatka).

Wykorzystujac charakterystyczne wtasciwosci bialek, a w szczegodlnosci rézne ich
powinowactwo do wody, mozna doprowadzi¢ do ich wytracenia z roztworu. Rozpuszczalnos¢
biatek zalezy od ich pH oraz sily jonowej czy stgzenia 1 wartosciowosci jonoOw w roztworze. Po
dodaniu elektrolitu do roztworu zawierajacego rdzne biatka zmieniaja si¢ warunki hydratacji
ich czasteczek. ,,Odwadniajgce” oddzialtywanie jonow jest proporcjonalne do sity jonowej
roztworu, stad rozpuszczalnos¢ bialek maleje wraz ze wzrostem stezenia soli. Wysalanie jako
proces polegajacy na ,,odwadnianiu” czgsteczek biatek i wytraceniu ich z roztworu w postaci
osadu, wymaga odpowiedniego czasu dziatania soli o wigkszym niz biatka powinowactwie do
wody. Konieczne tez jest oddzielenie wytragconych biatek przez saczenie lub wirowanie, oraz
usuni¢cie wysalajacej soli, na przyktad przez dializ¢. Przewaznie wysalanie nie zmienia
wlasciwosci biologicznych biatek. Najczesciej wysolenie prowadzi si¢ w obecnosci takich soli
jak: (NH4)2S0s, NaCl, MgSOas (jony tych soli silniej niz czasteczki biatka oddzialywajg z
czasteczkami wody — w wyniku czego sa one zdolne do niszczenia otoczki hydratacyjnej

stabilizujacej biatko). Na rozpuszczalnos¢ bialek w wodzie ma takze wptyw temperatura, przy
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ktorej przeprowadza si¢ wysalanie. Dodanie rozpuszczalnika podczas wysalania spowoduje
przejscie biatka w stan koloidu, czyli peptyzacje.

Innym procesem jest denaturacja biatka, czyli nieodwracalny proces polegajacy na
niszczeniu przestrzennej struktury (I, 11, i IV -rzedowej) biatek pod wpltywem czynnikow
fizycznych i chemicznych. Do czynnikéw fizycznych zaliczamy: ogrzewanie, silnie mieszanie,
wytrzasanie, promieniowanie nadfioletowe, rentgenowskie 1 jonizujace lub dzialanie
ultradzwigkami. Natomiast denaturacja chemiczna zachodzi w obecno$ci mocznika, chlorku
guanidyny, na skutek dziatania kwasow, zasad czy soli metali cigzkich. Wszystkie te czynniki
powoduja rozerwanie wigzan wodorowych, jonowych, mostkow disiarczkowych, czyli niszcza

te wigzania, ktore stabilizujg przestrzenng strukture tancuchéw polipeptydowych.

Wrykonanie ¢wiczenia

1. Przygotowanie roztworu bialka jaja kurzego

Oddzieli¢ biatko od zo6ttka, a nastepnie pobra¢ 2 ml biatka i dobrze wymiesza¢ (nie
wytrzasac) z 18 ml wody. Mozna w tym celu uzy¢ bagietki. Uzyskany roztwor zawiesiny
koloidalnej podzieli¢ na dwie czeséci (jedna wykorzystana bedzie w punkcie 2 (wysalanie
biatka), a druga w punkcie 4 (denaturacja).
2. Wysalanie bialka

Nawazy¢ 3,9 g statego siarczanu amonowego (NH4)2SOs4 i dodawaé go matymi
porcjami do 10 ml roztworu biatka uzyskanego w poprzednim punkcie. Roztwor biatka
powinien by¢ stale mieszany. Dodanie calej ilosci soli powinno spowodowac stracenie biatka,
w wyniku 60 % wysycenia siarczanem amonu.

Powstaty w wyniku wysalania, zmetnialy roztwor podzieli¢ na dwie réwne czgsci (po 5
ml kazda) i przenies¢ je do osobnych probéwek wirdwkowych. Probowki umiesci¢ w uprzednio
schtodzonej wiréwce K-24 1 odwirowac przy obrotach 14 000 rpm (obrotéw na minutg — rotate
per minute) przez 10 minut. Nalezy pamigtac, ze probowki w rotorze wirdéwki powinny by¢

ustawione naprzeciw siebie - rownomierne obcigzenie wirdwki.

Znad uzyskanego osadu, nalezy zla¢ ostroznie supernatant (przechylajac probowke).
Pozostaly na dnie probdéwki osad zawiesi¢ w wodzie destylowanej (po 5 ml do kazdej
Z proboéwek). Zawieszajagc osad nalezy mechanicznie (przy pomocy koncowki pipety
automatycznej) oddzieli¢ od $cianki probowki poprzez wielokrotne zaciaganie i wypuszczanie
ptynu z koncowki pipety. Zaleca si¢ prowadzi¢ zawieszanie w 1 ml wody — ciagle
zaciagajac/wypuszczajac plyn, starajac si¢ przy tym unikac¢ spienienia roztworu (dobrym
sposobem na uniknigcie pienienia jest ,,wypuszczanie” ptynu wciskajac ttoczek pipety tylko do

pierwszego oporu). Dopiero po catkowitym rozpuszczeniu osadu (brak widocznych ,,grudek”)
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dodajemy 4 ml wody i kilkukrotnie jeszcze zaciggamy ptyn az do uzyskania homogenicznego
roztworu.

Uzyskane z dwdch probowek roztwory biatek polaczy¢ ze soba i przenies¢ ostroznie do
przygotowanego wczesniej worka dializacyjnego (najlepiej za pomocg pipety automatyczne;j).
3. Dializa roztworu (koloidalnego) bialka

Woreczki dializacyjne, ktére zostaly uprzednio przygotowane do dializy, nalezy
wyciagna¢ z wody (z dodatkiem substancji konserwujacej) i Sciskajac palcami usungé¢ z nich
ptyn. Jeden koniec woreczka sktadamy kilkukrotnie ,,w harmonijk¢”, tak aby szczelnie
zamkng¢ wylot i za pomocg gumki recepturkowej mocujemy do niego korek (np. gumowy).
Osoba prowadzaca zajgcia powinna zademonstrowac, jak nalezy prawidlowo przygotowac
woreczek, aby byl on szczelny. Do tak przygotowanego woreczka wprowadzamy roztwor
biatka uzyskany w poprzednim punkcie. Z niewypetnionej czgsci woreczka usungé powietrze
Sciskajac delikatnie woreczek nad plynem. Nastepnie w podobny sposéb jak wczesniej
zamkng¢ drugi koniec woreczka i zamocowa¢ drugi korek (np. wykonany z korka/drewna).
(UWAGA: woreczek powinien posiada¢ 2 rozne korki na swoich koncach: gumowy
i drewniany).

Do wysokiej zlewki wla¢ wody destylowanej, tak aby wypelniona ona byla
przynajmniej do 80 % wysokosci (Zaleca si¢ uzycie zlewek o pojemnosci powyzej 1 litra).
Umiesci¢ w wodzie czujnik konduktometryczny i odczyta¢ przewodnictwo czystej wody.
Zlewke umiesci¢ na mieszadle magnetycznym — roztwor powinien by¢ mieszany caly czas.

Nastepnie woreczek z roztworem biatka wktadamy do zlewki z woda 1 przez kilka minut
oceniamy zmian¢ przewodnictwa wody. Na podstawie zmian przewodnictwa elektrycznego

wody wyciagna¢ wniosek o procesach zachodzacych podczas dializy.

4. Denaturacja bialka

Przygotowaé 4 probowki, do ktérych nalezy dodaé po dodaé¢ 2 cm? roztworu biatka,
uzyskanego w podpunkcie 1. Do pierwszej probowki dodac 5-8 kropli 1% roztworu CuSQOg, do
drugiej 5-6 kropli 1% roztworu FeCls, do trzeciej 5-8 kropli 20 % kwasu sulfosalicylowego
(lub 2 ml 10 % roztworu kwasu trichlorooctowego (TCA)), a czwartg wstawi¢ do goracej tazni
wodnej i ogrzewaé przez ok. 10-20 minut. Na koniec do kazdej z probowek doda¢ po 6 cm?®

wody destylowanej i wstrzasnaé. Zapisa¢ obserwacje i wnioski.
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Cwiczenie 14. Emulsje — otrzymywanie, rozpoznawanie ich typu i ocena trwalosci.

Budowa i znaczenie emulsji

Emulsjami nazywamy uktady dyspersyjne, w ktorych zaréwno faza rozproszona, jak
i osrodek dyspersyjny sa cieczami. Typ emulsji zalezy od tego, ktéra z dwoch cieczy stanowi faze
rozproszona, a ktdra rozpraszajaca. Jezeli fazg rozproszona jest ciecz organiczna (niepolarna), natomiast
faza ciggla woda lub inna ciecz polarna, méwimy o emulsji typu olej-woda (O/W). Odwrotny typ
emulsji to emulsja woda - olej (W/O). Fazg rozproszong nazywamy tez fazg wewnetrzng, a osrodek
dyspersyjny stanowi faze zewnetrzng.

Najprostsza metoda okre§lania typu emulsji jest metoda rozcienczania. Krople emulsji
umieszcza si¢ na plytce szklanej obok kropli wody. Gdy obydwie krople zetkniemy bagietkg szklana,
wowczas albo kropelki emulsji O/W wymieszaja si¢ z woda, albo tez, gdy chodzi
o emulsje W/O, wytworzy si¢ granica faz (krople nie zmieszaja si¢). Typ emulsji mozna réwniez
okresli¢ metoda barwienia stosujac barwniki rozpuszczalne w fazie niepolarnej ("olejowej", np. Sudan
IV) lub w fazie polarnej ("wodnej", np. oranz metylowy). W przypadku emulsji O/W wybarwione
Sudanem krople fazy rozproszonej, obserwowane pod mikroskopem, beda widoczne na
niezabarwionym tle. Stosujac w przypadku tej emulsji oranz metylowy, zobaczymy bezbarwne krople
fazy rozproszonej na barwnym tle. Emulsje O/W r6znig si¢ od emulsji W/O takze przewodnictwem
elektrycznym, mozna wiec wykorzysta¢ pomiary konduktometryczne do okreslenia typu emulsji -
wyzsze przewodnictwo elektryczne majg zawsze emulsje typu O/W (co wynika z przewagi fazy

polarnej, ktora przewodzi prad).

Emulsja zabarwiona barwnilaem rozpuszezalnym w wodne
{obraz mikroskopowry)

Emulsje sa uktadami czesto spotykanymi w przyrodzie np. ropa naftowa (emulsja typu W/O),
mleko zwierzece (emulsja tluszczu w wodzie), lateks kauczuku naturalnego, tzw. sok kauczukowy
(emulsja poliizoprenu w wodzie), a takze w zyciu codziennym w postaci szeregu srodkow spozywczych:
$mietana, masto, margaryna, majonez. Wazng dziedzing zastosowan emulsji jest produkcja
kosmetykoéw, srodkéw ochrony roélin i farb (farby emulsyjne). Wielkie znaczenie ma zastosowanie
farmaceutyczne emulsji. Preparaty lecznicze doustne sa zwykle emulsjami typu O/W, natomiast
preparaty zewngtrzne (masci, kremy) sa zaroéwno typu W/O, jak i O/W. W postaci emulsji do uzytku

zewnetrznego stosuje si¢ masci, kremy, czy tez niektore krople do nosa. W ostatnich latach prowadzone
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byly prace nad emulsjami cieczy fluoroorganicznych typu O/W wykazujacych wysoka rozpuszczalnosé
tlenu czasteczkowego, w kierunku zastosowania ich jako preparatow krwiozastgpczych. Zastosowanie
praktyczne takich preparatow nie jest jeszcze catkiem bezpieczne ze wzgledu na mozliwo$¢ agregacji

czastek i blokowania drozno$ci mikronaczyn przez wigksze zespoty czastek.

Emulgowanie

Proces powstawania emulsji nazywamy emulgowaniem. Powstawanie emulsji zalezy od wielu
czynnikéw: rodzaju cieczy i1 emulgatora, ci$nienia, temperatury, stosunku objetosciowego faz,
kolejnosci wprowadzania cieczy itp. Na ogot tatwiej powstaja emulsje typu O/W, ktore tez sa emulsjami
trwalszymi. Dodatkowo powstawanie emulsji oraz jej trwato$¢ moze zwiekszy¢ dodatek emulgatora -
substancji obnizajacej napigcie mi¢dzyfazowe cow i/lub wytwarzajacej, w wyniku adsorpcji btonki
stabilizujgce dookota rozproszonych kropelek. Proces emulgowania zwigzany jest ze znacznym
wzrostem powierzchni fazy rozproszonej, a tym samym ze wzrostem swobodnej energii

powierzchniowej:

AE pow — Oow AA 1)

gdzie: GOow- graniczne napigcie powierzchniowe (napigcie miedzyfazowe) pomiedzy faza olejowa i wodna

AA - wzrost powierzchni fazy rozproszone;j.

W wyniku tego wzrostu energii uktad staje si¢ termodynamicznie nietrwaly - krople majg
tendencje do koalescencji (nieodwracalnego taczenia si¢). Wprowadzenie emulgatora powoduje
obnizenie napi¢cie miedzyfazowego 1 tym samym zapewnia wickszg trwalos¢ utworzonej emuls;ji.

Wynika to z faktu, Zze w czasteczce emulgatora mozemy wyrdzni¢ 2 czesci: hydrofilowsa i hydrofobowa.

Schemat budowy czasteczki emulgatora

fragrment hyorofil oy

PN s>

fragment Fydrofobowy
(lipafilowy)

emulsja W/O

Na granicy fazy wodnej i olejowej czgstki emulgatora ukltadajg si¢ w ten sposdb ze czes$é
hydrofilowa skierowana jest ku wodzie, podczas gdy hydrofobowa w kierunku fazy oleistej, co wptywa
na obnizanie napi¢cia miedzyfazowego. Emulgatory mozemy podzieli¢ na trzy grupy:

a) substancje powierzchniowo czynne (tenzydy), ktore zaadsorbowane na powierzchni granicznej olej -
woda tworzg btonki monomolekularne;
b) koloidy hydrofilowe, ktore tworza btonki multimolekularne dookota rozproszonych kropelek oleju w

emulsji O/W,
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c) drobnoziarniste czastki state, adsorbowane na powierzchni granicznej dwoch nie mieszajacych si¢
cieczy.

Z wzgledu na charakter chemiczny emulgatory czesto tez dzieli si¢ na: anionowe (np. mydta),

kationowe, niejonowe i amfoteryczne.
Mechanizm obnizania napigcia powierzchniowego przez emulgatory polega na tworzeniu cienkiej
(zwykle jednowarstwowej) warstewki na granicy faz. Zatem emulgator dodany do emulsji tylko do
pewnego st¢zenia wspomaga tworzenie i utrzymanie emulsji, dodany w nadmierne;j ilo$ci nie powoduje
juz obnizenia napigcia powierzchniowego i zaczyna tworzy¢ skupiska swych czasteczek (tzw. micele)
w fazie ciagle;.

Istnicje wiele sposobow otrzymywania emulsji, podczas ktorych stosuje si¢ rézne metody
mieszania faz:

- faze wewnetrzng stopniowo wprowadza si¢ do fazy zewngtrznej,
- obie fazy dodaje si¢ naprzemiennie,

- faze zewnetrzng stopniowo dodaje si¢ do fazy wewnetrznej,

- jednoczesnie miesza si¢ cale objetosci faz.

Roézne sg takze sposoby mechanicznego mieszania wprowadzonych faz. Stosuje si¢ mieszanie
ciggte badz okresowe, wstrzgsanie, rozcieranie, wirowanie itp. W najprostszym przypadku polega on na
mechanicznym, intensywnym wytrzgsaniu cieczy (np. w mozdzierzu lub mikserze). Stosowane sa takze
szybkoobrotowe miyny koloidalne i homogenizatory. W homogenizatorach ciecze sg przeciskane pod
wysokim ci$nieniem przez mate otwory (o powierzchni ok. 10* c¢cm?). Zaletg tej metody jest
homodyspersyjno$¢ otrzymanych kropelek. Jedna z nowszych metod emulgowania polega na
zastosowaniu fal ultradzwickowych w tzw. dezintegratorach ultradzwigkowych. Fale dzwigkowe
wykazujg silne dziatanie dyspergujace w s$rodowisku cieklym. W wyniku rozchodzenia sig
ultradzwigkdw powstaja okresowe zaggszczenia i rozrzedzenia cieczy zwigzane z gwaltownymi
zmianami ci$nienia. Dochodzi do miejscowego powstawania fazy gazowej - pary nasyconej i gazow
rozpuszczonych w cieczy. Zjawisko to, zwane kawitacja, ulatwia rozpraszanie faz. Stabilno$¢
powstajacej emulsji zalezy od czestosci drgan ultradzwigkowych czy temperatury. Dlatego tez dla
kazdego procesu emulgowania za pomoca ultradzwigkoéw dopiera si¢ optymalne czgstosci drgan
(czasami ultradzwigki wywierajg dziatanie niszczace na emulsje), a proby czgsto umieszcza si¢ w lodzie.
Podczas generowania ultradzwigkow koncowka dezintegratora nagrzewa si¢ dos$¢ intensywnie co
stwarza niekorzystne warunki dla powstawania emulsji. Bardzo wysokie i bardzo niskie temperatury
dzialajg bowiem niszczgco na emulsje. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze niewielkie podwyzszenie temperatury na

ogot utatwia emulgowanie. Wzrost temperatury przyczynia si¢ do obnizenia napigcia powierzchniowego i lepkosci

osrodka, a takze przyspiesza dyfuzje czastek emulgatora.

Fizyczna trwalo$¢ emulsji
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Stosujac omoéwione poprzednio metody otrzymywania emulsji uzyskuje si¢ na ogot emulsje
0 do$¢ duzych czastkach (1-5pm). Pod wplywem sit ciezkos$ci nastepuje wiec opadanie lub unoszenie
si¢ czasteczek fazy rozproszonej zwane sedymentacig (lub jak w przypadku emulsji
"Smietankowaniem"). Oddzialywanie miedzy czasteczkami, a wiec mozliwos¢ koalescencji
(nieodwracalnej), spadek energii powierzchniowej w wyniku zlewania si¢ kropel itd., rozpoczynaja si¢
dopiero wowczas, gdy podczas sedymentacji czastki zderzaja si¢ ze soba, albo gdy w osadzie lub
"$mietanie" stezenie czastek staje si¢ dostatecznie duze. Dopdki nie nastagpito zniszczenie otoczek
ochronnych ztozonych z czasteczek emulgatora, proces §mietankowania jest procesem odwracalnym -
emulsje mozna odtworzy¢ w formie wyjsciowej przez ponowne zmieszanie (wstrzasanie).

W rozciefczonych emulsjach, a wige takich, dla ktérych mozna przyjaé, ze czasteczki fazy
wewnetrznej opadaja pojedynczo i nie tacza si¢ w wigksze zespoty o réznych rozmiarach (nie wystgpuje

tzw. flokulacja, czyli ktaczkowanie), szybkos¢ $mietankowania dobrze opisuje prawo Stokes'a:

2
v_9(pu=p.) g

2
187 )
gdzie: d - srednica czastki g - przyspieszenie grawitacyjne
pw - gestos¢ fazy wewnetrznej n - lepkosc¢ fazy zewnetrznej

pz - gestos¢ fazy zewnetrznej

Analiza réwnania Stokesa wskazuje, ze jesli faza rozproszona ma mniejszg gesto$¢ niz faza

rozpraszajaca (co ma na ogoét miejsce w emulsjach O/W), to predkos¢ sedymentacji jest ujemna, tzn.
$mietankowanie zachodzi pionowo w gor¢ - np. kuleczki thuszczu w mleku. Jezeli natomiast faza
wewnetrzna ma wigkszg gestos¢ od fazy zewnetrznej, to czastki emulsji opadaja w dot - wystepuje to
glownie w emulsjach W/O. Im wigksza jest roznica gegstosci dwdch faz, im wigksza jest §rednica czastek
oraz im mniejsza jest lepko$¢ fazy zewnegtrznej, tym wigksza jest szybkos¢ $mietankowania.
Najistotniejszy jest wptyw $rednicy czastek - mozna zauwazy¢, ze w wzorze (2) przy parametrze ,,d”
znajduje si¢ potega. Zatem dwukrotne zwickszenie $rednicy kuleczek emulsji zwieksza szybko$¢
$mietankowania czterokrotnie.
Wielko$ci wystepujace w rdéwnaniu moga by¢ zmieniane w celu zmniejszenia szybkosci
$mietankowania emulsji - np. zwigkszanie gestosci fazy zewngtrznej do wartosci optymalnej przez
dodanie $rodka zageszczajacego (metyloceluloza, tragakanta itp.), zmniejszenie srednicy czasteczek
przez homogenizacj¢, dostosowanie ggstosci obu faz.

O ile $mietankowanie jest procesem odwracalnym, o tyle nastepny etap rozktadu emulsji -
famanie przebiega nicodwracalnie. Lamanie emuls;ji jest wynikiem koalescencji kropel emulsji.

Emulsje o zawartosSci jednej z faz powyzej 74% obj. sa nietrwate, wystepuje silna tendencja do

koalescencji 1 famania emuls;ji. Takie emulsje nazywamy stezonymi, czgsto wystepuje w nich zjawisko
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inwersji (odwrdcenia) faz, poniewaz emulsja odwrotnego typu jest bardziej stabilna. Emulsje o stezeniu
fazy wewngtrznej ponizej 26% obj. nazywamy emulsjami rozcienczonymi.

Z powyzszych powodow stezenie fazy wewngtrznej rowne 74% obj. nazywamy punktem
krytycznym. Ogolnie, punktem krytycznym emulsji nazywamy stezenie fazy wewnetrznej, powyzej
ktérego  emulgator nie  moze  wytworzy¢  stabilnej  emulsji  okre§lonego  typu.
W pewnych przypadkach (nieregularne ksztalty i rozmiary czasteczek) moze ono przekroczy¢ warto$¢
74%.

Na og6t najtrwalsze emulsje powstaja przy stosunku objetosci faz 50/50, ktory jest zblizony do
warunkow luznego upakowania czastek. Fakt ten zostat ustalony empirycznie przez farmaceutow wiele
lat temu, stad wigkszos$¢ preparatow leczniczych zawiera 50 czeSci obj. fazy olejowej na 50 czgsci obj.
wody.

Wplyw temperatury na trwato$¢ emuls;ji jest posredni. Wraz ze wzrostem temperatury obniza
si¢ bowiem napi¢cie migdzyfazowe i lepkos¢ fazy ciaglej. Dlatego niewielkie podwyzszenie
temperatury sprzyja na ogél powstawaniu emulsji, natomiast zwigkszenie lepkosci uktadu wywiera
dziatanie stabilizujace na emulsje. Zbyt wysokie lub niskie temperatury dzialajg jednak niszczaco na

emulsje.

Wvykonanie ¢wiczenia (¥****)

1) Do probowek odmierzy¢ odpowiednie objetosci 1% roztworu dezoksycholanu sodowego
(SDC - sodium deoxycholate) lub laurylosiarczan sodu (SLS — sodium lauryl sulfate) i oleju wg

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

nr proby 112|3
obj. fazy wodnej (ml) {1,9( 1 (0,1

obj. fazy olejowej (ml){0,1| 1 |1,9
% obj. oleju 5,0(50( 95

2) Kazda probowke umiesci¢ w lodzie i za pomoca dezintegratora ultradzwickowego utworzy¢ emulsje
w kolejnych probowkach (50 kHz, 2 x 10 sek). Emulsje sa na 0gél nieprzezroczyste i posiadajg mleczna
barwe — wiec nalezy sprawdzi¢ czy za kazdym razem uzyskaliSmy emulsje.

3) Po sporzadzeniu kazdej emulsji zbadac jej typ metoda barwienia, uzywajac dichromianu potasowego
(K2Cr207) jako substancji barwiacej. Do kazdej probéwki doda¢ po 3-5 kropel K2Cr,07 i wymieszac.
Przeprowadzi¢ obserwacje pod mikroskopem - okresli¢ typy emulsji.

4) Probowki odstawi¢ i po uptywie godziny okresli¢ trwatos¢ emulsji (czy doszto do rozwarstwienia?)

W poszczegolnych probowkach. Wyciagnaé wnioski dotyczace trwatosci emulsji.
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