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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposodb wyznaczania masy molowej polielektrolitéow liniowych,
zwlaszcza polilizyny (PLL), oparty na pomiarze lepkosci ich roztworéw w rozpuszczalnikach polarnych,

Polielektrolity (bardziej poprawny termin makrojony) sg substancjami polimerycznymi powszech-
nie stosowanymi w badaniach naukowych oraz licznych procesach przemystowych ze wzgledu na swoje
unikatowe wiasciwosci fizykochemiczne.

Dzieki doskonatej rozpuszczalnosci w wodzie, polielektrolity sg powszechnie dodawane jako flo-
kulanty lub $rodki stabilizujgce w zawiesinach koloidalnych, we flotacji, w procesach uzdatniania wody,
w przemysle papierniczym w procesach trzeciorzedowego odzyskiwania olejéw (ang. enhanced oil re-
covery), jako substancje zelujagce w przemysle spozywczym i farmaceutycznym, itp.13

Szeroki zakres zastosowan polielektrolitéw jest réwniez zwigzany z ich zdolnoscig do adsorpcji
na réznych powierzchniach, ktéra jest wykorzystywana do przygotowania powtok przeciwporostowych
i antyadhezyjnych, zapobiegajgcych adsorpcji grzybdéw, bakterii i biatek na powierzchniach statych.4>
W innych procesach, polielektrolity sg wykorzystywane do wytwarzania powierzchni adhezyjnych na
substratach statych, zdolnych do immobilizacji, separaciji i selektywnej adsorpciji biatek i enzymow.

Polielektrolity sg réowniez wykorzystywane w procesie wytwarzania kompozytowych filmoéw poli-
merowych technikg LBL — warstwa-po-warstwie (ang. layer-by-layer).57 Opiera sie ona na naprzemien-
nym osadzaniu na zadanym poditozu makromolekut charakteryzujgcych sie réznoimiennym fadunkiem
powierzchniowym, a wiec o komplementarnych oddziatywaniach elektrostatycznych.

Metoda sekwencyjnej adsorpcji kationowych i anionowych polielektrolitow (LBL) jest szeroko wy-
korzystywana do produkg;ji filmoéw/powltok znajdujgcych zastosowanie w wielu obszarach zycia codzien-
nego. Znalazta ona zastosowanie m.in. w produkcji powtok antyrefleksyjnych, powierzchni super-hydro-
fobowych, biosensoréw, membran jonowymiennych, paneli do konwersji energii stonecznej, w proce-
sach rozdziatu mieszanin gazowych, technologii wytwarzania podtozy do hodowli komérkowych, i syn-
tezy nanokapsutek stosowanych do kontrolowanego dostarczania lekéw.811

Posréd réznorodnych makrojondw szczegdlne znaczenie posiadajg biokompatybilne polipeptydy,
gtéwnie polilizyna (PLL), ktérej czgsteczka jest zbudowana wytgcznie z naturalnie wystepujgcego ami-
nokwasu-lizyny, co nadaje jej w roztworach rozpuszczalnikéw polarnych dodatni tadunek elektryczny
dla szerokiego zakresu wartosci pH.

Ze wzgledu na swoje unikatowe wiasciwosci polilizyna jest wykorzystywana w réznych gateziach
przemystu i nauki, w tym do zastosowan medycznych, np.: jako modelowy lek polipeptydowy,312.13
w procesie enkapsulacji zwigzkéw czynnych,415 komdrek>17 i preparatéw chromosomowych,820 przy
mineralizacji biomimetycznej,?-?* do kontrolowania wiasciwosci adhezyjnych komérek,?> w produkciji
biosensorow i matryc biosensoréw.192627 Ze wzgledu na szeroki zakres zastosowan, prowadzone sg
dogtebne badania odnosnie struktury i budowy molekuty PLL,28-3 jej wlasciwosci powierzchniowych31:32
i adsorpcji na roznych podtozach statych.6:31.33.34

Nalezy podkresli¢, ze efektywne i ekonomicznie korzystne zastosowanie polielektrolitéw (charak-
teryzujacych sie wysokimi kosztami jednostkowymi) we wszystkich wymienionych procesach wymaga
nieodzownie precyzyjnego okreslenia ich masy molowej w warunkach in situ (w roztworach).

Pomimo duzego znaczenia, jakie ma dla efektywnego stosowania polielektrolitéw doktadny po-
miar ich masy molowej istnieje niewielka liczba metod pozwalajgcych wyznaczy¢ ten parametr. Prak-
tyczne znaczenie przemystowe majg jedynie metody polegajgce na pomiarach statycznego rozprasza-
nia Swiatta,35-38 cisnienia osmotycznego, 3940 elektroforezy zelowej,*1-** metody sedymentacyjne*>-8 oraz
metody oparte na pomiarach lepkosci.*®5° Metody te charakteryzuija sie jednak wieloma ograniczeniami,
szczegdlnie w przypadku wydtuzonych i natadowanych czgstek jakimi sg makrojony.

Metoda statycznego rozpraszania swiatta jest jedng z bardziej popularnych technik wyznaczania
masy molowej zwigzkéw wielkoczgsteczkowych.5%52 Ta technika pomiaru opiera sie na wyznaczaniu
natezenia swiatta, rozproszonego podczas przechodzenia przez badang probke pod réznymi kgtami.
Podstawy zjawiska rozproszenia $wiatta zostaty wyjasnione i opisane przez Rayleigh’a. Zgodnie z teo-
rig, wspotczynnik rozproszenia $wiatta, R(6), jest zdefiniowany nastepujgco:3553

R(9)= —-—-~—!“‘;”""’ ©) (1)
incident

gdzie lscarered(0) jest natezeniem Swiatta rozproszonego na prébce, mierzonym dla kata 6 wzgle-
dem Swiattg padajgcego, a lincident jest natezeniem Swiatta padajgcego na probke.
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Wspotczynnik R(6) zalezy od stezenia prébki (c), wielkosci zmian wspoétczynnika refrakcji probki
ze stezeniem (dn/dc), masy molowej badanego zwigzku (M) i kata pomiaru Swiatta rozproszonego (6).
Wyznaczenie sredniej wagowej masy molowej z uzyciem danych pozyskanych metodg statycznego
rozpraszania jest mozliwe przy uzyciu réwnania Zimm’a:38.54-56

Kc 1
= +24,c 2
AR@,c) M _P(#)
gdzie P(6) jest funkcjg opisujgcg interferencje rozproszonego swiatta, A; jest to drugi wspoétczyn-
nik wirialny, a K jest statg optyczng zdefiniowana nastepujgco:

2
2 dn 2
4r (—) n,
K=—dc/ 3)
4
N A
gdzie ng jest wspotczynnikiem zatamania swiatta dla rozpuszczalnika, 1o dtugoscig fali Swiatta, Ay

stalg Avogadro, c jest stezeniem czgsteczek w roztworze, AR(6,c) jest nadmiarowym wspotczynnik roz-
proszenia Swiatta, zdefiniowanym nastepujgco:

AR(B,c) = R(8,c)- R(8), @)
gdzie R(6)o to wspoétczynnik rozproszenia swiatta dla rozpuszczalnika.

Metoda statycznego rozpraszania swiatta jest metodg absolutng. W metodzie tej nie wymaga sie
kalibracji ani stosowania wzorcow. °7 Znaczgcym ograniczeniem tej metody jest to, ze dla danego ste-
zenia ¢ sygnat rozpraszanego $wiatta jest proporcjonalny do iloczynu: cxMy.58 Oznacza to, ze pomiar
masy molowej czastek ponizej kilku kg mol-* wymaga stosowania wysokich stezen, aby otrzymaé wy-
krywalny i powtarzalny sygnat. Ponadto, zanieczyszczenia wystepujace w prébce réwniez rozpraszajg
$wiatto i wptywajg na pomiar intensywnosci $wiatta rozproszonego.585° Dlatego probka musi zostac
oczyszczona przy uzyciu filtréw lub odwirowania przed pomiarem. Kolejnym ogranicznikiem jest zrodto
Swiatta. W wiekszoéci przypadkdédw w pomiarach stosuje sie jest laser emitujgcy Swiatto w zakresie wi-
dzialnym. W zwigzku z tym, zastosowanie zabarwionych rozpuszczalnikéw moze znacznie utrudnié po-
prawng analize danych.58

Podstawowe metody oparte o zjawisko statycznego rozpraszania swiatta nie uwzgledniajg row-
niez anizotropowos$ci badanej prébki, co moze prowadzi¢ do powaznych btedéw pomiarowych. W tym
celu opracowano tzw. metode pomiaru statycznego rozpraszania Swiatta dla wielu katow (ang. Multi-
-Angle Laser Light Scattering: MALLS), ktéra eliminuje btedy pomiarowe wynikajgce z anizotropowego
charakteru probki. Metoda MALLS wymaga jednak kosztownej i skomplikowanej aparatury.>8

Metody statycznego rozpraszania swiatta pozwalajg na pomiar masy molowej zwigzkoéw wielko-
czgsteczkowych w zakresie od 10 do 10 kg mol2.

Kolejng stosowang w praktyce metodg wyznaczania masy molowej polielektrolitow jest metoda
osmometryczna. Cisnienie osmotyczne roztworu, podobnie jak podwyzszenie temperatury wrzenia
(krioskopia), obnizenie temperatury zamarzania (ebulioskopia) i obnizenie preznosci par, jest wtasciwo-
$cig koligatywna roztworu.®® Sposréd czterech wymienionych metod koligatywnych jedynie metoda
osmometryczna jest technikg odpowiednig do wyznaczania masy molowej zwigzkéw wielkoczgsteczko-
wych, jakimi sg makrojony.58-60 Wiasciwosci koligatywne sa miarg liczbowo $rednich mas molowych M,
a dla cisnienia osmotycznego 77 obowigzuje nastepujgca zaleznos¢:6162

lim-l-y-- kT
=) M (5)

n

gdzie k jest statg Boltzmanna, a T temperaturg bezwzgledng. Na podstawie powyzszego wzoru
mozna wyprowadzi¢ ogélne wyrazenie na zaleznos¢ cisnienia osmotycznego od stezenia roztworu:

g = kr[ML + Ac+ A +J (6)

gdzie Az i As to drugi i trzeci wspotczynnik wirialny.
Metode osmometryczng mozemy podzieli¢ na dwie podstawowe techniki: osmometrie w fazie
parowej (VPO) i osmometrie membranowg (MO).
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Osmometria w fazie parowej opiera sie o pomiar réznicy temperatury wytworzonej w atmosferze
nasyconej pary rozpuszczalnika miedzy kroplg rozpuszczalnika, a zawieszong kroplg roztworu poli-
meru.58:59

Metoda osmometrii membranowej jest technikg bardziej rozpowszechniong od osmometrii w fazie
parowej. Osmometria membranowa polega na bezposrednim pomiarze réznicy cisnien hydrostatycz-
nych pomiedzy dwoma komorami, oddzielonymi od siebie membrang, z ktérych jedna wypetniona jest
czystym rozpuszczalnikiem a druga roztworem badanej substanciji,85° W technice tej ci$nienie osmo-
metryczne jest wyznaczane dla kilku réznych stezen. Aby otrzymac liczbowo $redniag mase molowg
badanego zwigzku nalezy dokonaé ekstrapolacji do osi rzednych danych eksperymentalnych stosunku
ci$nienia do stezenia roztworu. Gtéwnym problemem w stosowaniu tej metody jest przenikalnos¢ przez
membrane matych czgstek, co wptywa znaczgco na wyniki pomiaru, szczegdlnie dla zwigzkéw wielko-
czasteczkowych o duzej polidyspersyjnosci. Ponadto, aby wytworzy¢ mierzalne cisnienie, roztwor sub-
stancji badanej musi mie¢ odpowiednio wysokie stezenie. Z tego tez wzgledu przyjmuje sie, ze gorny
zakres pomiarowy dla tej metody to stezenie okoto 1 x 103 kg mol. Dla wyzszych $rednich mas molo-
wych pomiar moze byé obarczony duzym btedem. W przypadku dolnego zakresu pomiarowego jest on
zalezny tylko od porowato$ci membrany i przyjmuje sie, ze dla obecnie dostepnych membran jest to
okoto 3 x 10! kg mol.

Metody elektroforetyczne pomiaru masy molowej zwigzkow wielkoczgsteczkowych wykorzystujg
zjawisko elektrokinetyczne, polegajgce na ruchu substancji rozpuszczonych w osrodku dyspergujgcym,
posiadajgcych tadunek elektryczny, wzgledem fazy rozpraszajgcej pod wptywem pola elektrycz-
nego.%364 Do wyznaczania masy molowej wykorzystywana jest metoda elektroforezy zelowej, gdzie nie-
ruchomg fazg rozpraszajgcg jest neutralny polimer, najczesciej agaroza. Proces rozdzielania czaste-
czek opiera sie na roznicy predkosci ich poruszania sie. Predkos¢ ta zalezy od rozmiaru, tadunku oraz
ksztattu badanej czgsteczki jak réwniez rozmiaréw poréw w zelu. Szybko$¢ migracji czasteczki Ue opi-
suje réwnanie Smoluchowskiego:%°

eE
U.= £ (7
n

gdzie n jest lepkoscig dynamiczng roztworu, ¢ jest przenikalnoscig elektryczng osrodka, a E jest

natezeniem pola elektrycznego. Réwnanie to mozna réwniez przedstawi¢ w postaci:

U &
T E n (8)

gdzie e jest ruchliwoscig elektroforetyczna.

W metodzie tej zaktada sie, ze ruchliwos¢ elektroforetyczng jest niezalezna od masy molowej
badanego zwigzku, a jedyna zaleznos¢ od masy molowej wynika z réznej predkosci poruszania sie
przez mikroporowaty zel. To zatoZenie jest stuszne tylko dla polimeréw o wysokiej masie molowej, na-
tomiast wykorzystanie tej metody do polimeréw o niewielkiej masie jest znacznie ograniczone.8

Wiadomo jest, Ze na ruch badanych makromolekut majg wptyw rowniez wtasciwo$ci rozpuszczal-
nika, w szczegélnosci jego sita jonowa i pH. Jony o fadunku przeciwnym do tadunku badanego zwigzku
znajdujgce sie w uktadzie poruszajg sie w kierunku przeciwnym do badanych makroczgstek. W przy-
padku niskich sit jonowych wystepuje niedobdér nosnikéw tadunku elektrycznego, co wptywa na wzrost
opornosci elektrycznej i wydzielanie sie duzej ilosci ciepta. Brak odpowiedniego odprowadzania ciepta
skutkuje ztymi wynikami separacji. Ponadto, w trakcie pomiaru zachodzi elektroliza wody — jony H* ge-
nerowane sg na katodzie a OH- na anodzie. W przypadku badania makromolekut czutych na zmiany
pH, jak np. biatka oraz stabe polielektrolity (zdysocjowane w ograniczonym zakresie pH), niezbedne jest
utrzymanie statego pH. Z tych wzgledéw, w metodzie tej czesto wymagane jest uzycie specjalnych
i kosztownych buforéw, Do innych ograniczen tej metody nalezy zaliczy¢ stabg rozdzielczosé, jak réw-
niez konieczno$¢ uzycia markerow o znanej masie molowej jako wzorcéw, co znacznie podnosi koszty
tej metody.

Pomimo tego, ze metody elektroforetyczne sg pracochtonne, znajdujg szerokie zastosowanie
przede wszystkim w analizie biomedycznej do badania czgstek o bardzo wysokiej masie molowej —
wiekszej niz 1 x 108 kg mol2.

Z kolei metoda sedymentacyjna wyznaczania masy molowej zwigzkéw wielkoczgsteczkowych
opiera sie o zjawisko opadania (lub wynoszenia) makroskopowych czgstek w wyniku réznicy gestosci
pomiedzy czgstkami zawiesiny a cieczg. Czesto proces opadania czastek jest procesem dtugotrwatym

.
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i dlatego w celu znacznego przyspieszenia sedymentacji stosuje sie ultrawiréwki, ktére pozwalajg na
wytworzenie podczas wirowania sity odsrodkowej znacznie przewyzszajgcej wartosc sity ciezkosci i sity
dyfuzji.

W czasie wirowania roztworu na czgsteczke polielektrolitu dziatajg trzy sity: sita odsrodkowa, sita
wyporu i sita tarcia dynamicznego. Przy zatozeniu sferycznego ksztattu czgsteczki i laminarnego prze-
ptywu cieczy otrzymuje sie nastepujgcy wzér na srednig mase molowg:46:59

_6mmd,, AvS

M, =
&
P

gdzie dy jest srednica czasteczki, p jest gestoscig czasteczki polielektrolitu, a ps, jest gestoscig
cieczy. Wielkos¢ S nazywana statg sedymentaciji jest wielko$cig charakteryzujgca ruch makroczasteczki
w rozpuszczalniku i jest opisana wzorem:
1 dr
S§S=—5— 10
wr’ di (10)
gdzie wir sg to predkosc katowa rotora i odlegtos¢ makroczgsteczki od osi obrotu.
W przypadku réwnania (9) pewnych trudnosci moze nastrecza¢ okreslenie srednicy czgsteczki,
ktora jest wyznaczana z réwnania Stokesa-Einsteina:66
kT
dy=——— 11
"= 3eD (1)
gdzie D jest wspotczynnikiem dyfuzji. Po podstawieniu do réwnania (9) otrzymujemy réwnanie
Svedberga:*6.59

M, = 2kTS
D(l_&J (12)
P

Warto$¢ D uzyskuje sie najczesciej w wyniku pomiaréw metodg spektroskopowa. Jezeli wartosé
S jest wartoscig $rednig statej sedymentacji z powyzszego wzoru mozna obliczy¢ srednig mase molowg
polimeru.

Metoda sedymentacyjna, podobnie jak metody osmometryczna i rozpraszania swiatta jest me-
todg absolutng. W przeciwiehstwie do metody statycznego rozpraszania swiatta, obecnos¢ zanieczysz-
czeh nie wptywa znaczgco na pomiar masy molowej. Dodatkowo w metodzie sedymentacyjnej nie jest
wymagana kalibracja aparatury.>®

W przypadku zwigzkéw wielkoczgsteczkowych, gdzie réznica gestodci pomiedzy badang sub-
stancjg a fazg ciggtg jest bardzo mata (np. dla silnie hydratowanych polielektrolitéw), nalezy uzy¢ ultra-
wiréwek pozwalajgcych na wytworzenie sit odsrodkowych setki lub tysigce razy wiekszych niz sita gra-
witacyjna, co jednak wigze sie z posiadaniem kosztownej aparatury.>® Niestabilno$¢ rotorow przy bardzo
duzych predkosciach wirowania moze prowadzi¢ do powaznych btedéw pomiarowych. Z tego powodu
metoda sedymentacyjna dla czgstek o masie molowej powyzej 103 kg mol? staje sie niedoktadna.®’
Ponadto, zwigzki wielkoczgsteczkowe bardzo czesto nie wykazujg sferycznego ksztattu, co z kolei po-
woduje, ze zastosowanie metody sedymentacyjnej do wyznaczenia masy molowej wigze sie z zastoso-
waniem niezwykle skomplikowanych obliczen, 4859 a interpretacja wynikow pomiaréw w przypadku wy-
dtuzonych czgsteczek jest dodatkowo utrudniona ze wzgledu na ich silne oddziatywania w stezonej
warstewce sedymentacyjnej.

Sposrod opisanych powyzej znanych metod, najwieksze zalety posiada metoda oparta na pomia-
rach lepkosci roztworéw zwigzkéw wielkoczgsteczkowych. W metodzie tej nie mierzy sie lepkosci bez-
posrednio, lecz czasy przeptywu (tzw. czasy wyptywu) roztworéw i czystego rozpuszczalnika w wisko-
zymetrze kapilarnym (np. wiskozymetrze Ostwalda lub Ubbelohdego). Zasada dziatania wiskozymetrow
kapilarnych opiera sie na prawie Poiseuille’a tagczgcego wspdtczynnik lepkosci z objetoscig cieczy V
przeptywajgcej w czasie t przez kapilare o promieniu r i dtugosci | pod wptywem réznicy cisnieh Ap, ktére
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_ar'dApt
jest wyrazane w postaci: 4./ Nastepnie wyznacza sie lepkos¢ znormalizowang (nazywang
tez lepkoscig wlasciwg), Nnorm:%8
-1
Thnorm == (13)
o

gdzie 7 jest lepkoscig dynamiczng badanego roztworu, a 7o jest lepkoscig dynamiczng czystego
rozpuszczalnika.

Na podstawie wynikéw z przeprowadzonych pomiaréw lepkosci wyznacza sie lepkosé we-
wnetrzng (nazywang tez graniczna liczba lepkosciowsq) [7]:68

P/ ) [
=1
7} o €

(14)

gdzie c jest stezeniem roztworu zwigzku wielkoczgsteczkowego.

W praktyce, lepko$¢ wewnetrzng (lepkos¢ graniczng) wyznacza sie metodg graficzng na podsta-
wie wykresu pokazujgcego zaleznos¢ lepkosci znormalizowanej w funkcji stezenia roztworu dla bada-
nego zwigzku wielkoczagsteczkowego. Lepkosc ta jest liczbowo réwna wartosci tga kata nachylenia pro-
stej wzgledem osi odcietych na wykresie. Majac tak wyznaczong wartos¢ lepkosci wewnetrznej oblicza
sie mase molowa, My, stosujgc réwnanie Marka-Houwinka:6%70

[7]= kM2 (15)

gdzie K i p sg statymi potempirycznymi, ktérych znajomos¢ jest niezbedna do wyznaczenia sred-
niej masy molowej badanego zwigzku. Zazwyczaj nie zalezg one od warto$ci masy molowej zwigzku,
lecz zmieniajg sie w zaleznosci od rodzaju rozpuszczalnika i badanego zwigzku oraz temperatury
uktadu. Dodatkowo, na K i a ma wptyw takze polidyspersyjnos¢ badanego zwigzku wielkoczgsteczko-
wego — powinna by¢ taka sama, jak polidyspersyjnos¢ probek stosowanych pierwotnie na etapie kali-
browania wiskozymetru w celu otrzymania statych réwnania Marka-Houwinka.58:59.69

Metoda lepkosciowa wyznaczania $rednich mas molowych, pomimo ze nie jest metodg abso-
lutng, znalazta szerokie zastosowanie w przemysle ze wzgledu na swoje zalety: jest metodg szybka,
dajgcg powtarzalne wyniki i opartg o tanig aparature. Ponadto, metoda ta jest niepodatna na wptyw
matych iloSci zanieczyszczenh i pozwala na pomiar masy molowej zwigzkow wielkoczgsteczkowych
w bardzo szerokim zakresie od 0,2 do 10° kg mol1.59

Niestety rowniez ta metoda posiada pewne ograniczenia, np. nie jest mozliwa ilosciowa interpre-
tacja wynikéw uzyskanych dla polielektrolitéw w roztworach polarnych rozpuszczalnikéw (wody).”* W re-
zultacie wartosci masy czgsteczkowej podawane przez producentdw wahajg sie szerokich zakresach
(np. 150-300 kg mol* dla PLL), co jest niewystarczajgco doktadne dla znacznej ilo$ci zastosowan prak-
tycznych.

Ze wzgledu na powyzsze problemy praktyczne, nadal poszukiwane sg bardziej precyzyjne i prost-
sze sposoby wyznaczania masy molowej makrojonow.

Z literatury patentowej znanych jest szereg metod wyznaczania masy molowej zwigzkéw wielko-
czasteczkowych.

Przyktadowo w opisie patentowym US 4775943 przedstawiono urzgdzenie oraz metode wyzna-
czania rozktadu mas molowych polimeréw (MWD ang. molecular weigth distribution). Pomiary przepro-
wadzane sg w oparciu o tradycyjng metode ,Benoit’. Masy molowe wybranych polimeréw wyznaczano
na podstawie rownoleglych pomiaréw objetosci hydrodynamicznej, lepkosci wiasciwej i masy prébki.
W praktyce, metoda ta opiera sie na analizie strumienia eluujgcego na skutek rozdzielenia prébki w wa-
runkach chromatografii wykluczenia (SEC ang. size exlusion chromatography). Dane z analizy eluatu
w potgczeniu z danymi dotyczacymi objetosci hydrodynamicznej i lepkosci roztworu sg przetwarzane
przy uzyciu programu komputerowego dajgc wyniki odnoscie rozktadu masy molowej badanego poli-
meru. Dane otrzymane metoda wedtug wynalazku zostaty poréwnane z danymi pochodzgcymi z analizy
metodg niskokgtowego rozpraszania swiatta (LALLS ang. low angle laser light scattering) dajagc bardzo
dobrg zgodnos¢. Konstrukcja aparatu polegajgca na scistym sprzezeniu detektoréw mas i lepkosci oraz
przetworzenia otrzymanych danych pozwala na wyeliminowanie potrzeby stosowania wysokoczutego
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detektora wyznaczania lepkosci i wkasciwy pomiar rozktadu mas molowych polimeru bez dodatkowej
wiedzy odnos$nie jego pochodzenia i struktury.

Przedmiotem wynalazku objetego patentem US 4972701 jest urzadzenie oraz metoda wyzna-
czania masy molowej makromolekut w oparciu o technike osmometryczng. W metodzie tej uzywany jest
uktad obiegu cieczy, wyposazony w dwie strefy pomiaru ci$nienia; jedna odpowiada za pomiary zmian
lepkosciowych, a druga odpowiada za zmiany lepko$ciowe i zmiany osmotyczne zachodzace w badanej
prébce. Efekty osmotyczne powodowane sg przez zmiany w usieciowanym materiale polimerowym,
zdolnym do rozszerzania sie badz kurczenia w obecnosci danego rozpuszczalnika, zmieniajgc efek-
tywny promien strefy badanego roztworu i jego cisnienie. Osmometr opisany w zgtoszeniu moze by¢
stosowany do pomiaréw sredniej masy molowej polimerdw i innych skfadnikéw prébki (rowniez mono-
dyspersyjnych uktadéw) na podstawie efektéw osmotycznych, wystepujgcych w uktadzie pomiarowym
na skutek umieszczenia czgstek badanego materiatu w Srodowisku rozpuszczalnika.

W opisie zgtoszenia patentowego US 2005/0240385 Al ujawniono system komputerowy oraz
metode analizy danych, stuzacych do okreslania promienia bezwtadnosci (ang. radius-of-gyration) oraz
bezwzglednej masy molowej, lepkosci wewnetrznej i rozktadu masy molowej polimeru. Przedmiotowa
metoda polega na analizie danych otrzymanych z uzyciem chromatografii zelowo-permeacyjnej (ang.
gel permeation chromatography GPC) lub chromatografii wykluczenia (SEC) do wyznaczenia promienia
bezwtadnosci badanego polimeru. Metoda obejmuje rownoczesne okreslenie tego parametru dla bada-
nego materiatu za pomocg danych z detektora rozpraszania $wiatta, ktéry zbiera dane z co najmnie;j
dwodch katow padania. W metodzie stosuje sie detektor do wielokgtowego rozpraszania swiatta, lepko-
$ciomierz oraz detektor analizy wspotczynnika refrakcji. Przedmiotowa metoda wymaga zastosowania
wzorcow o waskim rozktadzie masy molowej polimerow w celu wykreslenia krzywej kalibracyjnej obje-
tosci hydrodynamiczne;.

Opis patentowy CN 1128350 ujawnia sposdb oznaczania masy molowej polimeréw wysokoczg-
steczkowych z zastosowaniem uktadéw rozpuszczalnikow. Opisano metode wyznaczania masy cza-
steczkowej polimeru z uzyciem rozpuszczalnikédw o okreslonym sktadzie (buforéw). Rozpuszczalne
w wodzie polimery bedgce przedmiotem badan, charakteryzowaty sie okreslong strukturg jak np. posia-
danie grup karboksylowych. Zakres badan obejmowat polimery, takie jak guma arabska, polisacharydy
itp. oraz kopolimery tj.: kwas polimlekowy, polimery zawierajgce pochodne kwasu akrylowego, po-
chodne zawierajgce grupy amidowe oraz celuloze. Roztwory tych polimerdéw charakteryzujg sie wysokg
lepkoscig dynamiczng powyzej 1x107 P (puaz), tak wiec wyznaczenie ich masy czgsteczkowej konwen-
cjonalnymi sposobami jest praktycznie niemozliwe lub charakteryzuje sie wysokim btedem ze wzgledu
na fakt, ze wraz ze wzrostem stezenia badanego polimeru zwieksza sie przewodnictwo roztworu. Row-
noczesnie uktady wspomnianych kopolimeréw charakteryzujg sie wystepowaniem réznych grup polar-
nych, tak wiec wlasciwosci roztwordéw kopolimeréw sg rézne w poréwnaniu z wtasciwosciami pojedyn-
czych polimeréw wchodzacych w sktad danego kopolimeru. W zwigzku z powyzszym, autorzy opisuja,
ze przez odpowiednio dobrany sktad rozpuszczalnika (roztworu buforowego) mozliwe jest kontrolowanie
morfologii czgsteczki, wynikajacej bezposrednio z jej budowy (posiadania charakterystycznych grup jo-
nogenach), co jest podstawg wynalazku. Kontrolujgc wartosci pH roztworu, grupy polarne czgsteczek
polimeru stajg sie elektrycznie obojetne w pH okreslanym w literaturze jako punkt izoelektryczny danej
molekuty. W stanie elektrycznie obojetnym, w czgsteczce kopolimeru nastepuje kompensacja tadunkéw
grup polarnych polimeréw wchodzacych w jego sktad, tak, ze czgsteczka nie jest podatna na zawartos¢
soli w rozpuszczalniku oraz wystepuje naturalne kurczenie sie czgsteczki i zmniejszenie promienia ob-
jetosciowego. W metodzie tej lepkos¢ kinematyczng oraz lepkos$é graniczng roztworéw mierzono trady-
cyjnym wiskozymetrem Ubbelohde. Zmierzone lepkosci kinematyczne dla réznych rozciefnczen prébki
oraz lepkosci graniczne wykorzystano do wyznaczenia masy molowej polimeru. Zastosowanie uktadu
podwajnej soli jako rozpuszczalnika i pieciopunktowego rozciericzenia postuzyty réwniez do okreslania
masy molowej kopolimeréw.

W zgtoszeniu patentowym CN85102485 przedstawiono automatyczne urzgdzenie do wyznacza-
nia masy molowej metodg wiskozymetryczng. Wyznaczanie mas czgsteczkowych odbywa sie w oparciu
o klasyczng metode wyznaczania mas metodg wiskozymetryczng. Jednakze do okreslania mas wyso-
koczagsteczkowych polimerdw, lepkosciomierz opisany w zgtoszeniu patentowym stanowi ulepszong
wersje wiskozymetru Ubbelohde. Zaopatrzony jest w kapilary o roznych srednicach, ktére sg zmieniane
w zaleznosci od rodzaju badanej probki. Wyposazony jest réwniez w pompe samopoziomujgca, zegar
i elektroniczny czujnik pozwalajgcy na odczytywanie czasu przeptywu probki. Zamiast tazni wodnej wy-
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korzystano wanne powietrzng, umozliwiajgcg krotki czas inkubacji probki. Urzgdzenie umozliwia na-
przemienne grzanie i chtodzenie w systemie statej temperatury. Ukfad wyposazony w wzmacniacz ope-
racyjny o wysokiej czutosci, wyposazony w system przetwarzania danych i drukarke.

W opisie patentowym CA 2066855 przedmiotem wynalazku jest metoda wyznaczania masy
molowej polimeréw w czasie krotszym niz dla standardowych metod opisanych w literaturze oraz
charakteryzujgca sie stosunkowo niskim btedem pomiarowym (niskim odchyleniem standard owym).
Opisana w patencie metoda wyznaczania mas molowych polimeréw sktada sie z dwdch etapow:
podgrzewania prébki polimeru i pomiarze réznicy temperatur dla przynajmniej dwoch punktéw po-
miarowych kazdej z porcji danej prébki poddanej dziataniu réznych temperatur oraz szacowaniu
mas molowych badanego polimeru, odpowiadajgcych zmierzonym réznicom temperatur oraz wcze-
Sniej otrzymanej zaleznosci masy molowej od temperatury. Idea wynalazku oparta jest na zatoze-
niu, ze zmiana dyssypaciji ciepta dostarczanego do danego materiatu zalezy od jego wtasciwosci
reologicznych, w szczegdlnosci lepkosci. Generalnie, szybko$é przenoszenia ciepta w prébce
0 wiekszej lepkosci jest mniejsza niz dla probki charakteryzujgcej sie nizszg lepkoscig. W ten spo-
sob lepkos$¢ danego polimeru okreslana jest na podstawie pomiaréw przenikalnosci cieplnej przez
probke. Masa molowa polimeru okreslana jest na podstawie otrzymanych wartosci lepkosci korzy-
stajgc z wyznaczonej wczesniej zaleznosci lepkosci od masy molowej danego polimeru. Polimery,
ktorych masy molowe mogg by¢ okreslone z zastosowaniem przedstawionej metody obejmuja: po-
liolefiny (polietylen), polimery winylowe (polichlorek winylu), polimery dienoéw (polibutadien), diole
(glikol propylenowy), polimery polikondensacji i poliaddycji etc. Metoda ta charakteryzuje sie naj-
wiekszg precyzjg dla mas molowych z zakresu 20 do 50 kg mol-L.

Dla polimeréw o wyzszych masach molowych stosowalnosé¢ metody moze by¢ obarczona duzym
btedem, ze wzgledu na niehomogeniczny rozktad mas w catym reaktorze. Dlatego tez najwieksza efek-
tywnos¢ metody osiggana jest dla prébek charakteryzujgcych sie lepkoscig z zakresu 100-1000 P
(puaz).

W opisie wynalazku SU 492795 ujawniono sposéb wyznaczania masy molowej polimeréw na
drodze okre$lenia zaleznosci czasu jgdrowej spinowo-spinowej relaksacji od lepkosci, ktérg wyzna-
czano nieznanym sposobem. Mase molowg polimeréw wyznaczano w oparciu o wyniki pomiaréw przy
uzyciu nastepujgcego wzoru:

4 r
lnM:lnTz—§+Zlnq (16)

gdzie T» jest czasem jgdrowej spinowo-spinowej relaksacji wyrazonym w milisekundach [mS],
n jest lepkoscig dynamiczng wyrazong w centypuazach [cP].

Metoda ta zostata zastosowana i poréwnana z metodg ebulioskopowg dla takich polimeréw, jak
zywica epoksydowa, poli-di-winylo-izopropen-diol, polimetoksysiloksany adypinian polidietylenoglikolu,
polibutadien, zwigzki gliceryny, kwasu oleinowego, tristearyny, dietylenoglikolu czy di-butylo-di-laurynu
otowiu. Wedtug autoréw precyzja wyznaczania masy molowej tg metodg wynosita 12—-15%.

Nalezy jednak zauwazyé, ze zastosowanie wzoru (16) nie jest w praktyce mozliwe, szczegdlnie
dla makrojondw, gdyz nie podano w jaki sposéb mierzono czas T», w jakich jednostkach wyrazona byta
masa molowa polimeru, dla jakich warunkéw mierzona byta lepkos¢, np. zakres temperatury, jaka byta
sita jonowa i pH, oraz jakie byto stezenie polimeru w danym rozpuszczalniku.

Na podstawie powyzszego przegladu literaturowego mozna wywnioskowac, ze pomimo istot-
nego znaczenia dla nauki i przemystowych proceséw technologicznych, nie zostaty ujawnione efek-
tywne i precyzyjne metody wyznaczania masy molowej zwigzkéw o znacznym tadunku elektrycz-
nym, szczegodlnie o znaku dodatnim i duzym stopniu wydtuzenia czgsteczki, zwtaszcza takich jak
makrojony liniowe.

Nieoczekiwanie, w czasie prowadzenia badan nad procesami adsorpcji polielektrolitéw na
powierzchniach granicznych dato state/ciecz zaobserwowano, ze ich lepko$¢é wewnetrzna, a wiec
parametr niezalezny od temperatury i rodzaju rozpuszczalnika, przyjmuje bardzo duze wartosci,
przekraczajgce znacznie 100. Ponadto, okazato sie, ze dla roztworéw o stezeniach masowych
w zakresie 10-1000 mg L™, dla niskich sit jonowych rzedu 1 x 10-® — 1 x 10-* M roztworéw polielek-
trolitow, warto$¢ tego parametru wzrastata bardzo znaczgco, co wskazuje na elektrostatyczne roz-
prostowanie tancucha makrojonu, ktéry osigga w takich warunkach swojg maksymalng dtugosc.
Zaobserwowane zjawisko wskazuje, ze lepko$¢ wewnetrzna molekuty moze by¢ dobrg miarg masy
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molowej polielektrolitu, pod warunkiem opracowania ilosciowej metody wigzgcej w sposoéb jedno-
znaczny mase molowg z dostepnym w oparciu o wyniki doswiadczalne parametrem, jakim jest lep-
ko$¢ wewnetrzna molekuty.

Ponizej przedstawiono podstawy fizykochemiczne wyznaczania masy molowej makromolekut,
w szczegolnosci liniowych polielektrolitow o duzym stopniu wydluzenia czgsteczki i relatywnie duzym
tadunku powierzchniowym, stanowigce o istocie sposobu wedtug wynalazku.

Zgodnie z wynalazkiem, podstawowym etapem sposobu wyznaczania masy molowej polielektro-
litéw liniowych, zwtaszcza polilizyny (PLL), bazujgcego na elektrostatycznych oddziatywaniach w cza-
steczkach, jest pomiar lepkosci kinematycznej ich rozcienczonych roztworéw w rozpuszczalnikach po-
larnych, korzystnie w wodzie destylowanej, w zakresie niskich sit jonowych od 1 x 10 do 1 x 103 M,
a korzystnie w zakresie 3 x 10 do 1 x 10* M oraz dla matych stezen masowych polielektrolitéw w roz-
tworze w granicach 10—-1000 mg L1, a korzystnie stezen w zakresie 50-500 mg L1. Korzystnie pomiar
lepkosci prowadzi sie w zakresie temperatur 20—25°C. Najdoktadniejsze wyniki uzyskuje sie przy uzyciu
znanego wiskozymetru kapilarnego o statej kapilary w zakresie 0,001— 0,004 mm?2 s2. Wykorzystujgc
wiskozymetr kapilarny mierzy sie czas wyptywu okreslonej objetosci roztworu (od 1-5 ml) ze zbiornika
przez kapilare. Po pomiarze czasu przeptywu cieczy przez kapilare wiskozymetru, oznaczonego jako tc,
oblicza sie lepkos¢ kinematyczng roztworu v z nastepujgcej liniowej zaleznosci:

v=Cy, (17)

gdzie C, jest znang statg przyrzadu, zalezng od objetosci zbiornika i przekroju kapilary, podawang
przez producenta w specyfikacji przyrzadu (lub wyznaczang doswiadczalnie przy uzyciu cieczy wzorcowej).

Warto podkresli¢, ze ze wzgledu na fakt, ze czas przeptywu badanych suspensiji przez kapilare
wiskozymetryczng przekracza znacznie wartos¢ 100 sekund nawet dla samego rozpuszczalnika jakim
jest woda destylowana, precyzja pomiarow jest lepsza niz 0,1%.

W celu uzyskania wartosci lepko$ci dynamicznej n na podstawie zmierzonej lepko$ci kinema-
tycznej v, niezbedna jest znajomosc¢ gestosci p badanego roztworu.

Dlatego réwnoczes$nie z pomiarami lepkosci kinematycznej danych prébek o réznym stezeniu
wagowym polielektrolitu ¢c,, wyrazanym w mg L lub w utamku masowym oznaczanym jako w, mierzy
sie gestosci roztworéw prébek. Nastepnie, na podstawie wynikow pomiaréw lepkosci kinematycznej
i gestosci roztworéw, wykonanych dla kolejnych probek, oblicza sie lepko$¢ dynamiczng # kolejnych
prébek ze wzoru:

n=v-.p (18)

Ponadto, dla kazdej z serii pomiarowych gestosci, obejmujacej kilka roztworéw danego polielek-
trolitu o stopniowo malejgcych stezeniach w prébce (metoda rozciehczen), wyznacza sie wspétczynnik
proporcjonalnosci s, odwrotnosci znormalizowanej (wzglednej) gestosci roztworu PLL w rozpuszczal-
niku od utamka masowego makrojonu wp w prébce, gdzie odwrotno$¢ znormalizowanej gestosci roz-
tworu definiowana jest jako stosunek gestosci rozpuszczalnika do gestosci badanej probki.

Korzystnie, wspomniany wspotczynnik proporcjonalnosci s, wyznacza sie graficznie, wykres$lajgc
w prostokgtnym uktadzie wspoétrzednych liniowg zalezno$é odwrotnosci znormalizowanej (wzglednej)
gestosci roztworu PLL w rozpuszczalniku od stezenia wyrazonego utamkiem masowym makrojonu wp
w prébce. W ten sposéb uzyskuje sie tangens kata nachylenia wykresu wzgledem osi odcietych, ktory
jest rbwny wspomnianemu wspofczynnikowi sp.

Korzystajgc z wyzej opisanej metody rozciehczen wyznacza sie gesto$¢ czgsteczek polielektrolitu
Pp Z nastepujacego wzoru:

=P
Pe l+.5'9 (19)

gdzie o jest gestoscig czystego rozpuszczalnika.

Oczywiscie, w przypadku, gdy gestos¢ badanego polielektrolitu o, jest znana, powyzszy etap
wyznaczania jego gestosci mozna pomingc.

W kolejnym etapie, na podstawie przeprowadzonych pomiaréw i wynikéw obliczen, wyznacza sie
zaleznos$¢ lepkosci znormalizowanej (wzglednej) nnorm roztworu od stezenia polielektrolitu, gdzie lep-
kos¢ znormalizowana definiowana jest jako:
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=177 20)

gdzie: 7 jest lepkoscig dynamiczng roztworu, a 7 jest lepkoscig dynamiczng czystego rozpusz-
czalnika. Natomiast, stezenie roztworu jest wyrazone w mg L1 lub jako utamek objeto$ciowy z ozna-
czeniem .

Dla kolejnych prébek wyznacza sie wspotczynnik proporcjonalnosci dla zaleznosci lepkosci
znormalizowanej morm roztworu polielektrolitu od stezenia roztworu wyrazonego jako utamek obje-
tosciowy @,

Zalezno$¢ znormalizowanej (wzglednej) lepkosci 77norm roztworu polielektrolitu od stezenia wyra-
zonego utamkiem objeto$ciowym @, ma charakter liniowy dla matych warto$ci tego parametru, dla ktorej
to zaleznosci wspotczynnik proporcjonalnosci s; jest okreslany jako lepko$é wewnetrzna molekuty [7].
Wspomniany wspofczynnik proporcjonalnosci symozna wyznaczy¢ przyktadowo graficznie, analogicznie
jak opisano wczesniej dla wspotczynnika sp.

Lepkosé wewnetrzna molekuty [77] ma podstawowe znaczenie przy wyznaczaniu masy molowej
makrojondéw liniowych ze wzgledu na fakt, ze zalezy ona jedynie od ksztattu czgsteczki. Réwnoczesnie
jest to parametr niezalezny od rozmiaréw czgsteczki i od temperatury.

Z literatury fachowej wiadomo, ze dla czgsteczek o ksztatcie zblizonym do kulistego lepkos¢ we-
wnetrzna przyjmuje wartosé 5/2. Warto$¢ ta zostata po raz pierwszy wyznaczona teoretycznie przez
Einsteina.”? Wiadomo tez, ze dla czgsteczek o ksztattach wydtuzonych parametr ten osigga znacznie
wieksze wartosci i silnie wzrasta wraz z wydtuzeniem czgsteczki.”

W niniejszym wynalazku wykorzystano do iloSciowego wyznaczenia masy molowej polielektroli-
tow, gtéwnie polipeptyddw, a zwtaszcza polilizyny, zaobserwowane przez autoréw zjawisko elektrosta-
tycznego rozprostowania tancucha makrojonu (silnego wydtuzenia molekuty) w warunkach niskich sit
jonowych, co pozwala na wyznaczenie ich mas molowych z precyzjg nieosiggalng z wykorzystaniem
dotychczas stosowanych metod.

Podstawg sposobu weditug wynalazku, nieujawnionego dotychczas w literaturze przedmiotu, jest
zaobserwowanie zjawiska, ze czgsteczki polielektrolitéw w roztworach o niskiej sile jonowej od 1 x106
do 1 x 10 M, korzystnie w zakresie 3 x 10-° do 1 x 10 M (wodzie destylowanej i wodnych roztworach
elektrolitow) przyjmujg ksztatt wydtuzony, charakteryzowany przez dtugos¢ L oraz srednice przekroju
poprzecznego d.

Nalezy zaznaczy¢, ze dla takich sit jonowych dtugos¢ czgsteczki osigga wartos¢ maksymalng
oznaczang jako Lmax, @ przekrdj czastki osigga warto$¢ minimalng oznaczang jako dm. Lepkosci we-
wnetrzng [7] dla tak wydtuzonych ksztattéw czgstek wyznacza sie na podstawie wzoru Brennera: "3

2 2

+Cy, 4
n24-0,5  *Wn2A-1,5

gdzie 1 = L/d jest stosunkiem dtugosci do $rednicy przekroju czasteczki, wspoétczynniki ¢y, = 3/15
i cov = 1/15 sg statymi niezaleznymi od ksztattu czgsteczki, a stata ¢, dla czgsteczki o ksztalcie cylin-
drycznym wynosi 14/15, a tym samym wnosi minimalny wktad do obliczonej wartosci [ 7], gdyz wzor (21)
stosuje sie dla 4 >> 1.

Znajgc wartos¢ lepkosci wewnetrznej [ 7] wyznaczonej eksperymentalnie, dla danego rodzaju po-
lielektrolitu, wykorzystano wzér Brennera (21) do wyznaczania masy molowej polielektrolitbw metodag
nieujawniong dotychczas w literaturze.

Pierwszym etapem procedury obliczania masy molowej w oparciu o wyniki pomiaréw, jest itera-
cyjne rozwigzanie réwnania Brennera (21), co umozliwia sformutowanie nastepujgcego wzoru praktycz-
nego w stosowaniu, umozliwiajgcego obliczenie parametru A:

,1=(’5 [ﬂ)E (22)
SH(4)

[7)=c, +¢, = f,(4) @n
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gdzie:

fith)y=— !

(In24,-0,5) " (024 -1,5)

(23)

A=015[717)%;
[n1=[n]-c,

przy czym cy dla czgsteczki o ksztatcie cylindrycznym wynosi 14/15.

Precyzja tego schematu obliczen jest ok. 1% dla wartosci lepkosci wewnetrznej powyzej 20.

Znajgc warto$¢ parametru A oblicza sie nastepnie efektywng dlugos$¢ czasteczki L z nastepujacej
zaleznosci liniowe;j:

L=d-A (24)

Dla czgsteczki polielektrolitu majgcej ksztatt cylindryczny jej mase w roztworach o niskiej sile
jonowej oblicza sie ze wzoru:

n i
m =Id2Lpp =Ed3ppi (25)

Tym samym masa jednego mola polielektrolitu (masa molowa) dana jest nastepujgcg zaleznoscia
liniowa:

T
M, = -&-d’ppAvl =CA (26)

gdzie: Ay = 6,02-102 mol* jest liczbg Avogadro, a stata Cy, jest dana zaleznoscia:
C,=4,73-10"dp, (27)

Nalezy wspomnie¢, ze we wzorze tym (27) wartos¢ Srednicy czgsteczki d zalezy od sity jonowej
i jest wyrazona w nm, natomiast warto$¢ g, nie zalezy od sity jonowej i jest wyrazona w kg m-3.

Jak mozna zauwazy¢, obliczenie statej Cr, we wzorze (27) wymaga znajomosci wartosci Srednicy
czagsteczki polielektrolitu. Parametr ten, przyktadowo wyznacza sie przez przeprowadzenie pomiarow
wspotczynnikow dyfuzji makrojonéw metodg dynamicznego rozpraszania swiatta (DLS), ktére dajg war-
tos¢ srednicy hydrodynamicznej czastki dn dla réznych sil jonowych. Dla wydtuzonych czgsteczek sred-
nica hydrodynamiczna zwigzana jest z ich przekrojem nastepujacym wzorem:7#

A
dy=d ———n
77 ¢ In24+¢, (28)

gdzie bezwymiarowe stale ci, ¢z dla czastek cylindrycznych wynosza c1 =1, c2 =-0,11.58
Tak wiec, ze wzoru (28) dostajemy nastepujgce wyrazenie na $rednice czgsteczki:

d=d, w (29)
Wstawiajgc ten wzor do rownania (26) dostajemy nastepujacy wynik:
r (In24-0,11)
M, =5 p Ady == (30)

Jak widaé, w tym przypadku obliczenia masy molowej nie wymagajg znajomosci Srednicy cza-
steczki.

Innym wariantem wynalazku, dla ktérego zbedne jest wykonanie pomiaréw wspotczynnikéw dy-
fuzji makrojonéw metodg DLS w celu okreslenia srednicy hydrodynamicznej, a jedynie konieczne jest
wykonanie pomiaréw lepkosci kinematycznej, jest uzycie wzorca o znanej masie molowej Myo. W tym
przypadku mase czgsteczkowg probki mozna obliczy¢ z zaleznosci:

M,=M,Al2, an
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gdzie A, jest parametrem wyznaczonym dla prébki wzorcowej/referencyjnej z réwnania (21) na
podstawie lepkosci wewnetrznej.

Sposoéb wedtug wynalazku umozliwia szybkie i doktadne wyznaczenie masy molowej polielektro-
litéw liniowych w oparciu o wyniki pomiaréw ich parametréw fizykochemicznych z wykorzystaniem ogol-
nie dostepnej aparatury badawczej oraz relatywnie niski koszt pomiaréw. W przeciwienstwie do znanych
metod lepkosciowych wyznaczania masy molowej, metoda wedtug wynalazku jest metodg absolutng
(niewymagajgcg wzorca). Niemniej jednak w przypadku posiadania substancji referencyjnej (wzorca)
wyznaczanie masy molowej badanej substancji sposobem przedmiotowym mozna znacznie uproscic.

Praktyczne zastosowanie wynalazku zostato objasnione ponizej w kilku przykfadach realizaciji.

Przyktad 1

Sposéb wyznaczenia masy molowej dla probki referencyjnej PLL 1.

W tym przyktadzie wyznaczona zostata masa molowa probki PLL o nieznanej gestosci, oznaczo-
nej jako PLL 1, ktéra bedzie stanowi¢ w kolejnych przyktadach préobke referencyjng. PLL w postaci statej
zostata zakupiona od znanej firmy (Polyscience). Zakres masy molowej prébki podany przez produ-
centa, wyznaczony przy pomocy techniki MALLS, wynosi 100 do 140 kg mol?, co daje warto$¢ $rednig
120 kg mol? (Tabela 1), wartos¢ tg przyjeto jako warto$¢ wzorcowa w dalszych pomiarach.

W pierwszym etapie wyznaczania masy molowej probki PLL 1 metodg wedtug wynalazku wyko-
nuje sie pomiary gestosci roztworéw wodnych PLL 1 w funkcji stezenia masowego polielektrolitu
w probce cp, wyrazanego w mg Lt (58, 116, 231, 314, 462, mg L). W przeliczeniu na utamek masowy
wp PLL wartosci tych stezen wynosza: 6 x 105, 1,2 x 104, 2,3 x 104, 3, x 104, 4,6 x 10-4. Dla powyzszych
stezen odwrotnosci gestosci wzglednych wynosza: 0,99999, 0,99996, 0,99992, 0,99988, 0,99983. Zro-
zumiatym jest, ze pomiary takie mozna réwniez prowadzi¢ wyznaczajgc zaleznos¢ gestosci wspomnia-
nych roztworéw od utamka masowego, oznaczanego jako w, bedgcego wielkoscig bezwymiarows.

Wyniki z przeprowadzonych pomiaréw gestosci zilustrowano graficznie na rysunku na wykresie
Fig. 1, ktory przedstawia zalezno$¢ odwrotnosci znormalizowanej (wzglednej) gestosci roztworu PLL
w wodzie destylowanej od utamka masowego wp dla probki PLL 1.

Jak wida¢ na Fig. 1, zalezno$¢ odwrotnosci gestosci znormalizowanej roztworu PLL 1 w wodzie
od utamka masowego wp dla probek PLL 1 ma charakter liniowy, a wspétczynnik nachylenia s, prostej
do osi odcietych wynosi -0,36. Znajgc wspotczynnik s, obliczono gestosé wtasciwg makrojonu ze wzoru

4
(29): 1+SP p. = Dla temperatury 25°C (298 K) gesto$¢ wtasciwa (op) PLL 1 w analizowanej prébce
wynosi 1,57 x 103 kg m™=3.

Réwnoczesnie z pomiarami gestosci, dla tych samych roztworéw PLL 1 w funkcji stezenia wago-
wego polielektrolitu w probce, przeprowadzono pomiary lepkosci kinematycznej rozciehczonych su-
spensji PLL w wodzie destylowanej. Pomiary wykonano z uzyciem wiskozymetru kapilarnego w statej
temperaturze 25°C. Nastepnie uzyskane wartosci czasow przeliczono na wartosci lepkosci dynamiczne;j
z uzyciem statej kapilary. Wykorzystana w badaniach kapilara charakteryzowata sie wartoscig statej
podanej przez producenta o wartosci 0,00182 mm? s2,

Nastepnie wyznaczono graficznie zalezno$¢ wzglednej (znormalizowanej) lepkosSci 7norm roztworu
od wartosci stezenia wyrazonego w utamku objeto$ciowym polielektrolitu wytazonego wzorem @&, =
Cp/pp. Zaleznosé ta zilustrowano na rysunku na wykresie Fig. 2, ktéry przedstawia zaleznos¢ znormali-
zowanej (wzglednej) lepkosci roztworu PLL w wodzie destylowanej od utamka objetoSciowego @&, dla
probki PLL 1.

Jak wida¢ z przedstawionej na Fig. 2, dla utamkéw objetosciowych @&, o wartosciach 0,4 x 104,
0,7 x 104, 1,4 x 104, 2,0 x 104, 2,9 x 104, wzgledne lepkosci badanych roztworéw PLL 1 w wodzie
destylowanej wynoszg odpowiednio: 0,09, 0,16, 0,35, 0,54, 0,70. Zalezno$¢ ta ma charakter liniowy,
a jej wspotczynnik nachylenia s prostej do osi odcietych, okreslany jako lepkos¢ wewnetrzna molekuty
[7] wynosi 2420. Znajgc wartos¢ lepkosci wewnetrznej [7]] oblicza sie kolejno warto$¢ parametru wy-
dtuzenia molekuty (A) wedtug wzoréw (réwnania (22)—(23)):

lz[li [ﬂ)E 22)
FACH)
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gdzie:
3 1
f'“’)*(mz;., ---0,5)+ (In24, -1,5) 23)
A=(05[77);
[71=[n]-c,

W ten sposoéb, zgodnie z przedstawiong powyzej procedurg pomiarowg obliczono wspétczynnik
wydtuzenia czgsteczki A = 216. Wartos¢ tg przyjeto jako wartos¢ referencyjna, odpowiadajgca sredniej
masie molowej 120 kg L. W oparciu o te wartosci, zostata sformutowana ogélna zalezno$é umozliwia-
jaca w kolejnych przyktadach obliczenie masy molowej innych prébek PLL wedtug nastepujgcego
WZOru:

Mw = 120 A/Ao (32)

gdzie Lo = 216 probki referencyjnej PLL 1, jest wartoscig ustalong w oparciu o powyzej opisane
wyniki pomiaréw lepkosci i gestosci probki referencyjnej PLL 1 o roznych stezeniach, a A jest wartoscig
parametru wydtuzenia molekuty, wyznaczanego z pomiarow lepkosci dynamicznej dowolnej probki po-
lielektrolitu o strukturze liniowe;j.

Przyktad 2

Sposéb wyznaczenia masy molowej dla probki PLL 2.

W tym przykfadzie wyznaczona zostata masa molowa prébki polipeptydu, w toku badan opisanej
jako PLL 2. Materiat, w postaci statej o nieznanej gestosci, zakupiony zostat od innej znanej firmy (Sigma
Aldrich). Nominalna masa molowa podana przez tego producenta, wyznaczona z zastosowaniem tech-
niki MALLS, wynosi 75 do 190 kg mol?, co daje warto$¢ srednig 132 kg mol! (Tabela 1). Natomiast
deklarowana przez producenta masa molowa wyznaczona przy pomocy metody lepkosciowej wynosi
150 do 300 kg mol?, co daje wartos¢ srednig 225 kg mol* (Tabela 1). Warto$¢ ta znaczaco odbiega od
wartosci wyznaczonej przy pomocy techniki MALLS.

W celu wyznaczenia masy molowej dla prébki PLL 2, wykonano analogicznie jak w przyktadzie 1
pomiary gestosci jej roztworéw oraz pomiary lepkosci kinematycznej dla prébki PLL 2 w zaleznosci od
utamka masowego PLL 2 w analizowanej prébce. W tym celu sporzgdzono roztwory z uzyciem wody
destylowanej o stezeniach wyrazonych w nastepujgcych utamkach masowych: 1,0 x 104, 1,4 x 104, 2,1
x 104, 2,8 x 104, 4,2 x 104 dla ktorych wartosci odwrotnosci gestosci wzglednej wynoszg: 0,99997,
0,99995, 0,999920, 0,99990, 0,99984. Wyniki z przeprowadzonych pomiaréw zilustrowano graficznie
na rysunku na wykresie Fig. 3, ktéry przedstawia zalezno$¢ odwrotnosci znormalizowanej (wzglednej)
gestosci roztworu PLL w wodzie destylowanej od utamka masowego wj, dla badanych prébek PLL 2.

Wykreslona na Fig. 3 zaleznos$¢ odwrotnosci gestosci znormalizowanej roztworu PLL 2 w wodzie
od utamka masowego ma dla badanych probek charakter liniowy. Z wykresu na Fig. 3 okreslono wspot-
czynnik nachylenia s, prostej do osi odcietych, ktéry wynosi -0,38. Znajgc wspotczynnik sp obliczono

p —_eﬁ..._.
P

gestosé wiasciwag polipeptydu ze wzoru (19): I+SP . Dla temperatury 298 K, gesto$¢ wtasciwa PLL 2

(op) wynosi 1,61 x 103 kg m3.

W nastepnym etapie wyznaczono zaleznos$¢ lepkosci znormalizowanej #jnorm roztworéw PLL 2 od
stezen tych roztwordéw, wyrazonych utamkiem objetosciowym polielektrolitu. Wyniki przedstawiono na
rysunku w formie wykresu na Fig. 4, ktéry obrazuje zaleznos¢ znormalizowanej (wzglednej) lepko$ci
roztworu PLL w wodzie destylowanej od utamka objetoSciowego @&, dla probki PLL 2.

Wyniki te wskazujg, ze dla roztwordw o stezeniach wyrazonych utamkami objeto$ciowymi: 0,6 x
105, 0,9 x 105, 1,3 x 104, 1,7 x 104, 2,6 x 104, wartosci znormalizowanej (wzglednej) lepkosci roztwo-
réw PLL 2 wynoszg odpowiednio: 0,16, 0,20, 0,34, 0,41, 0,64. Zaleznos$¢ ta ma charakter liniowy, a jej
wspotczynnik proporcjonalnosci s, okreslany jako lepkos¢ wewnetrzna molekuty [77] wynosi 2450. Zna-
jac wartosc [7] obliczona zostata warto$¢ parametru wydtuzenia A, ze wzoréw (22)—(23) tak jak w przy-
ktadzie 1. Ustalona w tym przyktadzie warto$¢ [7] wynosi 218.

Tak, wiec masa molowa PLL 2, wyznaczona ze wzoru (32); My = 12014/ wyprowadzonego dla
wzorcowej probki PLL 1, wynosi 121 kg mol?,
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W tym przyktadzie, mase molowg probki PLL 2 ustalono réwniez w sposéb absolutny (bez uzycia
M,=Zdp 4A2=CA
wzorca) z réwnania (26): 4 d , Wyznaczajgc srednice hydrodynamiczng czaste-
czek z pomiaréw DLS. Srednica hydrodynamiczna wyznaczona na podstawie pomiaréw wspétczynnika
dyfuzji technikg DLS z uzyciem urzadzenia Zetasizer Nano firmy Malvern dla prébki PLL 2 w wodzie
destylowanej wynosita 33,5 nm, co daje $rednice czasteczki obliczong z réwnania (29):
In24-0,11
d =d, ———2ne

A réwng 0,92 nm oraz mase molowsg obliczong z réwnania (26) rowng 129 kg mol?
(Tabela 1), co jest w lepszej zgodnosci ze Srednig wartoscig wyznaczong metodg MALLS, deklarowang
przez producenta.

Przyktad 3

Sposdéb wyznaczenia masy molowej dla probki PLL 2 — wplyw sity jonowej na wyniki
pomiaréw.

W tym przyktadzie okreslono wpltyw sity jonowej rozpuszczalnika (regulowanej przez dodatek
NaCl do wody destylowanej) na wyniki pomiaréw masy molowej dla probki badanej w przyktadzie 2,
okreslanej jako PLL 2.

W pierwszej kolejnosci wykonano szereg pomiarow gestosci roztworéw dla probki PLL 2 w za-
leznosci od utamka masowego (stezenia wagowego) polilizyny w probkach (metoda rozcienczen) o réz-
nej sile jonowej, a mianowicie o réznym stezeniu molowym chlorku sodu badanych roztworéw. Do badan
przygotowano roztwory PLL 2 w wodnym roztworze NaCl o stezeniu 2 105 M oraz o stezeniu 1 x 10
M i w wodzie destylowanej. Dla powyzszych roztworéw NaCl i wody destylowanej stezenia PLL 2 wyra-
zone w utamkach masowych wynosity:

e dlastezenia 2 x 10°>M NaCl: 1,0 x 104, 1,5 x 104, 2,0 x 104, 3,0 x 104, 4,0 x 104, 4,8 x 10,

e dla stezenia 1 x 104 M NaCl: 1,0 x 104, 1,5 x 104, 2,0 x 104, 2,6 x 10, 3,0 x 104, 4,0 x 104,
5,0 x 104,

e dla wody destylowanej: patrz przyktad 2.

Dla tych stezen wartosci odwrotnosci gestosci wzglednej roztworéw wynosza:

e dla stezenia 2 x 10> M NaCl: 0,99996, 0,99994,0,99992, 0,99988, 0,99984, 0,99981,

e dla stezenia 1 x 10* M NaCl: 0,99996, 0,99994, 0,99993, 0,99990, 0,99989, 0,99985,
0,99981,

e dla wody destylowanej: pata przyktad 2.

Wyniki z przeprowadzonych pomiaréw przedstawiono w formie wykresu na rysunku na Fig. 5,
ktory obrazuje zalezno$¢ odwrotnosci znormalizowanej (wzglednej) gestosci roztworu PLL 2 od utamka
masowego Wp, gdzie: (¢) woda destylowana, (m) roztwor o sile jonowej 2 x 10 M, (A) roztwor o sile
jonowej 1 x 10 M.

Zaleznos¢ odwrotno$ci wzglednej gestosci roztworéw PLL 2 od utamka masowego wp W rozpusz-
czalnikach: w wodzie destylowanej, wodnym roztworze NaCl o stezeniu 2 x 10> M oraz 1 x 104 M,
wykazuje charakter liniowy, a wspotczynnik nachylenia s, prostej wzgledem osi odcietych wynosi -0,38
dla wszystkich trzech rozpuszczalnikow. Tak wiec, mozna przyjgc¢ z dobrym przyblizeniem, ze dla tego
zakresu sit jonowych, gesto$¢ PLL w analizowanej prébce wynosi 1,61 x 103 kg m- (dla temperatury
25°C).

W nastepnym etapie wyznaczono zaleznos¢ lepkosci znormalizowanej #jnorm roztworow PLL 2 od
stezenia polilizyny wyrazonego utamkiem objetosciowym polielektrolitu w wodzie destylowanej oraz
w wodnych roztworach NaCl o sitach jonowych 2 x 10 M i 1 x 10 M. Utamki objeto$ciowe wynosity
odpowiednio:

e dla stezenia 2 x 10> M, NaCl: 0,6 x 104, 0,9 x 104, 1,2 x 104, 1,9 x 104, 2,5 x 104,

dla stezenia 1 x 104 M, NaCl: 0,6 x 104, 0,9 x 104, 1,2 x 104, 1,6 x 104, 1,9 x 104, 2,5 x 104,

o dla wody destylowanej: patrz przyktad 2.

Dla tych utamkoéw objetosciowych wartosci lepkosci wzglednej wynosza:

e dla stezenia 2 x 10> M, NaCl: 0,14, 0,23, 0,31, 0,46, 0,60,

e dla stezenia 1x 104 M NacCl: 0,13, 0,19, 0,26, 0,36, 0,40, 0,51,

o dla wody destylowanej: patrz przyktad 2.
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Wyniki przeprowadzonych pomiaréw przedstawiono w formie wykresu na rysunku na Fig. 6,
obrazujgcego zaleznos¢ znormalizowanej (wzglednej) lepkosci roztworu PLL 2 od utamka objeto-
$ciowego @, gdzie: (*) woda destylowana, (m) roztwér o sile jonowej 2 x 105 M, (A) roztwor o sile
jonowej 1 x 104 M.

Wyniki wskazuja, ze zaleznos¢ znormalizowanej lepkosci roztworéw PLL 2 od utamka objetoscio-
wego @, w rozpuszczalnikach: w wodzie destylowanej, wodnym roztworze NaCl o stezeniu 2 x 105 M
oraz wodnym roztworze NaCl o stezeniu 1 x 104 M ma charakter liniowy we wszystkich trzech przypad-
kach. Lepkos¢ wewnetrzna [7] wyznaczona na podstawie przeprowadzonych pomiaréw lepkosci dyna-
micznej roztworéw wynosi 2420 dla wody destylowanej i roztworu 2 x 10> M NaCl oraz 2110 dla roz-
tworu 1 x 10* M NaCl. Warto$¢ parametru wydtuzenia A obliczona ze wzorow (22)—(23), jak podano
w przykfadzie 1, wynosi 216 dla wody destylowanej i roztworu 2 x 10> M NaCl oraz 201 dla roztworu
1x 104 M NacCl.

Tak wiec, masa molowa PLL 2, wyznaczona ze wzoru (32) My = 120A/ko na podstawie wzorcowej
probki PLL 1, wynosi 112 kg mol! dla roztworu o stezeniu 1 x 10 M NaCl oraz 120 kg mol* dla roztworu
o stezeniu 2 x 10> M NaCl i wody destylowane;j.

Natomiast, masa molowa wyznaczona w sposob absolutny (bez uzycia wzorca) z wzoru (26)
M,=Zdp,A4=C,A

4 (przyjmujac z przyktadu 2 srednice tancucha molekuty rowng 0,92 nm) wynosi
119 kg mol* dla roztworu o stezen 1 x 104 M oraz 128 kg mol* dla roztworu o stezeniu 2 x 10-> M i wody
destylowanej. Wyniki te jednoznacznie wskazuja, ze dla sity jonowej ponizej 1 x 10 M, masa molowa
wyznaczana metodg wedtug wynalazku jest niezalezna od parametru wydtuzenia czgsteczki (1), ktory
dla tych sit jonowych jest juz niezmienny, co ma istotne znaczenie praktyczne.

Przyktad 4

Sposéb wyznaczenia masy molowej dla prébki PLL 3.

W tym przyktadzie wyznaczono mase molowg prébki PLL oznaczonej jako PLL 3, o nieznanej
gestosci, zakupionej w postaci statej od firmy Sigma Aldrich. Jej nominalna masa molowa podana przez
producenta, wyznaczona przy pomocy techniki MALLS wynosi od 70 do 150 kg mol, co daje wartosé
$rednig 110 kg mol?® (Tabela 1). Natomiast zakres warto$ci masy molowej wyznaczonej przy pomocy
metody lepko$ciowej podany przez producenta wynosi ponizej 150 kg mol-L.

Podobnie, jak w poprzednich przyktadach przeprowadzono pomiary gestosci roztworow tej probki
w zaleznosci od stezenia wagowego PLL (metoda rozcienczen) w prébce. W tym celu przygotowano
wodne roztwory o stezeniach wyrazonych nastepujgcymi utamkami masowymi: 1,0 x 104, 1,4 x 104,
2,1 x 104, 2,8 x 104, 4,2 x 104. Dla tak przygotowanych roztworéw zmierzone wartosci odwrotnosci
gestosci wzglednej wynosity odpowiednio: 0,99997, 0,99995, 0,99992, 0,99990, 0,99985. Na podstawie
przeprowadzonych pomiaréw ustalono graficznie jak w przyktadzie 1, ze zalezno$é odwrotno$ci znor-
malizowanej (wzglednej) gestoéci roztworu PLL 3 od utamka masowego w, ma charakter liniowy,
a wspotczynnik nachylenia s, prostej do osi odcietych wynosi -0,36. Na podstawie wyznaczonej wartosci

Pe = l+c

Sp obliczono ze wzoru (19): Sp gestos¢ PLL 3 w analizowanej prébce, ktéra wynosita 1,56 x

103kg m-3 (dla temperatury 25°C).

Analogicznie, jak w poprzednich przyktadach wyznaczono réwniez zaleznos$¢ lepkosci znormali-
zowanej roztwordéw PLL 3 od utamka objetosciowego polielektrolitu dla wody destylowanej. Dla roztwo-
row o stezeniu wyrazonym w utamkach objetosciowych polielektrolitu w prébkach: 0,6 x 104, 0,9 x 104,
1,3x10%4,1,7 x 104, 2,6 x 104, znormalizowane (wzgledne) lepkosci przyjmowaty odpowiednio wartosci:
0,11, 0,18, 0,25, 0,34, 0,50.

Na podstawie pomiaréw przeprowadzonych jak w przyktadzie 1 ustalono, ze zalezno$¢ znorma-
lizowanej lepkosci roztworu PLL 3 od stezenia wyrazonego utamkiem objetosciowym @, PLL 3 w prébce
ma charakter liniowy, a wyliczona na tej podstawie lepko$¢ wewnetrzna molekuty [ 7] wynosi 1910.

Tak wiec, znajgc wartos¢ [r], obliczono warto$¢ parametru wydtuzenia (1) wedtug wzoréw (22)—(23):

1

A=(‘5 [0”1]5 22)
L(4)
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gdzie:

fith)y=— ‘

(n24,-0,5) " (24 —1,5)

(23)

A=(15[n");

[71=[n]-c,

Wspotczynnik wydtuzenia czasteczki A, wyliczony na podstawie przeprowadzonych powyzej po-
miaréw, wynosi 190, co daje zgodnie ze wzorem (32) My, = 1204/ 4,, mase molowg 106 kg mol-2.
Natomiast, masa molowa wyznaczona w sposoéb absolutny (bez uzycia wzorca) ze wzoru (25)
T
M,==d'p 41=C,A
4 (przyjmujac z przyktadu 2 srednice przekroju czasteczki 0,92 nm) wynosi

110 kg moll, co jest identyczng wartoscig, jak $rednia warto$é podana przez producenta na podstawie
pomiaréw MALLS.

Przyktad 5
Sposéb wyznaczenia masy molowej dla prébki PLL 4.

W tym przyktadzie wyznaczono mase molowg probki PLL o nieznanej gestosci, zakupionej w po-
staci statej od firmy Sigma Aldrich i oznaczonej w przyktadzie jako PLL 4. Nominalna masa molowa PLL 4
podana przez producenta, wyznaczona z zastosowaniem techniki MALLS wynosi ponizej 70 kg mol-,
natomiast wartos¢ masy molowej wyznaczonej przy pomocy metody lepkosciowej, podana przez pro-
ducenta wynosi od 30 do 70 kg mol, co daje wartos¢ srednig 50 kg mol! (Tabela 1).

Podobnie, jak w poprzednich przyktadach przeprowadzono pomiary gestosci roztwordw tej prébki
w zaleznos$ci od utamka masowego (stezenia wagowego) PLL 4 (metoda rozciehczen) w prébce.

W tym celu przygotowano wodne roztwory PLL 4 o stezeniach wyrazonych w nastepujgcych
utamkach masowych: 1,0 x 10%, 1,5 x 104, 2,0 x 10%, 3,0 x 104, 3,9 x 10%, dla ktérych odwrotnosci
gestosci wzglednych wyniosty odpowiednio: 0,99997, 0,99994, 0,99992, 0,99989, 0,99985. Na podsta-
wie wykonanych pomiaréw ustalono, Zze zalezno$¢ odwrotno$ci znormalizowanej (wzglednej) gestosci
roztworu PLL 4 od stezenia roztworu wyrazonego utamkiem masowym w, ma charakter liniowy, a wspot-
czynnik nachylenia s, prostej do osi odcietych wynosi -0,37. Na podstawie tak wyznaczonej wartosci

— [

=
obliczono ze wzoru (19): l+s
m-3 (dla temperatury 25°C).

p gestos¢ PLL 4 w analizowanej prébce, ktéra wynosita 1,5 x 103 kg

Tak jak w poprzednich przyktadach, wyznaczono tez zalezno$¢ lepkosci znormalizowanej roz-
tworéw PLL 4 w wodzie destylowanej od stezenia polielektrolitu wyrazonego w utamku objetosciowym.
Dla roztworéw o stezeniach wyrazonych w utamkach objeto$ciowych polielektrolitu w probkach wyno-
szgcych: 0,6 x 104, 0,9 x 104, 1,2 x 104, 1,9 x 104, 2,4 x 104, znormalizowane (wzgledne) lepkosci
przyjmowaty odpowiednio nastepujgce wartosci: 0,06, 0,09, 0,12, 0,18, 0,23. Na podstawie przeprowa-
dzonych pomiaréw ustalono, ze zaleznos¢ znormalizowanej (wzglednej) lepkosci roztworu PLL 4 od
stezenia polielektrolitu wyrazonego utamkiem objetoSciowym w probce ma charakter liniowy, a okre-
Slona na tej podstawie lepkos¢ wewnetrzna molekuty [7] wynosita 940.

Tak wiec, znajac warto$¢ parametru [7] parametr wydtuzenia A, obliczony ze wzoréw (22)—(23):

. =[15 [nf']]5 2)
JACY)



gdzie:

fi(A)=

3

1
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(In24-0,5) " (In24 -1,5)

A =015 [71)%;
[71=[n]-c,

wynosi 128, co zgodnie ze wzorem (32) My = 1204/ 4,, daje mase molowg 71 kg mol-.
Natomiast, masa molowa wyznaczona w sposéb absolutny (bez uzycia wzorca) ze wzoru (26)

T
M, = d’p,4A=C,A

wartos¢ 75 kg mol=.

W Tabeli 1 zestawiono wyniki uzyskane w opisanych przykfadach.

Tabela 1. Dane doswiadczalne czterech probek PLL (woda destylowana)

17

@3

(przyjmujac z przyktadu 2 srednice przekroju czgsteczki 0,92 nm) ma

. | Lepko$é¢ M, M, M,
Probka M. y Gt;sto_ésc WEWnL Parametr kg ke kg
[kgmol™] | [kgm™] |~y A | mor) | mol™ | mol™)
PLL 1
Polysci | 100-140 3
ys MALLS 1,57x10 2420 216 120 125 120
ence
pLL2 | 3 132
Sigma | 150-300 1,61x10 2450 218 121 129 125
lepkoéé
PLL2 ;IO‘;I{{% 1,56x10° 1910 190 106 110 110
Sigma <150 ’
lepkosé
TR
Sigma 30-70 1,59x10 940 128 71 75 50
lepko§é
Uwagi do tabeli:

" warto$¢ obliczona ze wzoru (25) przy uzyciu prébki wzorcowej PLL 1,

podawanych przez producenta.

" wartoé¢ absolutna obliczona ze wzoru (29) bez uzZycia wzorca,
wartos¢ Srednia obliczona na podstawie minimalnej i maksymalnej wartosci



18

1)

@)

®)

(4)

®)

(6)

()

8
C)

(10)

(11)

12)

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

(18)

PL 236 792 B1

Literatura cytowana

Chheda, A. H.; Vernekar, M. R. A Natural Preservative ¢-Poly-L-Lysine: Fermentative
Production and Applications in Food Industry. Int. Food Res. J. 2015, 22(1).

Boyd, B. J.; Kaminskas, L. M.; Karellas, P; Krippner, G.; Lessens, R.; Porter, C. J. H.
Cationic Poly-L-Lysine Dendrimers: Pharmacokinetics, Biodistribution, and Evidence
for Metabolism and Bioresorption after Intravenous Administration to Rats. Mol. Pharm.
2006, 3 (5), 614-627.

Kaminskas, L. M.; Kelly, B. D.; McLeod, V. M.; Boyd, B. J.; Krippner, G. Y.; Williams, E.
D.; Porter, C. J. H. Pharmacokinetics and Tumor Disposition of PEGylated, Metho-
trexate Conjugated Poly-L-Lysine Dendrimers. Mol. Pharm. 2009, 6(4), 1190-1204.
Boulmedais, F.; Frisch, B.; Etienne, O.; Lavalle, P.; Picart, C.; Ogier, J.; Voegel, J.- C.;
Schaaf, P.; Egles, C. Polyelectrolyte Multilayer Films with Pegylated Polypeptides as
a New Type of Anti-Microbial Protection for Biomaterials. Biomaterials 2004, 25 (11),
2003-2011.

Fuu, J.; Ji, J.; Fan, D.; Shen, J. Construction of Antibacterial Multilayer Films Containing
Nanosilver via Layer-by-Layer Assembly of Heparin and Chitosan-Silver lons Complex.
J. Biomed. Mater. Res. A 79A (3), 665—-674.

Richert, L.; Arntz, Y.; Schaaf, P.; Voegel, J.-C.; Picart, C. pH Dependent Growth of
poly(L-Lysine)/poly(L-Glutamic) Acid Multilayer Films and Their Cell Adhesion Proper-
ties. Surf. Sci. 2004, 570 (1-2), 13-29.

Khademhosseini, A.; Suh, K. Y.; Yang, J. M.; Eng, G.; Yeh, J.; Levenberg, S.; Langer,
R. Layer-by-Layer Deposition of Hyaluronic Acid and Poly-L-Lysine for Patterned Cell
Co-Cultures. Biomaterials 2004, 25 (17), 3583-3592.

Calvo, P.; Vila-Jato, J, L.; Alonso, M. J. Evaluation of Cationic Polymer-Coated Nano-
capsules as Ocular Drug Carriers. Int. J. Pharm. 1997, 153 (1), 41-50.

Ayyappan, J. P.; Sami, H.; Rajalekshmi, D. C.; Sivakumar, S.; Abraham, A. Immuno-
compatibility and Toxicity Studies of Poly-L-Lysine Nanocapsules in Sprague-Dawley
Rats for Drug-Delivery Applications. Chem. Biol. Drug Des. 84 (3), 292—-299.
Szczepanowicz, K.; Hoel, H. J.; Szyk-Warszyhska, L.; Bielanska, E.; Bouzga, A. M.;
Gaudernack, G.; Simon, C.; Warszynski, P. Formation of Biocompatible Nanocapsules
with Emulsion Core and Pegylated Shell by Polyelectrolyte Multilayer Adsorption.
Langmuir 2010, 26 (15), 12592-12597.

Chécot, F.; Rodriguez-Hernamndez, J.; Gnanou, Y.; Lecommandoux, S. pH-Respon-
sive Micelles and Vesicles Nanocapsules Based on Polypeptide Diblock Copolymers,
Biomol. Eng. 2007, 24 (1), 81-85.

Deming, T. J, Methodologies for Preparation of Synthetic Block Copolypeptides:
Materials with Future Promise in Drug Delivery. Adv. Drug Deliv. Rev. 2002, 54 (8),
1145-1155.

Patel, L. N.; Zara, J. L.; Shen, W.-C. Cell Penetrating Peptides: Intracellular Pathways
and Pharmaceutical Perspectives. Pharm. Res. 2007,24 (11), 1977-1992.

de Vos, P.; van Hoogmoed, C. G.; van Zanten, J.; Netter, S.; Strubbe, J. H.; Busscher,
H. J. Long-Term Biocompatibility, Chemistry, and Function of Microencapsulated Pan-
creatic Islets. Biomaterials 2003, 24 (2), 305-312.

Murua, A.; Portera, A.; Orive, G.; Hernandez, R. M.; de Castro, M.; Pedraz, J. L. Cell
Microencapsulation Technology: Towards Clinical Application. J Controlled Release
2008, 132 (2), 76-83.

Haque, T.; Chen, H.; Ouyang, W.; Martoni, C.; Lawuyi, B.; Urbanska, A. M.; Prakash,
S. Superior Cell Delivery Features of Poly(ethylene Glycol) Incorporated Alginate, Chi-
tosan, and Poly-L-Lysine Microcapsules. Mol. Pharm. 2005, 2 (1), 29-36.

Lim, F.; Moss, R. D. Microencapsulation of Living Cells and Tissues. J. Pharm. Sci.
1981, 70 (4), 351-354.

Kenausis, G. L.; Voros, J.; Elbert, D. L.; Huang, N.; Hofer, R.; Ruiz-Taylor, L.; Textor,
M.; Hubbell, J. A.; Spencer, N. D. Poly(I-Lysine)-G-Poly(ethylene Glycol) Layers on Me-
tal Oxide Surfaces: Attachment Mechanism and Effects of Polymer Architecture on Re-
sistance to Protein Adsoiptionf. J. Phys. Chem. B 2000,104 (14), 3298-3309.



(19)

(20)

(21)

(22)
(23)
(24)

(25)

(26)

(27)

(28)

(29)
(30)

(31)

(32)

(33)

(34)

(39)

(36)

(37)

(38)

(39)

PL 236 792 B1 19

Shan, C; Yang, H.; Han, D.; Zhang, Q.; Ivaska, A.; Niu, L. Water-Soluble Graphene
Covalently Functionalized by Biocompatible Poly-L-Lysine. Langmuir 2009, 25 (20),
12030-12033.

Wu, C.-S. C.; Ikeda, K.; Yang, J. T. Ordered Conformation of Polypeptides and Proteins
in Acidic Dodecyl Sulfate Solution. Biochemistry (Mosc.) 1981, 20 (3), 566-570.
Bolduc, O. R.; Clouthier, C. M.; Pelletier, J. N.; Masson, J.-F. Peptide Self-Assembled
Monolayers for Label-Free and Unamplified Surface Plasmon Resonance Biosensing
in Crude Cell Lysate. Anal. Chem. 2009, 81 (16), 6779-6788.

Goodman, S. B.; Yao, Z.; Keeney, M.; Yang, F. The Future of Biologic Coatings for
Orthopaedic Implants. Biomaterials 2013, 34 (13), 3174-3183.

Statz, A. R.; Meagher, R. J.; Barron, A. E.; Messersmith, P. B. New Peptidomimetic
Polymers for Antifouling Surfaces. J. Am. Chem. Soc. 2005,127 (22), 7972—-7973.
Wang, Y.; Chang, Y. C. Synthesis and Conformational Transition of Surface-Tethered
Polypeptide: Poly(l-Lysine). Macromolecules 2003, 36 ( 17), 6511-6518.

Kranz, B. R.; Thiel, E.; Thierfelder, S. Immunocytochemical Identification of Meningeal
Leukemia and Lymphoma: Poly-L-Lysine-Coated Slides Permit Multimarker Analysis
Even with Minute Cerebrospinal Fluid Cell Specimens. Blood 1989, 73(7), 1942—-1950.
Frey, B. L.; Jordan, C. E.; Kornguth, S.; Corn, R. M. Control of the Specific Adsorption
of Proteins onto Gold Surfaces with Poly (L-Lysine) Monolayers. Anal. Chem. 1995, 67
(24), 4452-4457.

James, C. D.; Davis, R.; Meyer, M.; Turner, A.; Turner, S.; Withers, G.; Kam, L.; Banker,
G.; Craighead, H.; Issacson, M.; et al. Aligned Microcontact Printing of Micrometer-
Scale Poly-L-Lysine Structures for Controlled Growth of Cultured Neurons on Planar
Microelectrode Arrays. IEEE Trans. Biomed. Eng. 2000, 47 (1), 17-21.

Conio, G.; Patrone, E.; Rialdi, G.; Ciferri, A. Polyelectrolytes in Salt Solutions. Quanti-
tative Separation of Binding and Electrostatic Effects for Poly(L-Omithine) and Poly(L-
-Lysine). Macromolecules 1974, 7 (5), 654—659.

Myer, Y. P. The pH-Induced Helix-Coil Transition of Poly-L-Lysine and Poly-L-Glutamic
Acid and the 238-Mp Dichroic Band. Macromolecules 1969, 2 (6), 624—628.

Satake, I.; Yang, J. T. Effect of Temperature and pH on the B-helix Transition of poly(L-
-Lysine) in Sodium Dodecyl Sulfate Solution. Biopolymers 1975, 14 (9), 1841-1846.
Picart, Lavalle, P.; Hubert, P.; Cuisinier, F. J. G.; Decher, G.; Schaaf, P.; Voegel, J.-C.
Buildup Mechanism for Poly(L_Lysine)/Hyaluronic Acid Films onto a Solid Surface.
Langmuir 2001, 17 (23), 7414-7424.

Verma, A.; Stellacci, F. Effect of Surface Properties on Nanopatrticle-Cell Interactions.
Small 2010, 6(1), 12-21.

Frey, B. L.; Corn, R. M. Covalent Attachment and Derivatization of Poly(l-Lysine) Mo-
nolayers on Gold Surfaces as Characterized by Polarization-Modulation FT-IR Spectro-
scopy. Anal. Chem. 1996, 66 (18), 3187-3193.

Hartono, S. B.; Gu, W.; Kleitz, F.; Liu, J.; He, L.; Middelberg, A. P. J.; Yu, C.; Lu, G. Q.
(Max); Qiao, S. Z. Poly-L-Lysine Functionalized Large Pore Cubic Mesostructured Silica
Nanoparticles as Biocompatible Carriers for Gene Delivery. ACS Nano 2012, 6(3),
2104-2117.

Debye, P. Molecular-Weight Determination by Light Scattering. J. Phys. Chem. 1947,
5(1), 18-32.

Forster, S.; Schmidt, M., Antonietti, M. Static and Dynamic Light Scattering by Aqueous
Polyelectrolyte Solutions: Effect of Molecular Weight, Charge Density and Added Salt.
Polymer 1990, 31 (5), 781-792.

Yoo, S.-H.; Jane, J. Molecular Weights and Gyration Radii of Amylopectins Determined
by High-Performance Size-Exclusion Chromatography Equipped with Multi-Angle La-
ser-Light Scattering and Refractive Index Detectors. Carbohydr. Polym. 2002, 49 (3),
307-314.

Zimm, B. H. The Scattering of Light and the Radial Distribution Function of High Polymer
Solutions. J. Chem. Phys. 1948, 16 (12), 1093-1099.

Grubbs, W. T. Osmotic Pressure and Polymer Molecular Weight Determination.
J. Chem. Educ, 2009, 86 (6), 764.



20

(40)
(41)

(42)

(43)

(44)
(45)
(46)

(47)

(48)

(49)

(50)

(51)
(52)
(53)
(54)
(55)
(56)
(57)
(58)
(59)
(60)

(61)

(62)
(63)

(64)

PL 236 792 B1

Krigbaum, W. R.; Sperling, L. H. The Conformation of Polymer Molecules. Ill. Cellulose
Tricaproate I. J. Phys. Chem. 1960, 64 (1), 99-108.

Dunker, A. K.; Rueckert, R. R. Observations on Molecular Weight Determinations on
Polyacrylamide Gel. J. Biol. Chem. 1969, 244 (18), 5074-5080.

Shapiro, A. L.; Maizel Jr, J. V. Molecular Weight Estimation of Polypeptides by SDS-
-Polyacrylamide Gel Electrophoresis: Further Data Concerning Resolving Power and
General Considerations. Anal. Biochem. 1969, 29 (3), 505-514.

Swank, R. T.; Munkres, K. D. Molecular Weight Analysis of Oligopeptides by Elec-
trophoresis in Polyacrylamide Gel with Sodium Dodecyl Sulfate. Anal. Biochem. 1971,
39(2), 462-477.

Weber, K.; Osborn, M. The Reliability of Molecular Weight Determinations by Dodecyl
Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis. J. Biol. Chem. 1969, 244 (16), 4406—4412.
Burgi, E.; Hershey, A. D. Sedimentation Rate as a Measure of Molecular Weight of DNA.
Biophys. J. 1963, 3 (4), 309-321.

Creeth, J. M.; Pain, R. H. The Determination of Molecular Weights of Biological Macro-
molecules by Ultracentrifuge Methods. Prog. Biophys. Mol. Biol. 1967, 17, 217-287.
Teller, D. C. [14] Characterization of Proteins by Sedimentation Equilibrium in the Ana-
Iytical Ultracentrifuge. In Methods in Enzymology; Part D: Enzyme Structure; Academic
Press, 1973; Vol. 27, pp 346—-441.

Aune, K. C. Molecular Weight Measurements by Sedimentation Equilibrium: Some
Common Pitfalls and How to Avoid Them. Methods Enzymol. 1978, 48, 163-185.
Behlke, J.; Ristau, O. Molecular Mass Determination by Sedimentation Velocity
Experiments and Direct Fitting of the Concentration Profiles. Biophys. J. 1997, 72 (1),
428-434.

Hokputsa, S.; Jumel, K.; Alexander, C.; Harding, S. E. A Comparison of Molecular Mass
Determination of Hyaluronic Acid Using SEC/MALLS and Sedimentation Equilibrium.
Eur. Biophys. J. 2003, 32 (5), 450-456.

Xu, R. Light Scattering: A Review of Particle Characterization Applications. Particuology
2015,18, 11-21.

Minton, A. P. Recent Applications of Light Scattering Measurement in the Biological and
Biopharmaceutical Sciences. Anal. Biochem. 2016, 501, 4-22.

Van De Hulst, H. C. Light Scattering by Small Particles; Dover Publications, Inc.: New
York, 1981.

Doty, P. M.; Zimm, B. H.; Mark, H. Some Light Scattering Experiments with High Poly-
mer Solutions. J. Chem. Phys. 1944, 12 (4), 144-144

Doty, P. M.; Zimm, B. H.; Mark, H. An Investigation of the Determination of Molecular
Weights of High Polymers by Light Scattering. J. Chem. Phys. 1945,13 (5), 159-166.
Stein, R. S.; Hadziioannou, G. Generalization of the Zimm Equation for Scattering from
Concentrated Solutions. Macromolecules 1984,17(5), 1059-1062.

Wyatt, P. J. Light Scattering and the Absolute Characterization of Macromolecules.
Anal. Chim. Acta 1993, 272 (1), 1-40.

Oberlerchner, J. T.; Rosenau, T.; Potthast, A. Overview of Methods for the Direct Molar
Mass Determination of Cellulose. Molecules 2015, 20 (6), 10313-10341.

Cooper Anthony R. Molecular Weight Determination. In Encyclopedia of Polymer
Science and Technology; 2004; Vol. 10, pp 445-469.

Cowie, J. M. G.; Arrighi, V. Polymers: Chemistry and Physics of Modern Materials, Third
Edition; CRC Press, 2007.

Bersted, B. H. Molecular Weight Determination of High Polymers by Means of Vapor
Pressure Osmometry and the Solute Dependence of the Constant of Calibration.
J. Appl. Polym. Sci. 1973,17 (5), 1415-1430.

Adams, E. T.; Wan, P. J.; Crawford, E. F. Membrane and Vapor Pressure Osmometry.
Methods Enzymol. 1978, 48, 69-154.

Weber, K.; Osborn, M. The Reliability of Molecular Weight Determinations by Dodecyl
Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis. J. Biol. Chem. 1969, 244 (16), 4406—4412.
Nielsen, T. B.; Reynolds, J. A. Measurements of Molecular Weights by Gel Electropho-
resis. Methods Enzymol. 1978, 48, 3-10.



PL 236 792 B1 21

(65) Smoluchowski, M. Contribution “a La Théorie de L’endosmose Electrique et de Qu-
elques Phénom enes Corrélatifs. Bull Acad Sci Crac. Cl. Sci Math Nat. 1903, 182—-199.

(66) Adamson. A, W.; Gast, A. P. Physical Chemistry of Surfaces, 6th ed.; Wiley Inter-
science: New York, 1997.

(67) Harding, S. E. Determination of Absolute Molecular Weights Using Sedimentation Equi-
librium Analytical Ultracentrifugation. In Microscopy, Optical Spectroscopy, and Macro-
scopic Techniques; Springer, 1994; pp 75-84.

(68) Pigon, K.; Ruziewicz, Z. Chemia Fizyczna; Wydawnictwo Naukowe PWN: Warszawa,
2007.

(69)  Vink, H. Viscosity of Polyelectrolyte Solutions. Makromol. Chem. 1970, 131 (1),
133-145.

(70) Polymer Characterisation; Hunt, B. J., James, M. I., Eds.; Springer Netherlands, 1993.

(72) Harding, S. E. The Intrinsic Viscosity of Biological Macromolecules. Progress in Mea-
surement, Interpretation and Application to Structure in Dilute Solution. Prog. Biophys.
Mol. Biol. 1997, 68 (2-3), 207—-262.

(72) Einstein, A. Theorie Der Opaleszenz von Homogenen Fliissigkeiten Und Flissigkeits-
gemischen in Der Nahe Des Kritischen Zustandes. Ann. Phys. 1910, 338 (16),
1275-1298.

(73) Brenner, H. Rheology of a Dilute Suspension of Axisymmetric Brownian Particles. Int.
J. Multiph. Flow 1974, 1 (2), 195-341.

(74) Adamczyk, Z. Particles at Interfaces Second Edition: Interactions, Deposition, Structure,
Interface Science and Technology; Academic Press: United Kingdom Amsterdam,
2017.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wyznaczania masy molowej polielektrolitéw liniowych, zwtaszcza polilizyny, o dodat-
nim fadunku powierzchniowym, z wykorzystaniem pomiarow gestosci, lepkosci i wspétczyn-
nika dyfuzji ich roztworéw w rozpuszczalnikach polarnych o znanych wtadciwosciach fizyko-
chemicznych, znamienny tym, ze dokonuje sie pomiaru lepkos$ci kinematycznej ich rozcieh-
czonych roztworéw w rozpuszczalnikach polarnych, korzystnie w wodzie destylowanej, w za-
kresie niskich sit jonowych od 1 x 10¢ do 1 x 103 M, a korzystnie w zakresie 3 x 10% do 1 x
104 M, oraz dla matych stezen masowych polielektrolitow z zakresu 10 mg L — 1000 mg L,
a korzystnie 50 mg L?* — 500 mg L7, i dla tak sporzgdzonych roztworéw wyznacza sie, na
podstawie niezaleznego pomiaru gestosc¢ i lepko$¢ dynamiczng wodnych roztwordw polielek-
trolitu (PLL), ktore sg bezposrednio parametrami fizykochemicznymi umozliwiajgcymi okresle-
nie zalezno$ci lepko$ci znormalizowanej ( 77norm) roztworu polielektrolitu od jego stezenia (@)
w suspensji, ktora to zaleznos¢ ma charakter liniowy dla matych wartosci stezen, a jej wspot-
czynnik proporcjonalnosci (s)) jest okreslany jako lepkos¢ wewnetrzna czasteczki ([7]) i sta-
nowi podstawe obliczenia parametru wydtuzenia czgsteczki (1) przy uzyciu wzoru:

A =(15 [n']]5 22)
AA)

gdzie:

S = — ‘

(n24—0,5)  (n24-15)

A=05[n7);
(71=[n]-c,
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przy czym: [n] jest lepko$cig wewnetrzng makromolekuty, 4 = L/d jest stosunkiem dtugosci L do
Srednicy d przekroju czasteczki, cv jest stalg nieznacznie zalezng od jej ksztattu i dla czgsteczek
o ksztalcie cylindrycznym wynosi 14/15,

a nastepnie na podstawie parametru (1) wyznacza sie mase molowg (M) badanego polielek-
trolitu stosujgc wzor:

M,=7dp,AR=C,A (26)

gdzie : Ay= 6,02 - 10%® mol-! jest liczbg Avogadro, d jest $rednicg czasteczki, pp jest gestoscia
czgsteczki, a stata C, jest dana zaleznoscia:

C,=4,7310%d’p,. Q7

2. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze pomiaréw lepkosci dynamicznej i gestosci roz-
tworéw polielektrolitu (PLL) w wodzie lub wodnych roztworach elektrolitéw dla zakresu sity
jonowej 1 x 106 do 1 x 10-® M, korzystnie w zakresie 3 x 10, do 1 x 10 M oraz dla stezenia
polielektrolitu w roztworze w zakresie od 10 mg L* — 1000 mg L%, korzystnie 50-500 mg L%,
dokonuje sie w temperaturze 20-25°C.

3. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze na podstawie wyznaczonej lepkosci wewnetrz-
nej molekuty ([77]) roztwordow polielektrolitu oblicza sie bezwymiarowy parametr wydiluzenia
czgsteczki (1) ze wzoru:

15 7] :
A==t 22
[f.mj @
gdzie:
_ 3 1
f'('l')_(1n2,1,—0,5)+(m2,11-1,5)
A=05[77)%
[71=[n]-c,.

4. Sposob wedtug zastrz. 1 albo 3, znamienny tym, Zze na podstawie wyznaczonego parametru
wydtuzenia czgsteczki (1) oblicza sie mase molowg polielektrolitu przy uzyciu wzoru:

M,=7dp,AL=C,A (26)

gdzie: A, = 6,02-1022 mol? jest liczbg Avogadro, d jest srednicg czasteczki, p, jest gestosciag
czgsteczki, a stata C, jest dana zaleznoscia:

_ -4 g3
C,=4,73-100d Py (27)
5. Sposéb wedtug zastrz. 4, znamienny tym, ze srednice czgsteczki polielektrolitu we wzorach
(26) i (27) wyznacza sie z réwnania
In22-0,11
A
gdzie: du jest srednicg hydrodynamiczng wyznaczong w pomiarach dynamicznego rozprasza-
nia $wiatta (DLS).

6. Sposdb wedtug zastrz. 1 albo 3, znamienny tym, Ze na podstawie wyznaczonego parametru
wydiuzenia czgsteczki (1) oblicza sie mase molowg polielektrolitu przy uzyciu wzoru:

d =d, (29)
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- 3
& (In22-0,11) G0)

T
Mw"_'qpp/’v /’{-2

gdzie: A, = 6,02 - 102 mol jest liczbg Avogadro, p, jest gestoscig czgsteczek polielektrolitu,
wyznaczong doswiadczalnie metodg rozcienczen, a du jest wartoscig srednicy hydrodynamicz-
nej czgstki, uzyskang na podstawie pomiaréw wspétczynnikéw dyfuzji polielektrolitu metodg dy-
namicznego rozpraszania $wiatta (DLS).
7. Sposodb wedtug zastrz. 1 albo 3, znamienny tym, ze mase molowg polielektrolitu wyznacza
sie ze wzoru:

M, =M_AI4 @1

gdzie Ao jest parametrem wydtuzenia molekuty probki referencyjnej, a A jest parametrem wydtu-
zenia molekuty probki badanej, wyznaczonym z wzoru:

15 [ :
As| =2t
)

gdzie:

i) =— !

(n27 0,5 (n24-15)

A=05[71);
(71=[n]-c,

a My, jest masg molowg probki referencyjne;.
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Rysunki
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