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Sacharidy su najrozSirenejSou zlozkou potravy. V zavislosti od druhu potravinarskych
produktov je ich obsah rbézny. V potravinach sa vyskytuje Siroka $kala sacharidov,
od monosacharidov az po polysacharidy. Zo Struktirneho hladiska sacharidy mézeme
definovat ako polyhydroxyaldehydy, resp. polyhydroxyketony. Prakticky vSetky
monosacharidy a niektoré disacharidy alebo oligosacharidy su redukujicimi sacharidmi, ¢o
znamena, Ze vo svojej Strukture obsahuju volnu karbonylovu skupinu, ¢o umozfuje ich
spravanie sa ako redukénych Ccinidiel. Tuto vlastnost sacharidov vyuzivaju gravimetrické
atitraCné metddy, zalozené na nestechiometrickych redukciach oxidacénych cinidiel.
NajvhodnejSim oxidaénym cinidlom su alkalické roztoky mednatych iénov, ktoré sa pri
zvysenej teplote pdsobenim redukujucich sacharidov redukuju na oxid medny. Jednotlivé
titratné metddy sa liSia okrem presne definovanych podmienok redukcie aj spdsobom
stanovenia vyredukovaného oxidu medného. V 61. roniku chemickej olympiady sa budeme

zaoberat tromi konkrétnymi titraénymi metodami:

e Metodou podla Luffa—Schoorla, ktora je zaloZend na jodometrickom stanoveni
nezreagovaného nadbytku mednatej soli,

e Metddou podla Potterata—Eschmanna, zaloZzenou na komplexometrickom stanoveni
vyredukovaného oxidu medného,

e Metdédou podfa Bertranda, ktora je zaloZena na manganometrickom stanoveni

vylu€eného oxidu medného.

Sacharidy sa okrem reduk&nych vlastnosti vyznaduju aj optickou aktivitou, ¢o vyuZzivaju
indtrumentalne metédy ako polarimetria a refraktometria. Tymito metédami sa v ramci
jednotlivych kol budeme zaoberat v doplnkovych ulohach, ako aj v ulohach z praxe.
Z instrumentalnych metdd sa na stanovenie sacharidov vyuziva aj spektrofotometria, ktora
sa vyznacuje pomerne velkou citlivostou. Medzi spektrofotometrické metddy mdézeme zaradit’
metddy zaloZzené na redukénych ucinkoch cukrov alebo metdédy zaloZzené na farebnych
reakciach derivatov furanu. V su€asnej analytickej praxi su vyznamnymi aj tzv. enzymoveé

metddy stanovenia cukrov, ktoré vyuzivaju vhodné enzymy ako analytické Cinidla.



Cielom jednotlivych kdl 61. rocnika chemickej olympiady bude stanovit' celkovy obsah
cukrov a obsah sacharézy v potravinovej vzorke. Nakolko sacharéza nie je redukujicim
sacharidom, pred titratnym alebo gravimetrickym stanovenim je potrebné ju rozstiepit na
monosacharidy glukézu a fruktézu. Hydrolytické Stiepenie alebo inverziu mozno previest
dvomi spésobmi, a to kyslou alebo enzymatickou hydrolyzou. V ramci enzymovej hydrolyzy
bude ulohou stanovit aktivitu pouzitého enzymového preparatu a vykonat vlastné stanovenie
sachardzy po inverzii. V doplnkovych ulohach sa budeme venovat vypodtom enzymovej
aktivity na zaklade kinetickych parametrov Michaelis—Mentenovej kinetického modelu.

RieSenie uloh Studijného kola ponuka mnozstvo prilezitosti na osvojenie si zru€nosti
laboratoérnej techniky a vedomosti potrebnych pre UspeSné absolvovanie vySSich sutaznych
kol. Délezitou zru€nostou je aj tzv. time management, teda vhodna volba poradia rieSenia
jednotlivych uloh a efektivhe zhodnotenie dostupného Casového fondu na rieSenie danych
problémov.

Pri rieSeni jednotlivych uloh, ako aj pri priprave na vy$Sie sutazné kola dérazne

odporu¢am pracovat' s uvedenymi literarnymi zdrojmi, ako aj s autorskym rieSenim.

Naplriou dloh Studijného kola je:

e stanovit’ celkovy obsah sacharidov a obsah sacharézy vo vzorke suSenych datli
metddou podla Luffa—Schoorla,

e stanovit celkovy obsah sacharidov a obsah sachardzy vo vzorke su$enych datli
gravimetrickou metodou,

e stanovit aktivitu zriedeného enzymového preparatu INVERTOFIX® a enzymovy

preparat aplikovat’ pri inverzii sachardzy pritomnej vo vzorke.
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K dispozicii su nasledovné chemické latky a roztoky:

— tuhy jodid draselny, p.a.,

— tuhy pentahydrat tiosiranu sodného, p.a.,
— tuhy jodi¢nan draselny, p.a.,
— roztok kyseliny sirovej (c = 3 mol dm3),

— rozpustny Skrob, p.a.,

— vodny roztok etanolu (w = 0,80),
— Carrezov roztok | (vodny roztok hexakyanozeleznatanu draselného),
— Cerrezov roztok Il (vodny roztok siranu zino¢natého),

— roztok kyseliny octovej (4 : 1),

— zasobny roztok sacharézy (c = 2 mol dm-3),
— acetatovy timivy roztok CHsCOOH/CH3COONa (pH 4,8; ¢ = 1 mol dm3),

— D-fruktéza, p.a.,
— D-glukéza, p.a.,

— zriedeny enzymovy preparat INVERTOFIX® (1 : 9),

— reagencia s kyselinou 3,5-dinitrosalicylovou (roztok DNS v hydroxide sodnom s pridavkom
tetrahydratu vinanu draselno-sodného),

— Luffov—Schoorlov roztok (roztok siranu mednatého, bezvodého uhli¢itanu sodného a kyseliny

citrénovej),

— koncentrovana kyselina chlorovodikova, p.a.,
— roztok hydroxidu sodného (c = 4 mol dm-3),
— Fehlingov roztok | (vodny roztok pentahydratu siranu mednatého),

— Fehlingov roztok Il (vodny roztok vinanu draselno-sodného a hydroxidu sodného),

— etanol, p.a.,
— dietyléter, p.a.

Tab. 1 Identifikacia nebezpeénosti pouZitych latok a zmesi podla nariadenia (ES) &. 1272/2008 (CLP).

Nazov chemikalie

H vety

P vety

Jodid draselny
Tiosiran sodny, pentahydrat
Jodi¢nan draselny

Kyselina sirova, roztok

Skrob, rozpustny

Etanol, roztok (w = 0,80)
Etanol (w = 0,96)

Carrezov roztok |

Carrezov roztok I

Kyselina octova, roztok
Sachardéza, roztok
D-glukéza

D-fruktéza

Acetatovy timivy roztok
(CH3COOH/CH3COONa)
Enzymovy preparat INVERTOFIX®
Kyselina 3,5-dinitrosalicylova
Luffov—Schoorlov roztok

Kyselina chlorovodikova (w = 0,37)

Hydroxid sodny, roztok
Fehlingov roztok |

Fehlingov roztok Il

Dietyléter

H372

P270

Latka nespifia kritéria pre klasifikaciu v stlade s nariadenim &. 1272/2008/ES.

H272, H302, H319
H290, H314

P210, P220, P280, P301+P312, P305+P351+P338
P280, P301+P330+P331, P303+P361+P353,
P305+P351+P338, P308+P311

Latka nespifia kritéria pre klasifikaciu v stlade s nariadenim &. 1272/2008/ES.

H225, H319
H225, H319
H318, H412

P210, P233, P305+P351+P338
P210, P233, P305+P351+P338
P273, P280, P305+P351+P338, P337+P313

Zmes nespinia kritéria pre klasifikaciu v silade s nariadenim &. 1272/2008/ES.
Zmes nespifia kritéria pre klasifikaciu v stlade s nariadenim &. 1272/2008/ES.
Latka nespina kritéria pre klasifikaciu v silade s nariadenim &. 1272/2008/ES.
Latka nespina kritéria pre klasifikaciu v silade s nariadenim &. 1272/2008/ES.
Latka nespifia kritéria pre klasifikaciu v stlade s nariadenim &. 1272/2008/ES.

Zmes nespifia kritéria pre klasifikaciu v stlade s nariadenim &. 1272/2008/ES.

Zmes nespinia kritéria pre klasifikaciu v silade s nariadenim &. 1272/2008/ES.

H302, H318
H319, H411

H290, H314, H335

H290, H314
H318, H410
H290, H314

H224, H302, H336

P280, P301+P312, P305+P351+P338
P273, P280, P305+P351+P338, P337+P313, P501
P280, P303+P361+P353, P304+P340,
P305+P351+P338, P310
P260, P280, P301+P330+P331, P303+P361+P353
P305+P351+P338, P310
P273, P280, P305+P351+P338, P310, P391
P260, P280, P303+P361+P353, P305+P351+P338,
P310
P210, P280, P303+P361+P353, P304+P340, P312,
P403+P235




Uloha A: Priprava roztokov a stanovenie ich presnej koncentracie
Uloha A1: Priprava roztokov

Al.1. Vypocitajte mnozstvo pentahydratu tiosiranu sodného potrebné na pripravu 250 cm?
odmerného roztoku o pribliznej koncentracii ¢ = 0,1 mol dm=. Odmerny roztok
nasledne pripravte navazenim a rozpustenim vypocitaného mnozstva Na;S;0s - 5 H,O
v deionizovanej vode a doplnenim odmernej banky po znacku.

Al.2. Navazenim presne asi 0,143 g jodi¢nanu draselného pripravte 200 cm? $tandardného
roztoku KlOs. Vypocitajte presnu koncentraciu jédu v tomto roztoku, ktory sa vyluci
v nadbytku Kl v kyslom prostredi. Zapiste stechiometricku rovnicu tohto deja v ibhovom
tvare.

Al1.3. Pripravte 8krobovy maz rozpustenim 0,5 g $krobu v 100 cm?® studenej deionizovanej
vody. Roztok povarte asi 2 minuty. Po vychladnuti roztok 8krobu prelejte do nadoby

z tmavého skla. Pripraveny roztok uchovavajte v chladnicke.
Uloha A2: Stanovenie presnej koncentracie odmerného roztoku tiosiranu sodného

A2.1. Do jédovej banky pipetujte 50,0 cm?® Standardného roztoku KlOs, ktory ste pripravili
v ulohe Al1.2. Kroztoku v banke pridajte asi 0,5 g tuhého jodidu draselného.
Po Uplnom rozpusteni Kl pridajte odmernym valcom 5 cm?® roztoku kyseliny sirovej
(c = 3 mol dm®). Vylageny jod ihned titrujte odmernym roztokom tiosiranu sodného
do Zltého sfarbenia. Potom ku zmesi pridajte 1 cm® Skrobového mazu a dalej titrujte
do vymiznutia modrého sfarbenia. Vykonajte potrebny pocet paralelnych stanoveni.

A2.2. Na zaklade nameranych hodnét vypocitajte presnu koncentraciu odmerného roztoku
tiosiranu sodného. Do odpovedového harka zapiSte rovnicu deja prebiehajuceho

pri Standardizacii.
Uloha B: Priprava vzorky susenych datli na stanovenie cukrov

Pred samotnym stanovenim je potrebné cukry obsiahnuté v analyzovanom materiali
kvantitativne previest do roztoku. Na izolaciu sacharidov sa naj¢astejSie pouziva extrakcia
kvapalnym rozpustadlom. NajCastejSie pouzivanymi extrakénymi &inidlami su deionizovana
voda a 80 %ny vodny roztok etanolu.

Okrem cukrov v8ak do roztoku prechadzaju aj dalSie indiferentné latky, ktoré by
potencialne mohli ovplyvnit stanovenie. Tieto sa najCastejSie odstranuju tzv. Cirenim. Podla
povahy odstrafiovanych latok, ako aj metddy stanovenia sacharidov sa pouziva niekolko
spbsobov Cirenia vzorky. Medzi najpouzivanejSie patri Cirenie solami tazkych kovov,
ako napriklad Cirenie neutralnym alebo zasaditym octanom olovnatym alebo &irenie podla
Carreza. Castokrat sa na &irenie cukornych roztokov pouzivaju aj vhodné adsorbenty, ako

napriklad aktivne uhlie, i vhodné zmesi ionexov.



Uloha B1: Extrakcia sacharidov do kvapalnej fazy

B1.1.

B1.2.

B1.3.

B1.4.

B1.5.

B1.6.

B1.7.

Na homogenizaciu odoberte z balenia niekolko kusov suSenych datli a zbavte ich
kostok. Odkdstkované datle nasledne dékladne zhomogenizujte v mixéri alebo v trecej
miske.

Z takto pripravenej reprezentativnej vzorky odvazte do 150 cm? kadicky priblizne 5 g
s presnostou na dve desatinné miesta. Presnd hmotnost vzorky zapiste
do odpovedového harka.

K navazku pridajte pomocou odmerného valca 100 cm? 80 %ného etanolu a kadicku
prikryte hodinovym sklickom. Za ob&asného mieSania vzorku extrahujte pri laboratérnej
teplote 1 hodinu.

Po uplynuti predpisaného Casu zostavte aparaturu na jednoduchu filtraciu a kvapalny
podiel dekantujte cez hladky filter do 250 cm® odmernej banky oznacenej napisom
Lextrakt®.

Tuhy podiel v kadi¢ke, ako aj tuhy podiel zachyteny na filtri kvantitativne preneste
do 250 cm?® varnej banky s gulatym dnom pomocou dalSich 100 cm?® 80 %ného etanolu.
Na hrdlo banky nasadte spatny chladi¢ a banku zahrievajte na vriacom vodnom kupeli,
resp. v ohrevnom hniezde po dobu 1 hodiny.

Po ukoné&eni extrakcie nechajte obsah banky vychladnat na laboratérnu teplotu. Zmes
v banke nasledne prefiltrujte cez hladky filter, priCom filtrat (etanolovy extrakt)
zachytavajte do 250 cm® odmernej banky oznacéenej napisom ,extrakt”.

Spojené etanolové extrakty z bodov B1.4 a B1.6 v odmernej banke dopliite po znacku

80 %nym etanolom.

Uloha B2: Priprava a éirenie roztoku vzorky

B2.1.

B2.2.

B2.3.

Z etanolového extraktu, ktory ste pripravili v ulohe B1 odpipetujte 20,0 cm?
do porcelanovej odparovacej misky. Porcelanovu misku zahrievajte na vodnom kupeli
do odparenia etanolu. Zahusteny extrakt nechajte na porcelanovej miske vychladnut
na laboratérnu teplotu.

Vychladnuty odparok kvantitativne preneste pomocou 100 cm?® deionizovanej vody
do 250 cm?® kadi¢ky. Obsah kadi¢ky nasledne zahrejte na teplotu 80 °C. Teplotu
kontrolujte teplomerom. Po dosiahnuti predpisanej teploty zahrievanie ukoncite
a obsah kadicky nechajte vychladnut. (Pozn.: Tymto krokom sa dosiahne vyzrazanie
rozpustenych balastnych latok pritomnych vo vzorke).

Po vychladnuti roztoku v kadi¢ke skontrolujte jeho pH pomocou univerzalneho
indikatorového papierika. V pripade, ak je pH neutralne alebo zasadité, upravte ho par

kvapkami (4 — 5 kvapiek) kyseliny octovej zriedenej v pomere 4 : 1 na mierne kyslé.



B2.4. Po uprave pH k roztoku v kadi¢ke pridajte po kvapkach za staleho mieSania najskor
5 cm?® Carrezovho roztoku | a nasledne 5 cm?® Carrezovho roztoku II.

B2.5. Zostavte aparaturu na jednoduchu filtraciu pri atmosférickom tlaku a zrazeninu
prefiltrujte cez hladky filter. Zrazeninu na filtri niekolkokrat premyte deionizovanou
vodou, pricom vSetky podiely filtratu zachytavajte do odmernej banky o objeme
200 cm?®. Po ukongeni filtracie obsah banky doplrite po znacku deionizovanou vodou

a starostlivo zhomogenizuijte.
Uloha C: Uréenie aktivity enzgymového pripravku INVERTOFIX®

Enzymy su makromolekulové latky bielkovinovej povahy, schopné katalyzovat
chemické reakcie. Na rozdiel od chemickych katalyzatorov sa enzymy vyznacuju vysokou
Specificitou (reak&énou i substratovou) a vysokou katalytickou silou (aktivitou). Enzymova
aktivita je mierou urychlenia reakcie katalytickym pdsobenim enzymu. Je to teda rychlost
enzymovej reakcie, ktora sa pri Standardnych podmienkach, t. j. optimalnom pH, optimalnej
teplote a pri plnom nasyteni enzymu substratom (cs >> Kwu), rovna maximalnej rychlosti
enzymovej reakcie Vma. Specifickd enzymova aktivita predstavuje aktivitu vztiahnutd
na jednotkové mnozstvo enzymového preparatu (1 kg suchého enzymového preparatu alebo
1 I kvapalného enzymového preparatu).

Invertaza (syst. p-fruktofuranozidaza, EC 3.2.1.26) je enzym patriaci do triedy hydrolaz,
ktory katalyzuje hydrolytické Stiepenie sachardzy za vzniku ekvimolarneho mnozstva glukdzy
a fruktézy. Vysledny produkt, teda zmes glukdzy a fruktézy v pomere 1 : 1, sa Castokrat
nazyva aj invertny cukor. Hydrolyza sachardzy sa oznacujte tiez ako inverzia. Prvykrat
na moznost pouzitia invertazy pri stanoveni cukrov poukazal uz v roku 1881 dansky chemik
J. Kjeldahl. Neskér sa zistilo, Ze sinvertazou mozno pracovat kvantitativne,

¢o pri analyze melas a dalSich cukrovarnickych produktov vyuzili Ling a Baker.

Uloha C1: Sledovanie priebehu enzymovej reakcie pri réznych zaéiatoénych

koncentraciach substratu

C1.1. Do troch Eppendorfovych skumaviek (2 ml) oznaenych Cislami 1 az 3 pipetujte po
200 ul acetatového timivého roztoku (CHsCOOH/CH3COONa; pH 4,8; ¢ = 1 mol dm)
a 10 pl enzymového preparatu INVERTOFIX® zriedeného v pomere 1 : 9 deionizovanou
vodou. Pridajte predpisany objem deionizovanej vody podla tabulky Tab. 2.

C1.2. Enzymovu reakciu spustite pridavkom predpisaného mnozZstva zasobného roztoku
substratu (roztok sacharézy s pribliznou koncentraciou c = 2 mol dm3), skimavku
uzavrite a reakénu zmes doékladne pretrepte. Po pridavku substratu ihned zacnite

merat' reakény ¢as stopkami (tg stan)!



Tab. 2 Priprava reakénych zmesi pre stanovenie enzymovej aktivity.

Objem [ul] 1 2 3
Acetatovy timivy roztok

(pH 4,8; ¢ = 1 mol dm-3) 200 200 200
Enzymovy preparat (1:9) 10 10 10
Deionizovana voda 170 150 30
Substrat (¢ = 2 mol dm3) 580 600 720

C1.3. Po uplynuti priblizne 30 minut reakciu zastavte povarenim reakénych zmesi pri teplote
100 °C asi 5 minut. Meranie reakéného €asu sa prerusi v momente vlozenia skumavky
do vriaceho vodného kupela (trswp). Vypocitajte presni dizku reakéného &asu tr
odcitanim hodnoty tr st 0d hodnoty trswop pre kazdu enzymovu reakciu.

C1.4. Enzymovu reakciu pre kazdu pociatoCnu koncentraciu substratu uskutoCnite aspon
trikrat. Vypocitané hodnoty reakénych ¢&asov zapiSte do odpovedového harka
a vypocitajte presné pociatocné koncentracie sacharozy v jednotlivych reakcnych

zmesiach. Zapiste stechiometricku rovnicu hydrolyzy sachardzy ucinkom invertazy.

Aby sa zabranilo vplyvu necistét a sacharidov pritomnych v enzymovom preparate na
presnost stanovenia, je potrebné vykonat kontrolné stanovenie ku kazdej enzymovej reakcii
uskutoCnenej pri urcitej pocCiatocnej koncentracii substratu. Jednotlivé kontrolné stanovenia

vykonajte podfla postupu uvedeného v nasledujucich bodoch.

C1.5. Do troch 2 ml Eppendorfovych skiumaviek pipetujte po 200 ul acetatového timivého
roztoku a objemy deionizovanej vody a zasobného roztoku substratu predpisané
v tabulke Tab. 2. Zmes v kazdej skumavke dékladne premieSajte a nechajte inkubovat
priblizne 30 minut pri laboratérnej teplote.

C1.6. Po 30 minutach zmesi 5 minut povarte na vriacom vodnom kupeli pri teplote 100 °C.

C1.7. Inaktivujte potrebny objem zriedeného enzymového preparatu povarenim na vriacom
vodnom kupeli po dobu 5 minut pri teplote 100 °C.

C1.8. Kvychladenym reak&énym zmesiam pipetujte po 10 pl zriedeného inaktivovaného

enzymového preparatu.

Uloha C2: Stanovenie koncentracie produktov enzymovej reakcie metédou podla

Millera

C2.1. Pripravte 100 cm?® S$tandardného roztoku redukujucich sacharidov s koncentraciou
¢ = 9 mg cm rozpustenim 450 mg D-fruktézy a 450 mg D-glukdzy v cca 50 cm?
deionizovanej vody a doplnenim objemu roztoku v odmernej banke po znacku.

C2.2. Pripravte sadu kalibracnych roztokov pipetovanim objemov uvedenych v tabulke

Tab. 3 do 2 ml Eppendorfovych skiumaviek. Ku kazdému roztoku pridajte po 160 ul



reagencie s kyselinou 3,5-dinitrosalicylovou (DNS). Roztoky dokladne premieSajte

a inkubujte na vriacom vodnom kupeli 5 minut pri teplote 100 °C.

Tab. 3 Priprava kalibracnych roztokov na stanovenie redukujucich sacharidov podfa Millera.

Objem [pl] Blank 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Standardny roztok RS 0 1 5 4 8 12 16 20 24 o8
(9 mg cm3)

Deionizovana voda 0 39 38 36 32 28 24 20 16 12
DNS 160 160 160 160 160 160 160 160 160 160

C2.3. Po ochladeni k jednotlivym roztokom pridajte po 1,6 cm?® deionizovanej vody a zmesi
dokladne premiesSajte. Zmerajte absorbanciu jednotlivych kalibracnych roztokov pri
vinovej dizke 540 nm oproti zmesi deionizovanej vody a DNS (blanku). Kazdé meranie
opakujte trikrat, pricom do odpovedového harka zapiSte priemernu hodnotu tychto
merani. Vypocitajte presné koncentracie kalibraénych roztokov vzhladom k celkovému
objemu reakénej zmesi 1,8 cm?®.

C2.4. Znameranych udajov zostrojte kalibracnu zavislost (v aplikacii MS Excel alebo
na milimetrovy papier), ako zavislost absorbancie na koncentracii redukujucich
sacharidov.

C2.5. Zvychladnutych reakénych zmesi pripravenych v ulohe C1 pipetujte do 2 ml
Eppendorfovych skumaviek po 2 pl. Upravte objem na 40 pul pridavkom deionizovane;j
vody a pridajte po 160 ul reagencie s DNS. Roztoky inkubujte na vriacom vodnom
kupeli 5 minut pri teplote 100 °C. Po ochladeni pridajte po 1,6 cm? deionizovanej vody
a zmerajte absorbanciu pri 540 nm oproti blanku. Kazdé meranie opakujte trikrat
a do odpovedového harka zapiste priemernu hodnotu tychto merani.

C2.6. V pripade kontrolnych reak&nych zmesi sa absorbancia zmeria rovnakym spésobom,
aky je opisany v predoslom bode.

C2.7. ZkalibraCnej krivky odcCitajte koncentracie redukujucich sacharidov v alikvotnom
podiele reakénej zmesi odobratom na stanovenie. Vypodcitajte presnu koncentraciu
produktu inverzie v pévodnom objeme reakénej zmesi v mol dm, pricom od vysledku

odcitajte vysledok kontrolného stanovenia.

Uloha C3: Vypoéet $pecifickej enzymovej aktivity enzymového preparatu INVERTOFIX®

C3.1. Pre kazdu enzymovu reakciu vypo Citajte mnozstvo zreagovaného substratu
(sacharézy) vzhfadom na objem reakénej zmesi, ekvivalentné stanovenej koncentracii
produktu. Vychadzajte zo stechiometrie prebiehajuceho deja.

C3.2. Pre kazdu enzymovu reakciu vypocitajte Specificku aktivitu enzymového preparatu

podfla vztahu




Uloha

Uloha

D1.1.

D1.2.

D1.3.

D1.4.

D1.5.

D1.6.

D1.7.

kde EAsje Specificka aktivita enzymového preparatu v mol mint dm3,
Csrje koncentracia zreagovaného mnozstva substratu v mol dm,
tr je reakény €as v min,
VRz je objem reakénej zmesi v dm?®,

Ver je objem pridaného enzymového preparatu v dm?.

Nasobenie desiatimi zohladrfiuje 10-nasobné riedenie pdvodného enzymového
preparatu. Vysledna Specificka aktivita enzymového preparatu INVERTOFIX® sa urdi

ako aritmeticky priemer vypocitanych hodnét pre jednotlivé stanovenia.

D: Stanovenie obsahu sacharidov vo vzorke susenych datli

D1: Stanovenie mnozstva redukujucich sacharidov pred inverziou metédou

Luffovou=Schoorlovou

Do Erlenmayerovej banky sobjemom 250 cm?® pipetujte 25,0 cm?® Luffovho-
Schoorlovho roztoku a 25,0 cm? vyéireného roztoku vzorky pripraveného v tlohe B2.
Ku zmesi v kuzelovej banke pridajte niekolko varnych kamienkov a roztok po¢as 2 — 3
minut privedte k varu. Mierny var udrZujte presne 10 minat (€as merajte stopkami).
Aby sa zabranilo odparovaniu reakénej zmesi, do hrdla banky vioZzte maly skleneny
lievik.

Po uplynuti 10 minut var okamzite preruste ochladenim reakénej zmesi pod priadom
studenej vody. Reakénu zmes dalej chladte vo vodnom kupeli na laboratérnu teplotu.
K ochladenej reakénej zmesi pridajte priblizne 3 g tuhého jodidu draselného a 20 cm?
roztoku kyseliny sirovej (¢ = 3 mol dm3). Pozn.: Vzhfadom k burlivému vyvoju oxidu
uhli¢itého je roztok kyseliny potrebné pridavat’ postupne po malych mnoZstvéach!

Po vyluc€eni jodu reakénu zmes ihned titrujte odmernym roztokom tiosiranu sodného
do ZItého sfarbenia. Pridajte 3 cm? $krobového mazu a zmes dotitrujte do vymiznutia
sivého sfarbenia. Vykonajte potrebny pocet paralelnych stanoveni a namerané hodnoty
zapiste do odpovedového harka.

Pre vyhodnotenie nameranych udajov je potrebné vykonat slepy pokus.
Pri slepom pokuse postupujte opat podfa postupu opisaného v bodoch D1.1. az D1.5.
s pouzitim 25,0 cm?® deionizovanej vody namiesto roztoku vzorky. Namerany Udaj
zapiste do odpovedového harka.

Z experimentalne ziskanych hodnét vypocitajte pre kazdé stanovenie ekvivalentny
objem odmerného roztoku tiosiranu sodného o presnej koncentracii, zodpovedajuci

obsahu redukujucich sacharidov, podla vztahu



D1.8.

Vo = (Vsp — Vsr) * cor
ekv —
0,1

kde Vspje objem odmerného roztoku spotrebovany na slepy pokus,
Vst je objem odmerného roztoku spotrebovany na vlastné stanovenie vzorky,
Cor j€ presna koncentracia odmerného roztoku.
Na zaklade vypocitaného ekvivalentného objemu odmerného roztoku odEitajte
z empirickej tabulky pre kazdé meranie hmotnost redukujucich sacharidov mgs
(glukozy a fruktdzy) v alikvotnom podiele vzorky pouzitom na stanovenie. Vypocitajte
priemernd hmotnost redukujucich sacharidov na 100 g suSenych datli vzhfadom

k presnej hodnote navazku vzorky pouzitého pri priprave extraktu.

Tab.4 Empiricka tabulka pre stanovenie redukujucich cukrov metédou podla Luffa—Schoorla.

Vekv MRs Vekv MRs
[cm?] [mg] [cm?] [mg]
1 2,4 12 30,3
2 4.8 13 33,0
3 7,2 14 35,7
4 9,7 15 38,5
5 12,2 16 41,3
6 14,7 17 44,2
7 17,2 18 47,1
8 19,8 19 50,0
9 22,4 20 53,0
10 25,0 21 56,0
11 27,6 22 59,1

Uloha D2: Stanovenie mnozstva redukujucich sacharidov po inverzii metédou

D2.1.

D2.2.

D2.3.

D2.4.

Luffovou-Schoorlovou s vyuzitim kyslej hydrolyzy sacharézy

Na kyslu hydrolyzu sacharézy obsiahnutej vo vzorke pipetujte do 100 cm?® odmernej
banky 50,0 cm?® vycireného roztoku vzorky. Pridajte 5,0 cm?® koncentrovanej kyseliny
chlorovodikovej areakénu zmes za Castého premieSavania zahrievajte 8 minut
na vodnom kupeli pri teplote 68 az 70 °C.

Po ochladeni reakénu zmes neutralizujte roztokom hydroxidu sodného
(c = 4 mol dm?3) na univerzalny indikatorovy papierik. Neutralny roztok doplrite
po znacCku deionizovanou vodou.

Na stanovenie redukujucich sacharidov po inverzii pipetujfe do 250 cm?3
Erlenmayerovej banky 25,0 cm?® Luffovho—Schoorlovho roztoku a 25,0 cm?® roztoku
vzorky po inverzii. Stanovenie vykonajte podla postupu uvedeného v ulohe D1.
Vykonaijte potrebny poCet paralelnych stanoveni.

Z experimentalne ziskanych hodndt uréte obsah redukujucich sacharidov v alikvotnom

podiele vzorky pouzitom na stanovenie po inverzii. Z rozdielu obsahu redukujucich



D2.5.

Uloha

D3.1.

D3.2.

D3.3.

D3.4.

D3.5.

Uloha

D4.1.

D4.2.

sacharidov pred inverziou a po inverzii vypocitajte obsah sacharézy v 100 g suSenych
datli vzhfadom k presnej hodnote navazku vzorky pouzitého pri priprave extraktu.
Vypoditajte celkovy obsah cukrov v gramoch na 100 g suSenych datli. Vysledok udajte

s presnostou na 2 desatinné miesta.

D3: Stanovenie mnozstva redukujucich sacharidov po inverzii metédou

Luffovou=Schoorlovou s vyuzitim enzymovej inverzie sacharézy

Na zaklade stanovenej aktivity enzymového preparatu INVERTOFIX® a obsahu
sachardézy vo vzorke, stanoveného v ulohe D2, vypocitajte objem 10-nasobne
zriedeného enzymového pripravku potrebny na inverziu mnozstva sacharézy
obsiahnutého v 50 cm? vyéireného roztoku vzorky, ak reakény ¢as bude 30 minut.

Na inverziu sacharézy obsiahnutej vo vzorke pipetujte do 100 cm® odmernej banky
50,0 cm?® vy¢&ireného roztoku vzorky. Pridavkom 15,0 cm?® acetatového timivého roztoku
(CH3sCOOH/CH3COONa; pH 4,8, ¢ = 1 mol dm?®) upravte pH na 4,8. Pridajte
dvojnasobok  vypoditaného mnozZstva enzymového pripravku INVERTOFIX®
zriedeného deionizovanou vodou vpomere 1 : 9, reakénu zmes dokladne
zhomogenizujte a nechajte inkubovat’ cca 30 minut pri laboratérnej teplote.

Po priblizne 30 minutach doplite objem reakénej zmesi po znacku deionizovanou
vodou a zhomogenizujte. Na stanovenie redukujucich sacharidov po inverzii pipetujte
do 250 cm?® Erlenmayerovej banky 25,0 cm® Luffovho—Schoorlovho roztoku a 25,0 cm?®
roztoku vzorky po inverzii. Stanovenie vykonaijte podla postupu uvedeného v ulohe D1.
Vykonaijte potrebny pocet paralelnych stanoveni.

Z experimentalne ziskanych hodnét urcte obsah redukujucich sacharidov v alikvotnom
podiele vzorky pouzitom na stanovenie po inverzii. Z rozdielu obsahu redukujucich
sacharidov pred inverziou a po inverzii vypocitajte obsah sacharézy v 100 g suSenych
datli vzhfadom k presnej hodnote navazku vzorky pouzitého pri priprave extraktu.
Vypocitajte celkovy obsah cukrov v gramoch na 100 g suSenych datli. Vysledok udajte
s presnostou na 2 desatinné miesta. Porovnajte vysledky ziskané kyslou hydrolyzou

a enzymovou katalyzou.

D4: Stanovenie obsahu sacharidov vo vzorke susenych datli gravimetrickou

metodou

Do Erlenmayerovej banky o objeme 250 cm?® pipetujte po 25,0 cm® Fehlingovho
roztoku | a Fehlingovho roztoku Il a zmes mierne zahrejte na varici.

Ku zahriatej zmesi Fehlingovych roztokov pipetujte 25,0 cm?® vycireného roztoku vzorky
pripraveného v ulohe B2. Reakénu zmes nasledne uvedte do varu. Mierny var udrzujte

presne 2 min (Cas merajte stopkami).



D4.3.

D4.4.

D4.5.

D4.6.

D4.7.

Po uplynuti predpisaného ¢asu var preruste pridavkom 100 cm?® deionizovanej vody
a reakénu zmes ochladte vo vodnom kupeli na laboratérnu teplotu.

Zostavte aparaturu na filtraciu za znizeného tlaku a vyluceny oxid medny kvantitativne
zachytte na filtraCnom tégliku S 4. Pred filtraciou téglik odvazte s presnostou na 4
desatinné miesta. Zrazeninu niekolkokrat premyte horicou deionizovanou vodou.
Pozn.. Majte na zreteli, aby zachytavany oxid medny nebol vystaveny oxidacnému
pdbsobeniu vzduSného kyslika (zrazeninu stale udrzujte pod vrstvou deionizovanej
vody).

Zachyteny oxid medny premyte es$te trikrdt 20 cm?® etanolu ajedenkrat 20 cm?®
dietyléteru. Zrazeninu nechaijte pri zapnutej vyveve presusit asi 2 minuty a nasledne
téglik so zrazeninou vlozte na 45 minut do su8iarne vyhriatej na 105 °C.

Po vychladnuti odvazte fritu so zrazeninou. Vypocitajte hmotnost’ vylu¢eného oxidu
medného. Vypocitajte hmotnost vyredukovanej medi v mg, ekvivalentnu ku hmotnosti
vyluc¢eného oxidu medného.

Z prilozenej empirickej tabulky metdédou linearnej interpolacie odcitajte hmotnost
redukujucich sacharidov v alikvotnom podiele vzorky pouzitom na stanovenie,

prislichajucu vypocitanému mnozstvu vyredukovanej medi.

Tab.5 Empiricka tabulka pre gravimetrické stanovenie redukujucich cukrov.

Mcu MRs Mcu MRs Mcu MRs Mcu MRrs
[mg] [mg] [mg] [mg] [mg] [mg] [mg] [mg]
27,5 14,2 40,0 20,7 52,4 27,2 64,8 33,6
28,4 14,7 40,8 21,1 53,3 27,6 65,7 34,1
29,3 15,1 41,7 21,6 54,2 28,1 66,6 34,5
30,2 15,6 42,6 22,1 55,1 28,6 67,5 35,0
31,1 16,1 43,5 22,5 55,9 29,0 68,4 35,5
32,0 16,5 44,4 23,0 56,8 29,5 69,3 35,9
32,9 17,2 45,3 23,5 57,7 30,0 70,2 36,4
33,7 17,4 46,2 23,9 58,6 30,4 71,0 36,8
34,6 17,9 47,1 24,4 59,5 30,9 71,9 37,3
35,5 18,4 48,0 24,9 60,4 31,4 72,8 37,8
36,4 18,8 48,8 253 61,3 31,8 73,7 38,2
37,3 19,3 49,7 25,8 62,2 32,3 74,6 38,7
38,2 19,8 50,6 26,2 63,0 32,7 75,5 39,2
39,1 20,2 51,5 26,7 63,9 33,1 76,4 39,7
D4.8. Vykonajte gravimetrické stanovenie sacharidov po inverzii. Z roztoku pripraveného

D4.9.

v Ulohe D2 pipetujte na stanovenie 25,0 cm? do zahriatej zmesi Fehlingovych cinidiel.
Dalej postupuijte podla postupu uvedeného v bodoch D4.3. az D4.6.

Odcitajte mnozstvo redukujucich sacharidov v alikvotnom podiele vzorky pouZitom
na stanovenie po inverzii. Z rozdielu obsahu redukujucich sacharidov pred a po inverzii

vypocitajte obsah sachardzy v 100 g suSenych datli.




D4.10. Vypoéitajte celkovy obsah sacharidov v gramoch na 100 g sudenych datli. Vysledok
udajte s presnostou na 2 desatinné miesta. Porovnajte vysledky ziskané

gravimetrickou a odmernou metddou.



ODPOVEDOVY HAROK Z ANALYTICKEJ PRAXE
Chemicka olympiada — kategoria EF — 61. ro¢nik — Sk. rok 2024/2025

Studijné kolo

Skola:

Meno sutaziaceho:

Pocet pridelenych bodov: Podpis hodnotitela:

Uloha A

Vypocet hmotnosti pentahydratu tiosiranu sodného (M/(Na»S203'5 H,0) = 248,17):

Al.l.
Navazena hmotnost’ KIO3 m(KlIO3) =
Zapis stechiometrickej rovnice prebiehajuceho deja v ibnovom tvare:
Vypocet presnej koncentracie |, v Standardnom roztoku (M(KIO3) = 214,001):
Al.2.
Spotreba odmerného roztoku tiosiranu sodného:
A2.1.

Akceptovana hodnota Vor(NazS203'5 H,0) =

Zapis stechiometrickej rovnice deja prebiehajuceho pri Standardizacii:

Vypocet presnej koncentracie odmerného roztoku tiosiranu sodného:

A2.2.




Uloha B

B1.2. | Navazena hmotnost vzorky datli m(vzorka) =
Uloha C
Zapis stechiometrickej rovnice inverzie sacharoézy:
Vzorovy vypocCet reakéného €asu tr pre lubovolnu enzymovu reakciu:
Vzorovy vypocCet pociatocnej koncentracie substratu v objeme reakénej zmesi:
Celkovy objem reakénej zmesi VRrz =
Cl.4.
1 2 3

V(pufor) / ul 200 200 200
V(substrat) / pl 580 600 720
V(dH20) / pl 170 150 30
V(enzym) / ul 10 10 10
Cso/ mol dm

1. 1. 1
trstart/ MIN 2. 2. 2

3. 3. 3

1. 1. 1
trstop/ MIN 2. 2. 2

3. 3. 3

1. 1. 1
tr/ Min 2. 2. 2

3. 3. 3

C2.3.

Vzorovy vypocet presnej koncentracie lubovolného kalibracného roztoku:




2 6 7 8 9 10
Vs !l 0 12 16 20 24 28
V(dH20) / pl 40 39 38 36 32 28 24 20 16 12
Vons / pl 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160
inkubovat’ 5 minut pri teplote 100 °C
V(dHz0)/ cm?3 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
Crs /g dm-3
Asaonm

PriloZena kalibracna zavislost' pre stanovenie redukujucich sacharidov podla Millera:

C2.4.
C25. CrS;\)gl:drH.é“ kontrola 1 C?r?gl:drﬁ“?"" kontrola 2 C?r?glzdrﬁ'é" kontrola 3
a 1. 1. 1.
C2.6. Assonm [ — 2. 2. 2.
3. 3. 3.
Vzorovy vypocet koncentracie produktu (invertu) v povodnom objeme reakénej zmesi pre
fubovolnu enzymovu reakciu (Mi(glukézalfruktéza) = 180,16):
C2.7.

kontrola 1

kontrola 2

kontrola 3

Crs/ g dm?

cp/irz/ mol dm3




Vzorovy vypocCet koncentracie zreagovaného mnozZstva sacharézy pre fubovolnu
enzymovu reakciu:

Vzorovy vypocet Specifickej enzymovej aktivity pre fubovolni enzymovu reakciu:

C3.1.
a
C3.2.
CS01= .o... mol dm= | Csp2= ...... mol dm=2 | csoz= ...... mol dm3
1 1. 1
Cs,/ mol dm™ 2 2. 2
3 3. 3
1 1. 1
EAs/ mol mintdm= | 2 2. 2
3. 3. 3
Priemerna Specificka enzymova aktivita EAs(avg) =
Uloha D
Spotreba odmerného roztoku tiosiranu sodného:
D1.5.
D1.6. | Spotreba OR na slepy pokus: Vsp=
Vzorovy vypocCet ekvivalentného objemu Ve pre fubovolné stanovenie:
D1.7.

Ekvivalentny objem odmerného roztoku tiosiranu sodného:




Odcitana hmotnost redukujucich sacharidov v alikvotnom podiele vzorky:

Vypocet priemernej hmotnosti redukujucich sacharidov pred inverziou v 100 g vzorky
suSenych datli:

D1.8.
Priemerna hmotnost RS v 100 g vzorky: mgs(avg) =
Spotreba odmerného roztoku tiosiranu sodného:
D2.3.
Ekvivalentny objem odmerného roztoku tiosiranu sodného:
Od¢itana hmotnost redukujucich sacharidov v alikvotnom podiele vzorky:
Vypocet priemernej hmotnosti redukujucich sacharidov po inverzii v 100 g vzorky
susenych datli:
D2.4.

Priemerna hmotnost RS v 100 g vzorky: Mgs,(avg) =

Vypocet obsahu sacharézy v 100 g vzorky suSenych datli (M/(glukéza/fruktéza) = 180,16;
Mi(sacharéza) = 342,3):

Hmotnost sacharézy v 100 g vzorky: Msacharéza =




Vypocet celkového obsahu cukrov na 100 g

suSenych datli:

D2.5.
Obsah cukrov v 100 g suSenych datli: Meukry =
Vypocet potrebného objemu 10-nasobne zriedeného enzymového preparatu:
D3.1.
Objem enzymu pouzity na inverziu: Ve=
Spotreba odmerného roztoku tiosiranu sodného:
D3.3.
Ekvivalentny objem odmerného roztoku tiosiranu sodného:
Odcitana hmotnost redukujucich sacharidov v alikvotnom podiele vzorky:
Vypocet priemernej hmotnosti redukujucich sacharidov po inverzii v 100 g vzorky
suSenych datli:
D3.4.

Priemerna hmotnost RS v 100 g vzorky:

Mgs,i(avg) =




Vypocet obsahu sachardzy v 100 g vzorky suSenych datli (M (glukéza/fruktéza) = 180,16;
M(sacharéza) = 342,3):

Hmotnost sacharézy v 100 g vzorky: Msacharsza =

Vypocet celkového obsahu cukrov na 100 g suSenych datli:

D3.5.
Obsah cukrov v 100 g suSenych datli: Meukry =
Porovnanie vysledkov:

D4.4. | Hmotnost téglika: Mirita =
Hmotnost téglika so zachytenym Cu.O: Mfita+zrazenina =
Hmotnost' Cu.O: Moxid medny =

Vypocet ekvivalentného mnozstva Cu (M;(Cu) = 63,546; M,(Cu20) = 143,091):

D4.6.




D4.7. | Odc¢itana hmotnost' RS pred inverziou: Mgs =

D4.8. | Hmotnost téglika: Mirita =
Hmotnost téglika so zachytenym Cu.O: Mirita+zrazenina =
Hmotnost' Cu.O: Moxid medny =

Vypocet ekvivalentného mnozstva Cu (M,(Cu) = 63,546; M,(Cu.0) = 143,091):

D4.9.

Od¢itana hmotnost’ RS po inverzii: MRs,i=

Vypocet obsahu sacharézy v 100 g vzorky suSenych datli (M/(glukéza/fruktéza) = 180,16;
Mi(sacharéza) = 342,3):

Hmotnost sacharézy v 100 g vzorky: Msacharéza =

Vypocet celkového obsahu cukrov na 100 g suSenych datli:

D4.10.

Obsah cukrov v 100 g suSenych datli: Mecukry =

Porovnanie vysledkov:




DOPLNKOVE ULOHY Z PRAXE
Chemicka olympiada — kategoria EF — 61. ro¢nik — Sk. rok 2024/2025

Studijné kolo

Matas Tomasik

Maximalne 40 pomocnych bodov = 10 bodov
Doba rieSenia: bez casového obmedzenia

Uloha 1: Stanovenie obsahu cukrov v jahodovom dzeme metédou podra

Potterata—Eschmanna

Navazok jahodového dZzemu s hmotnostou 2,37 g sa pri laboratornej teplote digeroval
100 cm?® deionizovanej vody 30 minat. Cukorny extrakt sa vyciril pomocou Carrezovych
roztokov, prefiltroval sa, priCom filtrat sa zachytaval do odmernej banky s objemom 1000 cm?®.
Doplnenim odmernej banky deionizovanou vodou po znacku sa pripravil zasobny roztok
vzorky. Na stanovenie obsahu redukujucich sacharidov pred inverziou sa z roztoku vzorky
pipetovalo do 250 cm® Erlenmayerovej banky 10,0 cm?. Pridalo sa 10,0 cm? alkalického
roztoku siranu mednatého, niekolko varnych kamienkov a zmes sa uviedla do varu.
Po 10 minutach sa var prerusil pridavkom asi 25 cm? studenej deionizovanej vody a reakéna
zmes sa ochladila na laboratdrnu teplotu. Vyredukovany oxid medny sa od nezreagovaného
kvapalného podielu oddelil filtraciou za znizeného tlaku. Premyta zrazenina Cu,O sa rozpustila
v titraCnej banke 4 — 5 kvapkami koncentrovanej kyseliny dusiénej. Potom sa pridalo este
5 cm3zriedene] kyseliny dusi¢nej a zmes sa kratko povarila. Po ochladeni sa vzniknuty roztok
mednatej soli zneutralizoval pridavkom 5 cm?® roztoku amoniaku (¢ = 4 mol dm?).
Vyjasneny roztok sa zriedil pridavkom cca 250 cm? deionizovanej vody, pridal sa tuhy indikator
murexid azmes sa titrovala odmernym roztokom chelatonu 3 o pribliznej koncentracii
¢ = 0,02 mol dm-zo zeleného do modrofialového sfarbenia.

Na inverziu sacharézy pritomnej vo vzorke sa do 100 cm® odmernej banky pipetovalo
50 cm?® zasobného roztoku vzorky. Pridalo sa 5,0 cm®koncentrovanej kyseliny chlorovodikove;j
a zmes sa na vodnom kupeli zahrievala 8 minut pri teplote 60 — 70 °C. Po ochladeni sa roztok
v banke doplnil po znacku deionizovanou vodou a dékladne zhomogenizoval. Na stanovenie
obsahu redukujucich sacharidov po inverzii sa ztakto pripraveného roztoku pipetovalo
do 250 cm® Erlenmayerovej banky 10,0 cm?® a pridalo sa 10,0 cm? alkalického roztoku siranu
mednatého. Vlastné stanovenie sa vykonalo rovnako, ako v pripade stanovenia obsahu

redukujucich sacharidov pred inverziou.

1.1. Vypocitajte presnu koncentraciu odmerného roztoku chelaténu 3, ktory bol

Standardizovany na dusi¢nan olovnaty. 50 cm?® Standardného roztoku Pb(NOs),



sa pripravilo rozpustenim presne 0,3279 g zakladnej latky v deionizovanej vode
a doplnenim objemu po znacku. Na Standardizaciu sa pipetovalo 10,0 cm?
Standardného roztoku, pH sa upravilo pridavkom tuhého hexametyléntetraaminu
(urotropinu) a po pridavku malého mnozstva indikatora xylenolova oranz sa roztok
v banke titroval odmernym roztokom chelaténu 3 z fialového do Zltého sfarbenia.
Priemerna spotreba odmerného roztoku chelatonu 3 bola 10,1 cm3. Zapiste
stechiometricku rovnicu Standardizacie.

1.2. Zapiste stechimoetrické rovnice dejov prebiehajucich pri rozpustani oxidu medného
v kyseline dusi¢nej a chelatometrickom stanoveni vzniknutych mednatych iénov.

1.3. Urcte obsah redukujucich sacharidov v alikvotnom podiele roztoku vzorky pouzitom
na stanovenie pred inverziou v miligramoch, ak spotreba odmerného roztoku
chelaténu 3 na slepy pokus bola Vsp = 0,1 cm?® a priemerna spotreba odmerného
roztoku na vlastné stanovenie bola Vst = 15,0 cm®. MnoZstvo redukujtcich sacharidov
odcCitajte metddou linearnej interpolacie z priloZzenej empirickej tabulky na zaklade
vypocitaného ekvivalentného objemu odmerného roztoku chelatéonu 3 podfa vztahu

Vo = (Vsr — Vsp) - cor
ekv —
0,02

kde Vspje objem odmerného roztoku spotrebovany na slepy pokus,

Vst je objem odmerného roztoku spotrebovany na vilastné stanovenie vzorky,

Cor je presna koncentracia odmerného roztoku.

Tab.6 Empiricka tabulka pre stanovenie redukujucich cukrov metédou podfa Potterata—Eschmanna.

Vekv MRs Vekv MRs Vekv MRs
[em?] [mg] [em?] [mg] [em?] [mg]
9,0 7,05 12,4 9,67 15,8 12,34
9,2 7,20 12,6 9,83 16,0 12,50
9,4 7,35 12,8 9,98 16,2 12,66
9,6 7,50 13,0 10,14 16,4 12,82
9,8 7,65 13,2 10,30 16,6 12,98
10,0 7,80 13,4 10,45 16,8 13,14
10,2 7,96 13,6 10,61 17,0 13,30
10,4 8,11 13,8 10,76 17,2 13,46
10,6 8,27 14,0 10,92 17,4 13,62
10,8 8,42 14,2 11,08 17,6 13,78
11,0 8,58 14,4 11,23 17,8 13,94
11,2 8,74 14,6 11,39 18,0 14,10
11,4 8,89 14,8 11,54 18,2 14,26
11,6 9,05 15,0 11,70 18,4 14,42
11,8 9,20 15,2 11,86 18,6 14,58
12,0 9,36 15,4 12,02 18,8 14,74
12,2 9,52 15,6 12,18 19,0 14,90

1.4. Urcte obsah redukujucich sacharidov v alikvotnom podiele roztoku vzorky pouzitom

na stanovenie po inverzii v miligramoch, ak spotreba odmerného roztoku chelaténu 3



na slepy pokus bola Vsp = 0,1 cm?® a priemerna spotreba odmerného roztoku na
vlastné stanovenie bola Vst = 9,8 cm®. MnozZstvo redukujucich sacharidov od¢itajte
metddou linearnej interpolacie z empirickej tabulky Tab.6. Zrozdielu obsahu
redukujucich sacharidov pred a po inverzii vypo itajte obsah sacharézy na 100 g
jahodového dzemu.

1.5. Vypocitajte celkovy obsah cukrov v gramoch na 100 g dzemu. Vysledok udajte
s presnostou na 2 desatinné miesta.

1.6. Dzem sa pripravuje varenim ovocia spolu s cukrom. Ako regulator kyslosti
a konzervacna latka sa pridava kyselina citrénova. Kyselina citronova, ako aj ostatné
kyseliny pritomné v ovocnom podiele spolu vytvaraju kyslé prostredie, ¢o ma
za nasledok, ze znacny podiel pritomnej sacharézy podlieha kyslej hydrolyze.
Vypocitajte, priblizne kofko g cukru (sacharézy) sa pouzilo na pripravu 100 g
jahodového dZemu, ak uvazujeme, Ze obsah monosacharidov (najma fruktézy
a glukoézy) v jahodach je priblizne 4,9 g na 100 g ovocia, pricom ovocny podiel tvori
50 % celkovej hmotnosti dZzemu. Pri vypocte pouzite udaje ziskané v ulohach 1.3.

a 1.4. Kolko % z pévodného mnoZstva sachardzy zhydrolyzovalo pri vareni dzemu?

M/(Pb(NOs),) = 331,2; M((sachardza) = 342,3; M.(glukdzalfruktdéza) = 180,16

Uloha 2: Stanovenie obsahu cukrov v sladkom vine metédou dvojnej polarizacie

Zo vzorky sladkého vina sa na pripravu cukorného extraktu pipetovalo 25,0 cm3
do 200 cm?® odmernej banky. Pridali sa 4 cm?® zasaditého octanu olovnatého, roztok sa doplnil
po znacku deionizovanou vodou a vzniknuta zrazenina sa oddelila filtraciou za atmosférického
tlaku. Z filtratu sa na stanovenie pipetovalo 50,0 cm® do 100 cm® odmernej banky. Roztok sa
doplnil po znacku deionizovanou vodou a zhomogenizoval sa (roztok A). Takto pripraveny
roztok sa polarizoval v trubici dlhej 200 mm pri 20 °C a vinovej dizke Zltych &iar sodikového
spektra D = 589,3 nm. Pri tychto podmienkach mal roztok A otacavost +1,13 °. Na inverziu
pritomnej sacharézy sa do 100 cm® odmernej banky pipetovalo 50,0 cm? vyc&ireného filtratu,
pridalo sa 25,0 cm? deionizovanej vody a 10,0 cm?® koncentrovanej kyseliny chlorovodikove;.
Banka sa za ob&asného mieSania zahrievala pri teplote 68 — 70 °C presne 5 minut.
Po ochladeni sa obsah banky doplnil deionizovanou vodou po znac¢ku a zhomogenizoval
sa (roztok B). Roztok B sa polarizoval za rovnakych podmienok, ako roztok A. Pri tychto

podmienkach mal roztok B otacavost —0,16 °.

2.1. Zapiste stechiometricki rovnicu kyslej hydrolyzy (inverzie) sachardzy pritomnej
vo vzorke pri priprave roztoku B.
2.2. Vypocditajte obsah sacharézy a glukézy v 100 cm?® roztoku vzorky (v gramoch),

ak $pecificka otacavost sacharozy je [a]3? = +66,5 °, glukézy [a]?’ = +52,8 °



a invertného cukru [a]3° = —20,1 °. Pri vypoéte uvaZujte, ze roztok A obsahuje

sacharézu, glukézu a opticky neaktivne latky. Po inverzii uvaZujte pritomnost
glukézy, opticky neaktivnych latok a produktov inverzie. Produkty inverzie pre
jednoduchost’ vypoctu povazujte za jednu zlozku (invertny cukor).

2.3. Vypocitajte obsah sacharézy a glukézy v hmotnostnych percentach v alikvotnom
podiele vzorky pouzitom na stanovenie, ak uvazujeme pribliznd hustotu vina
p = 1020 kg m™,

2.4. Vypocitajte hmotnostnu koncentraciu cukrov vo vine, vztiahnutu na 1 liter sladkého

vina.
Mi(sachar6za) = 342,3; M.(invert) = 360,32

Pre &o najrychlejSie a najjednoduchsSie stanovenie sachardzy sa v analytickej praxi
najCastejSie vyuzivaju tzv. sacharimetre. Na rozdiel od klasickych polarimetrov sa stupne
sacharimetrickej stupnice priamo viazu na mnozstvo sacharézy v tzv. jednonormalnom
mnozstve vzorky. NajCastejSimi stupnicami sacharimetrov su stupnice Ventzkeho [°V]
a Medzinarodna saharimetricka stupnica [°S]. Stanovenie podla Clergeta vyuziva princip
dvojnej polarizacie a pouziva sa na stanovenie sacharézy v pritomnosti inych opticky
aktivnych latok, ktoré poCas inverzie sachar6zy nemenia svoju polarizaciu. Na stanovenie
obsahu sacharozy v sladkom vine sa navazilo presne 52,00 g vzorky vina do 200 cm?
odmernej banky. Pri Uprave roztoku vzorky, ako aj pri priprave roztokov na stanovenie
pred inverziou (roztok A) a po inverzii (roztok B) sachardézy sa postupovalo rovnako,
ako pri predoSlom stanoveni. Pri tychto podmienkach mal roztok A otacavost +2,33 °
aroztok B —-0,33 °.

2.5. Vypocitajte obsah sacharézy v hmotnostnych percentach v pdvodnej vzorke
dosadenim udajov do Clergetovho empirického vztahu. Namerané hodnoty
polarizacie je potrebné dosadit v °S (pri prepocte uvazujte, ze 1 ° = 2,8885 °S)
a vynasobit dvomi, nakolko tieto hodnoty zodpovedaju tzv. polnormalnemu roztoku
vzorky. Clergetov vztah ma tvar

100 (ay — ag)

133,5

Wy, =

kde  wy, je obsah sachardzy v hmotnostnych percentach,
a, je otaCavost roztoku A pred inverziou v °S vynasobena dvomi,
ag je otacavost roztoku B po inverzii v °S vynasobena dvomi,

133,5 je Clergetova konstanta zavisla na teplote.



Uloha 3: Uréenie enzymovej aktivity z parametrov Michaelis—Mentenovej kinetického

modelu

Metdédou pociatoénych rychlosti boli stanovené kinetické parametre Michaelis—
Mentenovej kinetického modelu pre systém invertaza—sacharéza. Na enzymovu reakciu sa
do 1,5 ml Eppendorfovych skumaviek pipetovalo po 100 pl acetatoveho timivého roztoku
(CH3COOH/CH3COONa, pH 4,8) a 80 ul enzymového preparatu s koncentraciou 10 g dm,
Pridal sa predpisany objem deionizovanej vody a reakcia sa spustila pridavkom predpisaného
mnozstva zasobného roztoku substratu (sachardzy) s koncentraciou ¢ = 0,5 mol dm=.
Po priblizne 30 minutach sa reakcia zastavila povarenim reak&nych zmesi vo vriacom vodnom
kupeli pri teplote 100 °C. Po vychladnuti sa stanovila koncentracia produktu (glukézy)
vo vyslednom objeme reakénej zmesi. Suhrn experimentalne ziskanych udajov je uvedeny

v nasledujucej tabulke.

Tab. 7 Experimentalne hodnoty pre stanovenie Michaelis—Mentenovej kinetickych parametrov.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
V (substrat) / pl 0 45 90 225 270 315 450 585 675 720
V(dH20) / ul 720 675 630 495 450 405 270 135 45 0
tr/ min 30,053 | 29,832 | 30,205 | 28,366 | 29,021 | 30,080 | 30,010 | 30,011 | 30,260 | 29,630
Cprodukt/ mol dm3 0 0,0248 | 0,0456 | 0,0515 | 0,0539 | 0,0568 | 0,0585 | 0,0595 | 0,0604 | 0,0593

3.1. Vypocitajte pociatocné koncentracie sachardzy cso Vjednotlivych reakénych
zmesiach.

3.2. Pre jednotlivé reakéné systémy vypocitajte reakéné rychlosti rp, ako podiel prirastku
koncentracie produktu (glukdzy) a reakéného Casu tr.

3.3. Na prilozeny milimetrovy papier (alebo v aplikacii MS Excel) zostrojte zavislost
vypocitanej reakenej rychlosti na pociatocnej koncentracii substratu a zo zavislosti
odcitajte kinetické parametre Ky a Vmax.

3.4. Na zéaklade odcitanej hodnoty maximalnej rychlosti enzymovej reakcie Vmax
vypocitajte Specificku aktivitu vztiahnutd na 1 liter enzymového preparatu invertazy
s koncentraciou 10 g dm=vzhladom na celkovy objem reakénej zmesi.

3.5. Vypocitajte, kolko gramov Ccistého enzymu je potrebné navazit, ak ulohou
je za 2 hodiny zinvertovat sachar6ézu, obsiahnutd v 10 litroch roztoku
(c =500 g dm?).

M (sachar6za) = 342,3
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Uloha 1

Zapis stechiometrickej rovnice deja prebiehajuceho pri Standardizacii:

Vypocet presnej koncentracie odmerného roztoku chelaténu 3:

1.1.

Zapis stechiometrickych rovnic prebiehajucich dejov:
1.2.

Vypocet ekvivalentného objemu odmerného roztoku chelaténu 3:
1.3.

Od¢itana hmotnost' RS pred inverziou: Mgs =

Vypocet ekvivalentného objemu odmerného roztoku chelatonu 3:
1.4.

Odcitana hmotnost’ RS po inverzii:

MRs,i =




Vypocet obsahu sacharézy v 100 g vzorky jahodového dZzemu:

Hmotnost sacharézy v 100 g vzorky:

Msacharéza =

Vypocdet celkového obsahu cukrov na 100 g jahodového dzemu:

1.5.
Obsah cukrov v 100 g dZzemu: Meukry =
Vypocet pouzitého mnozZstva sacharozy:
1.6.
% zhydrolyzovanej sacharozy: % =
Uloha 2
Zapis stechiometrickej rovnice inverzie sacharézy:
2.1

2.2.

Vypocet obsahu sacharozy a glukézy v 100 cm? roztoku vzorky:




Vypocet hmot. % sachardzy a glukdzy v alikvotnom podiele vzorky:

2.3.
Hmotnostné percento sacharozy: Yosacharoza =
Hmotnostné percento glukozy: Wgluksza =
Vypocet hmotnostnej koncentracie cukrov v 1 litri sladkého vina:
2.4,
Vypoc&et hmot. % sacharézy podfla Clergeta:
2.5.

Hmotnostné percento sacharézy: Ybsacharéza =




Uloha 3

Vzorovy vypocCet pociatoCnej koncentracie substratu v reakénej zmesi pre lubovolnu

enzymovu reakciu:

Vzorovy vypocet reakénej rychlosti pre fubovolnu enzymovu reakciu:

3.1.
a
3.2.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vs/ ul 0 45 90 225 270 315 450 585 675 720
Varzo / pl 720 675 630 495 450 405 270 135 45 0
Cso/ mol dm=3
tr/ min 30,053 | 29,832 | 30,205 | 28,366 | 29,021 | 30,080 | 30,010 | 30,011 | 30,260 | 29,630
ce/ mol dm3 0 0,0248 | 0,0456 | 0,0515 | 0,0539 | 0,0568 | 0,0585 | 0,0595 | 0,0604 | 0,0593
re/
mol dm=min?
Prilozena zavislost' rychlosti enzymovej reakcie na pociato¢nej koncentracii substratu:
3.3.

Odgcitana hodnota Vmax:

Vmax =

Odg¢itana hodnota Kuy:

3.4.

Vypocet Specifickej enzymovej aktivity:




3.5.

VypocCet hmotnosti suchého enzymu:
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