Polarimetrické stanoveni glukézy, mutarotace glukéy

TEORIE

> POLARIMETRIE

Polarimetrie je metoda umidjici zjistit koncentraci opticky aktivni latky rpaS€né v roztoku.
Optick& aktivita latky rozpu8hé v roztoku je danarfpomnosti chirainiho, tj. asymetrického uhliku,
na ktery jsou vazangtyii rizné substituenty. N&jsEji se jedna o organické latky — rrapekteré
cukry, aminokyseliny, nebo alkoholy. Polarimetr géistroj, ktery se skldda ze dvou nikolovych
hranofi vybrousenych z islandského vapence, kdy prvnigepumistn a propousti pouze &lo

v jedné rovig kmitani, tedy polarizuje $tlo. Polarizovany paprsek prochazi vzorkem &istdvinu
kmitani. Uhel otdeni je zavisly na &fené latce, jeji koncentraci, teploprostedi a vzdalenosti,
kterou paprsek prochazi, tj. délce polatidatrubice. Druhy nikalv hranol je spojeny se stupnici
a slouzi k mifeni stups otodeni paprsku. Pokud je prébovana opticky neaktivni latka, nap
destilované voda, paprsek polarizovanéhsla\prochazi ve stejné rowira na stupnici oddétame 0°.
Jakmile paprsek projde opticky aktivhim vzorkem&the s druhym nikolovym hranolem o tolik
stumi, aby mohl paprsek projit, tj. abychom &lidrovnomegrné oswtlené pozadi — polostin. Jako

zdroj os¥tleni se v polarimetrii vyuZiva sodikovéa vybojk&anstantni vinové délce.

Zavislost stup#ototeni na koncentraci opticky aktivni latky v roztdke vyjadit vztahem:
a=af-1-c,

kde a?? je specificka opticka otévost charakteristicka pro danou latku; je to Gliektery se otél

rovina polarizovaného stla pri délce kyvetyl = 1 dm a koncentraci roztoku= 1 g - mt. Zpravidla

se udava proaru sodikoveho dubletu R € 589,3 nm) a teplotu 20 °C.

» MUTAROTACE
Cerst pripraveny roztok glukdzy (a jinych sachafrjdméni v pribéhu ¢asu svou optickou aktivitu.
Tento jev se nazyva mutarotace a jésgien vznikemiznych opticky aktivnich forem, tj. anontier

Rychlost zndny Ize ovlivnit hodnotou pH pragidi a pokréuje aZz do ustalené hodnoty.

UKOL

» Sestrojte kalibréni kiivku zavislosti stup&é otoceni glukézy na jeji koncentraci v roztoku.
Polarimetricky zjistte koncentraci neznamych vzarglukozy.

» Pro cerst¥ pripraveny roztok glukdzy stanovte zavislost stupmtaieni glukdézy nacase

(sledovani mutarotace).



POMUCKY A CHEMIKALIE

>

Automaticky polarimetr; manualni polarimetr + zdrogwtla (sodikova vybojka);
2x polarimetrickd kyveta; 6x 50ml o@mma baika; ctlen& pipeta (25 ml); pipetovaci nastavec;
3x kadinka; Iztka; navazovaci lodka; tyinka; zasobni roztok glukézy (2,5 madint®); glukdza
(M = 180,1559); neznamy vzorek | a Il.

POSTUP

>
>

POLARIMETRICKE STANOVENI GLUKOZY

Ze zéasobniho roztoku glukézy (2,5 moldnt®) pripravime fadu 5 kalibranich roztok

o koncentracich 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 a 2,5 mdht® do 50ml odnarnych bawk. Pred odebranim
pottebného mnoZstvi zasobniho roztoku tento roztddkading promichame!

Provedeme naptmi polarimetrické kyvety nasledujicim igobem: Nejprve odSroubujeme
uzawr kyvety na jedné str&na dame pozor, aby nevypadlo kruhové &klivolrng vioZzené
v uzawvru. Poté naplnime kyvetu gfenym roztokem (nejprve destilovanou vodou, poté
postup® vSemi kalibranimi roztoky a nakonec neznamymi vzorky). Dale &i z boku
nasuneme na trubici a uzame uzasrem. Nakonec kyvetu osusime btitou vatou. PedevSim
sklicka, kterymi prochazi stelny paprsek, by #ha byt ¢ista a sucha. Spra¥ymaplrené kyveta
nesmi obsahovat bubliny vzduchu!

Provedeme gteni naautomatickém polarimetru: Odklopime viko fistroje a vloZzime kyvetu.
Vyckame, az se hodnota na displeji ustéli ataee ji.

Provedeme ®&feni namanualnim polarimetru: U vzorku s destilovanou vodou se time
najit polostin, na stupnici bychomélnodetist hodnotu 0 + 2°. i méfeni ostatnich roztak

lehce pootéime Sroubem do objeveni polostinu.

MUTAROTACE GLUKOZY

Do 50ml odngrné baiky pripravime cerstvy roztok glukézy o koncentraci 0,25 mobnt3
rozpusénim glukdzy v destilované veédGlukdézu navazime na ladiu na analytickych vahach
a za stalého michani ¢ipkou ji prisypavame do polovniho mnoZstvi vody v kadince.
Michame, dokud se vSechna glukéza nerozpusti. presedeme roztok do odimé baiky
a doplnime vodou po ryskuiipraveny roztok si odlijeme do kadinky a kapnemengj® kapky
0,1M hydroxidu sodného; roztok zamichamértkou.

Ihned po pipraveni roztoku provedeme jeho napih do polarimetrické kyvety. Provedeme
meéteni naautomatickém polarimetru: Odklopime viko fistroje, vloZzime kyvetu a kyvetovy
prostor opt uzawveme. Kazdou 1 min odeeme hodnotu stugn otateni na displeji
a pokr&ujeme takto v rffeni az do dosazeni ustélené hodnotyiémi by nglo trvat giblizné
20 min).

Po skokeni nefeni polarimetrickou kyvetu dokonale proplachnemgtittezanou vodou.



PROTOKOL

>
>
>

Vypocetiedtni/navazky pro fipravu veskerych roztdk

Pro manudlni polarimetr: Nasfené hodnoty pro vSechny roztoky.

Pro automaticky polarimetr: Kalibtai tabulka a graf: zavislost stuprotoceni glukozy
na koncentraci kalibesmich roztok c (mol - dnt®). Vypotet koncentrace nezndmych vziprk
z rovnice lineérni regrese kalilérd piimky.

Pro mutarotaci: Tabulka a graf zavislosti stiptoceni glukozy naaset (min).



Navod na obsluhu manualniho polarimetru

YV V VYV V

>

Jednd se o manuél
polarimetr s  oténym
hranolem. Stupe otateni
se odéitd na kruhové
stupnici pomoci nastave
vhodného polostinu ips
okular.

Sowasti  fFistroje  jsou
okular (1), stupnice pro
odeiet stup® otateni (2),
meérny Sroub (3), kyvetovyf
prostor (4), zdroj sstla (5).

Zdroj swtla se zapoji do sit

Do kyvetového prostoru se vloZi kyveta s destil@mtawodou a prostor se uzawikem.

Mérny Sroub se snaZzime nastavit do takové polohychadm v okularu doséhli polostinu.
Prichod paprsk polarimetrem: a, ¢ — $tlo neprochazi, b — stlo prochézi (Zadany polostin):

COD

Poté provedeme odet stupg otoieni. Stupnice polarimetru se skldda ze dvasti. Stupnice

nalevo je fixni; stupnice napravo je posuvna pommo&iného Sroubu. Nejprve na levé stupnici
nalezneme hodnotu 0, poté otdeme z pravé stupnice hodnotu, na kterou tato ukéauje. Pro
blank (destilovana voda) bychontlima stupnici odé&ist asi 0°. Pro vzorek glukézy tote byt
nag. 5,5°.
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Po skoreni nereni se zdroj sitla odpoji ze s&



Navod na obsluhu polarimetru KRUSS P 3001

» Polarimetr Kriss je stolni polarimetr slouZici n&eni optické aktivity rozpustnych substanci.

» Pristroj se giovou zasitkou zapoji do sé Zapne se tldtkem (1).

» Pristroj se necha 20 minut temperovat a stabilizovaté je lampaifstroje vylfata a je mozné
ji zapnout tl&itkem (2). ReZim @eni zahgjime tkdtkem (3).

» Do metici komory (4) se vloZi polarimetricka kyveta (8pintna destilovanou vodou, komora se
uzawe a po ustaleni hodnoty stupotoceni na displeji (6) se stiskneditko (7),¢imz se pistroj
automaticky vynuluje. Displej ukaZze hodnotu 0,0Qf¥iatroj je gipraven k ngieni vzorki.

»  PYi méteni sady vzonk je dale pouze nutné vyimit roztok v kyvet a odeist hodnotu na displeji.

» Po skoreni neteni se ukoti mefici rezim, pistroj se vypne a zhasne se lampa sagotlaitky
(3,1,2).




Refraktometrie

TEORIE

Monochromatické sitlo, které prochazi z jednoho priedi do druhého, &mi svou rychlost. Poun

rychlosti setla ve vakuwc k rychlosti s¥tla v dalSim prosgediv se nazyva absolutni index lomu

n=-—
v

Pri prechodu z progedi s indexem lomu; do prostedi s indexem lomu, se pouZiva relativni index

lomu a odpovida po#nu: sinus Uhlu dopadu lomeno sinus Uhlu lomu nanana prostedi.
ny vy Sinoy

T, v, sing

Rychlost s¥tla ve vzduchu a ve vakuu se liSi pgné malo, proto Ize index lomu na rozhrani

zkoumané latky a vzduchu povazovat prakticky zakitsi index lomu.

K mefeni refrakce se pouZivajitiptroje zvané refraktometry. Ve ¢eni se seznamite sénim

refraktometrem, ktery séasto pouZziva v potravibstvi pi zjiStovani cukernatosti ovoce, obsahu

cukru ve $avach a mostech, tipodnim extraktu pivni mladiny aj. Stupnice % Brikiera

je prepaitem indexu lomu, fedstavuje hmotnostni procenta cukru v roztokgrgmy cukru ve 100 g

roztoku. Ristroj obsahuje automatickou korekci na teplotistieali.

UKOL
» Stanovte hodnotu % Brix v3echtigravenych roztok a vytvate graf zavislosti % Brix

na koncentraci glukézy v roztoku.

POMUCKY A CHEMIKALIE
» Refraktometr; 5x 50ml odénn& baika; 2x kadinka; dend pipeta (25 ml); pipetovaci nastavec;

umglohmotné kapatko; zasobni roztok glukézy (2,5 nuit®); neznamy vzorek | a Il.

POSTUP

> Ze zasobniho roztoku glukézy (2,5 meldm?®) pripravime fadu 5 kalibranich roztok
o koncentracich 0,50; 0,75; 1,00; 1,25 a 1,50 malint® do 50ml odnarnych bagk.
Pred odebranim ptgbného mnoZstvi zasobniho roztoku tento roztddkadind promichame!

» Postup miteni na refraktometru: Na hranol naneseme kapatlestilavanou vodu aijklopime
kryci desttkou tak, aby nevznikly bubliny. Refraktometr ¢&itme na zdroj sstla (snérem
k oknu) a pozorujeme ostré rozhrani protinajicpmsiti v bod 0. V jiném gFipad upozornime
vyuéujiciho, ktery nam néasledmefraktometr siédi. Poté na hranol nanesenigppaveny roztok

a odeéteme z levé stupnice refraktometru hodnotu % BPR®. kazdém ®feni osuSime povrch



hranolu buniitou vatou. Pro kazdou ¢fenou kapalinu (vSechny kalild@ roztoky a neznamé

vzorky) meéteni provedeme 3x.

PROTOKOL
» Tabulka narstenych hodnot pro kazdy vzorek a vyftané piimérné hodnoty.
» Graf zavislosti % Brix na koncentraci glukézy. @emi hodnoty koncentrace neznamych

vzorka.



