Ćwiczenie 3

Sporządzanie roztworów koloidowych hydrofilowych i hydrofobowych i porównanie ich właściwości. Ochronne działanie koloidów hydrofilowych i ich znaczenie w kosmetologii
1. Otrzymywanie koloidu hydrofilowego (roztworu żelatyny) – wykonać w zespołach 2-osobowych
Wykonanie:

Na dno zlewki wsypać szczyptę żelatyny i zalać 3 ml wody destylowanej. Wymieszać bagietką i pozostawić na 2-3 min. do spęcznienia (warstwa żelatyny nasiąka równomiernie wodą). Następnie dodać 10 ml wody destylowanej i mieszając (uważać, by nie przypalić!) ogrzewać na płytce kaolinowej nad płomieniem palnika do całkowitego rozpuszczenia żelatyny. Zlewkę z uzyskanym klarownym roztworem żelatyny należy ochłodzić pod bieżącą zimną wodą.

Uwaga! Roztwór koloidalny zachować do dalszych doświadczeń.

2. Otrzymywanie koloidu hydrofobowego – zolu chlorku srebra o cząstkach naładowanych dodatnio i ujemnie - wykonać w zespołach 2-osobowych
Wykonanie:

a) Do probówki odmierzyć 3 ml 0,01 mol/l roztworu AgNO3, a następnie powoli, równocześnie
mieszając dodać 2 ml 0,01 mol/l roztworu NaCl. Powstaje mleczy, opalizujący zol chlorku srebra.

b) Do probówki odmierzyć 3 ml 0,01 mol/l roztworu NaCl, a następnie powoli, równocześnie mieszając dodać 2 ml 0,01 mol/l roztworu AgNO3. Powstaje, podobnie jak w poprzednim doświadczeniu, zol chlorku srebra.
Wniosek: Napisać zachodzące reakcje i określić ładunek cząsteczek koloidalnych otrzymanych w punkcie a i b.

Uwaga! Roztwory koloidalne otrzymane w punkcie a i b zachować do dalszych doświadczeń

3. Badanie koagulacji koloidów hydrofilowych i hydrofobowych
Wykonanie:

Przygotować 2 probówki okrągłodenne. Odmierzyć po ok. 2 ml roztworu danego koloidu: do pierwszej probówki - zolu chlorku srebra o cząstkach naładowanych dodatnio lub ujemnie , do drugiej probówki roztworu żelatyny. Następnie do każdej probówki, ciągle mieszając, dodawać małymi porcjami stały siarczan amonu, (NH4)2SO4, aż do momentu wytrącenia się osadu.

Zanotować wynik doświadczenia i wyjaśnić, co jest przyczyną obserwowanych efektów – odpowiedz w której probówce doszło do szybszej koagulacji i wyjaśnij dlaczego.

4. Właściwości ochronne koloidów hydrofilowych

Koloidy hydrofilowe (białka, wielocukry) spełniają funkcje ochronne o znaczeniu biologicznym. Słabo rozpuszczające się związki, np. kwas moczowy, barwniki żółciowe i fosforany wapnia, są utrzymywane przez koloidy w stanie delikatnej zawiesiny.
Wykonanie:

Do 2 probówek okrągłodennych odmierzyć po 1 ml 0,01 mol/l roztworu AgNO3 i dodać po 5 kropli rozcieńczonego HNO3 (0,01 mol/l). Do pierwszej probówki dodać 1 ml wody destylowanej, a do drugiej 1 ml przygotowanego wcześniej roztworu żelatyny.
Po wymieszaniu roztworów do obu probówek dodawać kroplami 2 ml 0,01 mol/l NaCl.

Zanotować wynik doświadczenia i wyjaśnić, co jest przyczyną obserwowanego efektu.

5. Badanie rozpuszczalności kolagenu (1 próba na grupę)
Wpływ pH i NaCl na rozpuszczalność kolagenu

W roztworach o pH zbliżonym do pI, przy którym suma ładunków elektrycznych dodatnich i ujemnych jest równa zero, dochodzi do wytrącenia białka z roztworu. Wytrącenie białka można obserwować wzrokowo lub dokonać pomiaru spektrofotometrycznego stopnia zmętnienia poszczególnych prób przy długości fali λ=500 nm . Dodatek niewielkiej ilości elektrolitu np. roztworu NaCl poprawia znacznie rozpuszczalność wielu białek. Dodanie NaCl sprawia, że w roztworze pojawiają się jony Na+ i Cl-, które neutralizując cząstkowy ładunek białka znoszą wzajemne przyciąganie się cząsteczek a tym samym ułatwiają rozpuszczanie białka.
Wykonanie

Do szklanej probówki odmierzyć 200 µl roztworu kolagenu i 700 µl 0,05 M CH3COOH. Wymieszać i sprawdzić pH papierkiem wskaźnikowym. Następnie dodawać 
6 M NaOH do momentu pojawienia się zmętnienia roztworu. Ponownie zmierzyć pH.

Sprawdzić rozpuszczalność wytrąconego kolagenu dodając 12% roztwór NaCl w 0,5 M CH3COOH w ilościach po 10μl. Zaobserwować różnice i zapisać odpowiednie wnioski.

6. Badanie struktury i zdolności pęcznienia kwasu hialuronowego w zależności od masy cząsteczkowej

Wysokocząsteczkowy kwas hialuronowy ma masę cząsteczkową 106 Da i znajduje się w zdrowej tkance. W uszkodzonej tkance rozpada się na HA o masie cząsteczkowej w przedziale od 0,8 do 8 × 105 Da. Jedną z najważniejszych właściwości kwasu hialuronowego jest zdolność wiązania dużych ilości wody.

Wykonanie

a) Pęcznienie kwasu hialuronowego (2 próby na grupę)

Do jednej probówki na dno wsypać niewielką ilość (około 25 mg) wielkocząsteczkowego kwasu hialuronowego, a do drugiej taką samą ilość małocząsteczkowego kwasu hialuronowego, dodać po 1 ml wody i obserwować przebieg procesu pęcznienia w czasie: 0,5 godz., 1,0 godz., 1,5 godz. Wyciągnąć wniosek dotyczący zależności stopnia pęcznienia od masy cząsteczkowej.

b) Identyfikacja grup hydroksylowych

Wykonanie

Do 2 probówek odmierzyć po 10 kropli  CuSO4 i dodawać kroplami 2M NaOH (6-7 kropli) do całkowitego wytrącenia galaretowatego osadu Cu(OH)2. Następnie do jednej probówki dodać 1 kroplę roztworu kwasu hialuronowego zawierającego grupy hydroksylowe, druga probówka posłuży jako kontrola. Zawartość probówki dokładnie wymieszać i obserwować rozpuszczenie niebieskiego osadu Cu(OH)2 i powstanie roztworu związku kompleksowego z jonami Cu2+.

