ULOHY Z ANALYTICKEJ PRAXE
Chemicka olympiada — kategoria EF — 61. roCnik — Sk. rok 2024/2025

Skolské kolo

Matus Tomasik

Maximalne 100 pomocnych bodov = 50 bodov
Doba rieSenia: 375 minut

Ovocie obsahuje predovsetkym monosacharidy glukézu a fruktézu. Pri spracovani
ovocia a vyrobe sorbetov a zmrzlin sa na dosladenie a zlep3enie senzorickych vlastnosti
pridava glukdzovy sirup a sacharéza. Sacharézu je mozné titraéne stanovit' po inverzii, teda
po jej hydrolytickom rozklade na glukézu a fruktézu. V Skolskom kole budeme stanovovat
celkovy obsah cukrov a obsah sachar6zy vo vzorke mrazeného ovocného sorbetu titracnou
metdédou podla Potterata—Eschmanna, s vyuzitim enzymovej hydrolyzy sachar6ézy. Metdéda
podla Potterata—Eschmanna je zaloZzena na komplexometrickom stanoveni oxidu medného,
ktory sa vyredukuje u€inkom redukujucich sacharidov z alkalického roztoku siranu mednatého.
Vyredukovany oxid medny sa rozpusti v kyseline dusicnej a roztok sa neutralizuje vodnym
roztokom amoniaku. Vzniknuty mednaty komplex sa nasledne stanovi chelatometricky

na murexid. Pri stanoveni prebiehaju nasledovné deje:

2 Cu,0 + 10 HNO3 — 4 Cu(NO3), + NO + NO, + 5 H,0

Cu?* + H,Y?~ - CuY?™ + 2 H*

Naplriou uloh skolského kola je:
e upravit vzorku mrazeného ovocného sorbetu na stanovenie,
e stanovit celkovy obsah sacharidov a obsah sacharézy vo vzorke mrazeného
ovocného sorbetu metédou podla Potterata—Eschmanna,
e stanovit’ aktivitu zriedeného enzymového preparatu INVERTOFIX® a enzymovy

preparat aplikovat pri inverzii sachardzy pritomnej vo vzorke,

Pozn.: Pred samotnou realizaciou prace je potrebné si dbkladne precitat’ celé zadanie a vhodne si zvolit
poradie rieSenia jednotlivych dloh (time management). Nie je nutné zacat rieSenim udlohy A.
Na precitanie zadania a rozvrhnutie postupu prace mate k dispozicii 15 minut, ktoré sa nepocitaju

do celkového ¢asu na riesenie uloh.

Pri svojej praci budete potrebovat’ kalibracnu cCiaru, ktoru ste si pripravili po¢as Studijného kola.



K dispozicii su nasledovné chemické latky a roztoky:

tuhy chelaton 3, p.a.,
tuhy oxid zinoénaty, p.a.,
roztok kyseliny chlorovodikovej (1 : 3),

amoniakalny timivy roztok NHsOH/NH4Cl (pH = 10),

— Carrezov roztok | (vodny roztok hexakyanoZeleznatanu draselného),
— Cerrezov roztok Il (vodny roztok siranu zino&natého),

— zasobny roztok sacharozy (c = 2 mol dm),
— acetatovy timivy roztok CHsCOOH/CHsCOONa (pH 4,8; ¢ = 1 mol dm'3),

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

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

— alkalicky roztok siranu mednatého s chelaténom 3,

— koncentrovana kyselina dusi¢na (w = 0,65),
— roztok kyseliny dusi¢nej (c = 1,5 mol dm),
— roztok amoniaku (¢ = 4 mol dm3),

— tuhy indikator eriochrémova ¢erii T,

— tuhy indikator murexid.

Tab. 1 Identifikacia nebezpecnosti pouzitych latok a zmesi podla nariadenia (ES) ¢. 1272/2008 (CLP).

Nazov chemikalie

H vety

P vety

Chelatéon 3 (Na2EDTA - 2H20)
Oxid zinoCnaty

Kyselina chlorovodikova, roztok

Amoniakalny timivy roztok
(NH4OH/NH.CI)

Carrezov roztok |

Carrezov roztok I
Sacharéza, roztok
D-glukoza

D-fruktoza

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

Kyselina dusi¢na (w = 0,65)

Kyselina dusi¢na, roztok

Amoniak, roztok

Fehlingov roztok |
Fehlingov roztok Il
Etanol (w = 0,96)
Dietyléter

Eriochrémova e T
Murexid

H332, H373, H412
H410

H290, H314, H335

H302, H314, H400
H318, H412

P260, P271, P273, P304+P340+P312, P314, P501
P273, P391, P501
P280, P303+P361+P353, P304+P340,
P305+P351+P338, P310

P273, P280, P310
P273, P280, P305+P351+P338, P337+P313

Zmes nespiha kritéria pre klasifikaciu v sulade s nariadenim &. 1272/2008/ES.
Latka nespifia kritéria pre klasifikaciu v sulade s nariadenim &. 1272/2008/ES.

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

Zmes nespihia kritéria pre klasifikaciu v sulade s nariadenim &. 1272/2008/ES.

Zmes nespihia kritéria pre klasifikaciu v sulade s nariadenim &. 1272/2008/ES.

H302, H318

H272, H290, H314, H331

H290, H314, H331
H315, H319

H318, H410

H290, H314

H225, H319
H224, H302, H336

P280, P301+P312, P305+P351+P338
P210, P220, P280, P303+P361+P353,
P304+P340+P310, P305+P351+P338+P310,
P370+P378, P403+P233, EUHO071
P260, P280, P303+P361+P353, P305+P351+P338,
P310, EUHO71
P280, P302+P352, P305+P351+P338, P337+P313

P273, P280, P305+P351+P338, P310, P391
P260, P280, P303+P361+P353, P305+P351+P338,
P310
P210, P233, P305+P351+P338
P210, P280, P303+P361+P353, P304+P340, P312,
P403+P235

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




Uloha A: Priprava roztokov a stanovenie ich presnej koncentracie

Uloha A1: Priprava roztokov

Al.l.

Al.2.

Vypocitajte mnozZstvo chelatonu 3 potrebné na pripravu 200 cm?® odmerného roztoku
s koncentraciou blizkou ¢ = 0,02 mol dm=. Odmerny roztok nasledne pripravte
navazenim a rozpustenim vypocitaného mnozstva chelaténu 3 v deionizovanej vode
a doplnenim odmermej banky po znaéku.

Vypodcitajte hmotnost' oxidu zino¢natého potrebnl na pripravu 50 cm?® $tandardného
roztoku s koncentraciou Zn?" iénov ¢ = 0,02 mol dm=. Roztok pripravte podla
nasledovného postupu: S analytickou presnostou navazte vypocitané mnozstvo ZnO
a pomocou malého mnozstva deionizovanej vody navazok kvantitativhe preneste
do 100 cm?® vysokej kadiCky. K navazku pridavajte po kvapkach za staleho miesania
zriedeny roztok kyseliny chlorovodikovej (1 : 3) do UpIného rozpustenia tuhej latky.
Vzniknuty roztok kvantitativne prevedte do 50 cm?® odmernej banky, dopliite
deionizovanou vodou po znacku a zhomogenizujte. Do odpovedového harka zapiste
stechiometricki rovnicu rozpustania ZnO v kyseline chlorovodikovej a vypoditajte

presnu koncentraciu Standardného roztoku.

Uloha A2: Stanovenie presnej koncentracie odmerného roztoku chelaténu 3

A2.1.

A2.2.

Uloha

Uloha

B1.1.

B1.2.

Do titracnej banky pipetujte 10,0 cm?® $tandardného roztoku Zn?* pripraveného v tlohe
Al.2. Pridavkom 10 cm® amoniakalneho timivého roztoku (NH4OH/NH.4CI) upravte
pH na hodnotu 10. Pridajte malé mnozstvo indikatora eriochromova Cerit T a titrujte
odmernym roztokom chelaténu 3 z fialového do modrého sfarbenia. Vykonajte potrebny
pocet paralelnych stanoveni.

Na zaklade nameranych hodndt vypocditajte presnu koncentraciu odmerného roztoku
chelatonu 3. Do odpovedového harka zapiSte rovnicu deja prebiehajuceho pri

Standardizacii.
B: Priprava vzorky ovocného sorbetu na stanovenie cukrov

B1: Extrakcia sacharidov do kvapalnej fazy

Na pripravu zasobného cukorného roztoku odvazte zo vzorky zmrzliny asi 5 ¢
s presnostou na 2 desatinné miesta do 150 cm?® kadicky. Presni hmotnost’ vzorky
zapiste do odpovedového harka.

Navazok v kadicke rozpustite v 100 cm?® deionizovanej vody o teplote cca 30 °C.
Kadicku prikryte hodinovym sklickom a jej obsah nechajte za obasného premiesania

30 minut digerovat pri laboratdrnej teplote.



Uloha B2: Cirenie roztoku vzorky

B2.1. Po uplynuti predpisaného &asu k roztoku vzorky v kadiCke pridajte po kvapkach
za stadleho mieSania najskor 5 cm® Carrezovho roztoku |andasledne 5 cm?
Carrezovho roztoku II.

B2.2. Zostavte aparaturu na jednoduchu filtraciu za atmosférického tlaku a vzniknutu
zrazeninu prefiltrujte cez hladky filter. Filtrat zachytavajte do odmernej banky objemu
500 cm?d. Zrazeninu na filtri eSte niekolkokrat premyte deionizovanou vodou.
Po ukongeni filtracie obsah banky doplfite po znacku deionizovanou vodou a dékladne

zhomogenizujte.

Uloha C: Uréenie aktivity enzymového pripravku INVERTOFIX®

Uloha C1: Sledovanie priebehu enzymovej reakcie pri réznych zaéiatoénych

koncentraciach substratu

C1.1. Do troch Eppendorfovych skimaviek (2 ml) oznaCenych &islami 1 az 3 pipetujte po
200 pl acetatového timivého roztoku (CHsCOOH/CHsCOONa; pH 4,8; ¢ = 1 mol dm3)
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 mnozstva zasobného roztoku
substratu (roztok sacharézy s pribliznou koncentraciou ¢ = 2 mol dm3), skimavku
uzavrite areakénu zmes dbkladne pretrepte. Po pridavku substratu ihned zacnite

merat reakény ¢as stopkami (trstart)!

Tab. 2 Priprava reakénych zmesi pre stanovenie enzymovej aktivity.

Objem [ul] 1 2 3
Acetatovy timivy roztok

(pH 4,8; ¢ = 1 mol dm™) 200 200 200
Enzymovy preparat (1:9) 10 10 10
Deionizovana voda 170 150 30
Substrat (c = 2 mol dm™) 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 skimavky
do vriaceho vodného kipela (trswp). Vypocitajte presni dizku reakéného &asu tr
odcitanim hodnoty tr st 0d hodnoty trsiop pre kazdu enzymovu reakciu.

C1l.4. Enzymovu reakciu pre kazdu pociatocnu koncentraciu substratu uskutoénite aspon
trikrat. VypocCitané hodnoty reakénych cCasov zapiSte do odpovedoveho harka
a vypocitajte presné pociatocné koncentracie sacharézy v jednotlivych reakénych

zmesiach. Zapiste stechiometricku rovnicu hydrolyzy sacharézy u€inkom invertazy.



C1.5.

Cl.6.
C1.7.

C1.8.

Uloha

C2.1.

C2.2.

C2.3.

Uloha

C3.1.

C3.2.

Uskutoénite kontrolné stanovenie podla nasledovného postupu: Do troch 2 mi
Eppendorfovych skimaviek pipetujte po 200 ul acetatoveho timivého roztoku a objemy
deionizovanej vody a zasobného roztoku substratu predpisané v tabulke Tab. 2.
Zmes Vv kazdej skumavke dbkladne premieSajte a nechajte inkubovat priblizne
30 minut pri laboratérnej teplote.

Po 30 minutach zmesi 5 minat povarte na vriacom vodnom kupeli pri teplote 100 °C.
Inaktivujte 30 pl zriedeného enzymového preparatu povarenim na vriacom vodnom
kupeli po dobu 5 minut pri teplote 100 °C.

K vychladnutym reakénym zmesiam pipetujte po 10 pl zriedeného inaktivovaného

enzymového preparatu.

C2: Stanovenie koncentracie produktov enzymovej reakcie metédou podla

Millera

Z vychladnutych 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 (v pripade blanku sa pipetuje iba 40 ul
deionizovanej vody). 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.

V pripade kontrolnych reakénych zmesi sa absorbancia zmeria rovnakym spdésobom,
aky je opisany v predoslom bode.

Z kalibra¢nej krivky, ktoru ste si pripravili v Studijnom kole, odditajte koncentracie
redukujucich  sacharidov v alikvotnom podiele reakénej zmesi odobratom
na stanovenie. Vypocitajte presnu koncentraciu produktu inverzie v pdvodnom objeme

reakénej zmesi, pricom od vysledku odditajte vysledok kontrolného stanovenia.

C3: Vypocéet Specifickej enzymovej aktivity enzymového preparatu INVERTOFIX®

Pre kazdu enzymovu reakciu vypocitajte mnozstvo zreagovaného substratu
(sachardzy) vzhladom na objem reakénej zmesi, ekvivalentné stanovenej koncentracii
produktu. Vychadzajte zo stechiometrie prebiehajuceho deja.

Pre kazdu enzymovu reakciu vypocitajte Specificki aktivitu enzymového preparatu

podla vztahu

EAy ==X FZ.q9
* o otg Vep

kde EAsje Specificka aktivita enzymového preparatu v mol min* dm,

Csrje koncentracia zreagovaného mnozstva substratu v mol dm,



tr je reakény €as v min,
VRz je objem reakénej zmesi v dm?3,

Ver je objem pridaného enzymového preparatu v dm?,

Nasobenie desiatimi zohladiuje 10-nasobné riedenie pbévodného enzymového

preparatu. Vysledna $pecificka aktivita enzymového preparatu INVERTOFIX® sa uréi ako

aritmeticky priemer vypocitanych hodnét pre jednotlivé stanovenia.

Uloha D: Stanovenie obsahu sacharidov vo vzorke ovocného sorbetu

Uloha D1: Stanovenie mnozstva redukujicich sacharidov pred inverziou metédou

D1.1.

D1.2.

D1.3.

D1.4.

D1.5.

D1.6.

podla Potterata—Eschmanna

Do Erlenmayerovej banky o objeme 100 cm?® pipetujte 10,0 cm? alkalického roztoku
siranu mednatého a 10,0 cm?® vyéireného roztoku vzorky pripraveného v ulohe B2.
K reakénej zmesi pridajte niekolko varnych kamienkov a roztok po€as 2 minut privedte
k varu. Mierny var udrzujte presne 10 minut (Cas merajte stopkami). Aby sa zabranilo
odparovaniu reakénej zmesi, do hrdla banky vloZte maly skleneny lievik.

Po uplynuti predpisaného ¢asu var okamzite preruste pridavkom 25 cm? deionizovanej
vody a reakénu zmes dokonale ochladte pod pridom studenej vody.

Zostavte aparatiru na jednoduchu filtraciu pri atmosférickom tlaku a vzniknuty oxid
medny prefiltrujte cez hladky filter. Zrazeninu na filtri niekolkokrat premyte studenou
deionizovanou vodou.

Zachyteny Cu,O kvantitativne preneste spolu s filtraénym papierom do titracnej
banky arozpustite ho 4 — 5 kvapkami koncentrovanej kyseliny dusi¢nej (Pozn.:
S koncentrovanou Kkyselinou dusi¢nou pracujte opatrne pod dohladom dozoru
v digestoériu, s nalezitymi ochrannymi poméckami!). Potom odmernym valcom pridajte
este 5 cm®roztoku kyseliny dusi¢nej s koncentraciou ¢ = 1,5 mol dm a zmes v banke
kratko povarte, pricom dbajte na to, aby sa vSetok oxid medny kvantitativne previedol
do roztoku.

Po vychladnuti k roztoku v banke pridavajte po kvapkach roztok amoniaku
(c = 4 mol dm®) az do vzniku slabo modrého zakalu. Potom ku zmesi pridajte este
5 cm? roztoku amoniaku, ¢im sa tmavomodry roztok vyjasni.

Obsah titracnej banky zriedte deionizovanou vodou priblizne na objem 100 cm?,
pridajte indikator murexid a titrujte odmernym roztokom chelaténu 3 zo zeleného
do modrofialového sfarbenia. Vykonajte potrebny pocet paralelnych stanoveni

a namerané hodnoty zapiste do odpovedoveého harka.



D1.7. Aby ste eliminovali vplyv necistét pouzitych roztokov na presnost stanovenia,
vykonajte slepy pokus. Pri prevedeni slepého pokusu postupujte rovnako podfa
postupu opisaného v bodoch Chyba! Nenasiel sa ziaden zdroj odkazov.. az D1.6., p
ricom roztok vzorky nahradte
10,0 cm?® deionizovanej vody. Namerany daj zapi$te do odpovedového harka.

D1.8. Z experimentalne ziskanych hodnét vypocitajte pre kazdé stanovenie ekvivalentny
objem odmerného roztoku chelaténu 3 o presnej koncentracii, zodpovedajuci obsahu
redukujucich sacharidov, podla vztahu

Vo = (Vsr — Vsp) " Cor
ekv —
0,02

kde Vsrje objem odmerného roztoku spotrebovany na vlastné stanovenie vzorky,
Vsp je objem odmerného roztoku spotrebovany na slepy pokus,
Cor j€ presna koncentracia odmerného roztoku.

D1.9. Na zaklade vypocitaného ekvivalentného objemu odmerného roztoku odcitajte
Z empirickej tabulky pre kazdé stanovenie hmotnost redukujucich sacharidov mgs
(glukdzy a fruktdzy) v alikvotnom podiele vzorky pouzitom na stanovenie. Vypoc itajte
priemernd hmotnost’ redukujucich sacharidov na 100 g ovocného sorbetu vzhfadom

k presnej hodnote navazku vzorky pouzitého pri priprave extraktu.

Tab.3 Empiricka tabulka pre stanovenie redukujucich cukrov metédou podla Potterata—Eschmanna.

Vekv MRs Vekv MRs Vekv MRrs
[em?] [mg] [em?] [mg] [cm?] [mg]
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
12,4 9,67 15,8 12,34 19,2 15,06
12,6 9,83 16,0 12,50 19,4 15,22
12,8 9,98 16,2 12,66 19,6 15,38
13,0 10,14 16,4 12,82 19,8 15,54
13,2 10,30 16,6 12,98 20,0 15,70




Uloha D2: Stanovenie mnozstva redukujicich sacharidov po inverzii metédou

D2.1.

D2.2.

D2.3.

D2.4.

D2.5.

podla Potterata—Eschmanna s vyuzitim enzymovej inverzie sacharézy

Na zaklade stanovenej aktivity enzymového preparatu INVERTOFIX® vypocitajte
objem 10-nasobne zriedeného enzymového pripravku potrebny na inverziu mnozstva
sacharozy obsiahnutého v 50 cm?® vycireného roztoku vzorky. Predpokladajte,
Ze sacharoza tvori cca 50 % celkového obsahu cukrov udaného vyrobcom. Reakény
Cas uvazujte 30 minut.

Na inverziu sachardozy obsiahnutej vo vzorke pipetujte do 100 cm® odmernej banky
50,0 cm?® vyc&ireného roztoku vzorky. Pridavkom 15,0 cm?® acetatového timivého roztoku
(CH3COOH/CH3COONa; pH 4,8; ¢ = 1 mol dm?®) upravte pH na 4,8. Pridajte
dvojnasobok vypoéitaného mnozstva enzymového pripravku INVERTOFIX®
zriedeného deionizovanou vodou vpomere 1 : 9, reakéni zmes dbkladne
zhomogenizujte a nechajte inkubovat cca 30 minut pri laboratorne;j teplote.

Po priblizne 30 minutach dopliite objem reakénej zmesi po znacku deionizovanou
vodou a zhomogenizujte. Na stanovenie redukujucich sacharidov po inverzii pipetujte
do 100 cm?® Erlenmayerovej banky 10,0 cm? alkalického roztoku siranu mednatého
a 10,0 cm?® roztoku vzorky po inverzii. Stanovenie vykonajte podla postupu uvedeného
v Ulohe D1. Vykonajte potrebny pocet paralelnych stanoveni.

Z experimentalne ziskanych hodnét uréte 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 na 100 g ovocného
sorbetu vzhfadom k presnej hodnote navazku vzorky pouzitého pri priprave extraktu.
Vypoditajte celkovy obsah cukrov v gramoch na 100 g ovocného sorbetu. Vysledok

udajte s presnostou na 2 desatinné miesta.



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

Skolské kolo

Skola:

Meno sutaziaceho:

Pocet pridelenych bodov: Podpis hodnotitela:

Uloha A

Vypocet hmotnosti chelaténu 3 (M(Na2EDTA-2 H,0O) = 372,25):

Al.l.
Zapis stechiometrickej rovnice prebiehajuceho deja:
Vypocet hmotnosti oxidu zino¢natého (M(ZnO) = 81,38):
Al.2.
Navazena hmotnost ZnO m(ZnO) =
Vypocet presnej koncentracie Standardného roztoku Zn?*:
Spotreba odmerného roztoku chelaténu 3:
A2.1.

Akceptovana hodnota Vor(Na:EDTA-2 H,0) =

Zapis stechiometrickej rovnice deja prebiehajuceho pri Standardizacii:

Vypocet presnej koncentracie odmerného roztoku chelaténu 3:

A2.2.




Uloha B

B1.1. | Navazena hmotnost vzorky sorbetu m(vzorka) =
Uloha C
Zapis stechiometrickej rovnice inverzie sacharozy:
Vzorovy vypocet reakéného €asu tr pre flubovolnu enzymovu reakciu:
Vzorovy vypocet pociato¢nej koncentracie substratu v objeme reakénej zmesi:
Celkovy objem reakénej zmesi VRrz =
Cl.4.
1 2 3
V(pufor) / ul 200 200 200
V(substrat) / ul 580 600 720
V(dH20) / ul 170 150 30
V(enzym) / ul 10 10 10
Cso/ mol dm3
1. 1. 1.
tRyétart/ mln 2 2 2
3. 3. 3.
1. 1. 1.
tR,stop/ mln 2 2 2
3. 3. 3.
1. 1. 1.
tr/ Min 2. 2. 2.
3. 3. 3.
c21. C%)él_dﬁ{léu kontrola 1 Cfgélzdn'{:é" kontrola 2 C?r(igl_drﬁ'?:" kontrola 3
a
c22. Asgonm [ —




Vzorovy vypocet koncentracie produktu (invertu) v pédvodnom objeme reakénej zmesi pre
lubovolnud enzymovu reakciu (M.(glukdza/fruktéza) = 180,16):

C2.3.
Cs0,1= .uenne Cs0,2= ....ut Cs0,3= ..eeee
mol dm-=3 kontrola 1 mol dm-=3 kontrola 2 mol dm-3 kontrola 3
1. 1. 1.
Crs/ gdm? 2. 2. 2.
3. 3. 3.
1. 1. 1.
Cpirz/ mol dm3 | 2. 2. 2.
3. 3. 3.
Vzorovy vypocCet koncentracie zreagovaného mnozstva sacharézy pre [lubovolnu
enzymovu reakciu:
c31 Vzorovy vypocet Specifickej enzymovej aktivity pre fubovolni enzymovu reakciu:
a
C3.2.

CSO1= ..o mol dm= | csp2= ...... mol dm= | cso3z= ...... mol dm
1. 1. 1.

cs,/ mol dm 2. 2. 2.
3. 3. 3.




1. 1. 1.
EAs/ mol mintdm3 | 2. 2.
3. 3.
Priemerna Specificka enzymova aktivita EAs(avg) =
Uloha D
Spotreba odmerného roztoku chelaténu 3:
D1.6.
D1.7. | Spotreba OR na slepy pokus: Vsp=
Vzorovy vypocet ekvivalentného objemu Ve pre fubovolné stanovenie:
D1.8.
Ekvivalentny objem odmerného roztoku chelaténu 3:
Od¢itana hmotnost redukujucich sacharidov v alikvotnom podiele vzorky:
Vypocet priemernej hmotnosti redukujucich sacharidov pred inverziou v 100 g vzorky
ovocného sorbetu:
D1.9.
Priemerna hmotnost RS v 100 g vzorky: mgs(avg) =
Vypocet potrebného objemu 10-nasobne zriedeného enzymového preparatu:
D2.1.

Objem enzymu pouzity na inverziu: Ve=




D2.3.

Spotreba odmerného roztoku chelaténu 3:

D2.4.

Ekvivalentny objem odmerného roztoku chelatonu 3:

Odcitana hmotnost redukujucich sacharidov v alikvotnom podiele vzorky:

Vypocet priemernej hmotnosti redukujucich sacharidov po inverzii v 100 g vzorky
ovocného sorbetu:

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

Vypocet obsahu sacharézy v 100 g vzorky ovocného sorbetu (M.(glukdza/fruktéza) =
180,16; M((sachar6za) = 342,3):

Hmotnost sacharézy v 100 g vzorky: Msacharéza =

D2.5.

Vypocet celkového obsahu cukrov na 100 g ovocného sorbetu:

Obsah cukrov v 100 g ovocného sorbetu: | Meukry =




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

Skolské kolo

Matus Tomasik

Maximalne 20 pomocnych bodov = 10 bodov

Doba rieSenia: 60 minut

Uloha 1: Stanovenie obsahu cukrov v jablénej $tave metédou podra Bertranda

10,0 cm?® vzorky jabl¢nej Stavy sa vycirilo pridavkom 5 cm?® Carrezovho roztoku
| anasledne 5 cm® Carrezovho roztoku Il. Zmes sa prefiltrovala cez hladky filter
za atmosférického tlaku, priom filtrat sa zachytaval do odmernej banky o objeme 500 cm?,
Po ukonc¢eni filtracie sa objem roztoku doplnil po zna¢ku deionizovanou vodou. Z vyc&ireného
filtratu sa na stanovenie ku zahriatej zmesi Fehlingovych ¢inidiel pipetovalo do 250 cm?
Erlenmayerovej banky 20,0 cm?®. Zmes sa zahriala do varu a mierny var sa udrziaval presne
2 minuty. Po preruSeni varu a ochladeni reakénej zmesi sa vyluceny oxid medny zachytil
na filtri pri atmosférickom tlaku. Dokonale premyta zrazenina sa v titraénej banke kvantitativne
rozpustila v 50 cm® nasyteného roztoku siranu Zelezitého v koncentrovanej kyseline sirove;.
Vzniknuta zeleznata sol sa nasledne ihned titrovala odmernym roztokom manganistanu
draselného o pribliznej koncentracii ¢ = 0,02 mol dm-3,

1.1. Vypocitajte presnu koncentraciu odmerného roztoku manganistanu draselného, ktory
bol $tandardizovany na kyselinu $tavelovi. 100 cm?® Standardného roztoku kyseliny
Stavelovej sa pripravilo rozpustenim presne 0,2572 g zakladnej latky v deionizovanej
vode a doplnenim objemu po znacku. Na Standardizaciu sa pipetovalo 25,0 cm?
$tandardného roztoku. Roztok sa na zahrial na teplotu 80 — 90 °C, okyslil sa 10 cm?
kyseliny sirovej (¢ = 2 mol dm) a ihned sa titroval odmernym roztok KMnO, do slabo
ruzového sfarbenia. Priemerna spotreba odmerného roztoku bola 9,4 cm?®. Zapiste
stechiometricku rovnicu Standardizacie.

1.2. Zapiste stechiometricki rovnicu oxidacno-redukénej reakcie vylu¢eného oxidu
medného so siranom Zelezitym a kyselinou sirovou za vzniku mednatej
a zeleznatej soli.

1.3. Zapiste stechiometricki rovnicu manganometrického stanovenia Zeleznatej soli
vzniknutej reakciou Cu,O so siranom Zelezitym a kyselinou sirovou, a vypocitajte
mnozstvo medi ekvivalentné mnozstvu Cu,O vyredukovaného uc€inkom pritomnych
redukujucich  sacharidov v miligramoch, ak spotreba odmerného roztoku
manganistanu draselného na slepy pokus bola Vsp = 0,1 cm? a priemerna spotreba

odmerného roztoku na vlastné stanovenie bola Vst = 11,4 cmé®.



1.4. Urcte obsah redukujucich sacharidov v alikvotnom podiele roztoku vzorky pouzitom
na stanovenie v miligramoch, od¢&itanim hodnoty prislichajucej vypoc&itanému
mnoZstvu vyredukovanej medi v priloZzenej empirickej tabulke. Ak je to potrebné,

na odcitanie presnej hodnoty pouZzite metddu linearnej interpolacie.

Tab.4 Empiricka tabulka pre stanovenie redukujucich cukrov metédou podla Bertranda.

Mcuy MRs Mcu MRs
[mg] [mg] [mg] [mg]
71,0 36,8 79,9 41,6
71,9 37,3 80,8 42,0
72,8 37,8 81,7 42,5
73,7 38,2 82,6 43,0
74,6 38,7 83,5 435
75,5 39,2 84,4 43,9
76,4 39,7 85,2 44,4
77,3 40,2 86,1 44,8
78,1 40,6 87,0 45,3
79,0 41,1 87,9 45,8

1.5. Vypocitajte celkovy obsah cukrov v gramoch na 100 ml jabl¢nej Stavy. Vysledok
udajte s presnostou na 2 desatinné miesta.
1.6. Pritomnost ktorych monosacharidov by ste s najvaéSou pravdepodobnostou

oCakavali v jablénej Stave?

M:((COOH),-2H,0) = 126,07; M{(Cu) = 63,546

Uloha 2: Stanovenie obsahu laktézy v kravskom mlieku metédou podla Scheiba

Zo vzorky plnotuéného kravského mlieka sa na stanovenie pipetovalo 75,0 cm?®
do 100 cm® odmernej banky. Mlieko sa vydirilo pridavkom 7,5 cm® 20%ného roztoku
kyseliny sirovej a 7,5 cm?® Briickovho ¢inidla (roztok Hgl. a Kl). Po premieSani sa objem
roztoku doplnil po znacku deionizovanou vodou. Objem vzniknutej zrazeniny bol priblizne
6 cm3. Zrazenina sa od vy¢ireného roztoku oddelila filtraciou za atmosférického tlaku a &iry
filtrat sa polarizoval v trubici dlhej 400 mm pri 20 °C a vinovej dizke Zltych &iar sodikového

spektra D = 589,3 nm. Pri tychto podmienkach mal roztok ota¢avost +8,12 °.

2.1. Vypocitajte obsah laktozy v gramoch na 100 cm? plnotuéného mlieka, ak $pecificka
otacavost laktozy je [a]%’ = + 55,30 °. Vysledok korigujte na objem zrazeniny.

2.2. Na stanovenie laktézy v odstredenom kravskom mlieku bol pouzity sacharimeter
s Ventzkeho sacharimetrickou stupnicou. Pri uprave vzorky sa postupovalo rovnako,
ako v pripade pInotu¢ného mlieka. Objem zrazeniny bol 3 cm3. Namerana otacavost
vycCireného filtratu v trubici dlhej 400 mm pri 20 °C a D = 589,3 nm bola +23,69 °V.



Vypocitajte obsah laktozy na 100 cm?® odstredeného mlieka, ak 1 °V zodpoveda
0,16428 g laktézy na 100 ml mlieka. Vysledok korigujte na objem zrazeniny.

2.3. Vysvetlite, aky vyznam ma Cirenie mlieka pri polarimetrickom stanoveni laktozy.

2.4. Mozno Scheibeho metédu stanovenia laktézy oznaclit ako stanovenie metdédou

priamej polarizacie? Svoje tvrdenie zdévodnite.

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

modelu

Metédou pociatoénych rychlosti boli namerané kinetické parametre Michaelis—
Mentenovej modelu pre systém invertaza—sachar6za. Na enzymovu reakciu sa do 1,5 ml
Eppendorfovych skiumaviek pipetovalo po 80 pl zasobného roztoku enzymu s koncentraciou
c = 4 mg cm?3 Reakcia sa spustila pridavkom 750 pl zasobného roztoku sachardzy
v acetatovom timivom roztoku o danej koncentracii. Po priblizne 30 minutach sa enzymova
reakcia zastavila pridavkom 100 pl roztoku hydroxidu sodného (¢ = 2 mol dm?).
Z experimentalnych udajov sa vyhodnotila linearizovana zavislost rychlosti enzymovej reakcie
na pociato¢nej koncentracii substratu (sacharézy) podla Lineweavera—Burka v tvare

l = 55,157 i + 1,1239
Tp Cso
kde rp predstavuije rychlost' enzymovej reakcie v mmol dm= min a cso podiatoéni koncentraciu

sacharozy v reakénej zmesi v mmol dm=.

12

[+

1/rs[mmol dm?® min]

0,00 0,04 0,08 0,12 0,16 0,20

1/cgg[mmolt dm?]

Obr. 1 Linearizovana zavislost rp na cso podla Lineweavera—Burka.

3.1. Z predpisu linearizovanej zavislosti rychlosti enzymovej reakcie na pociato¢nej
koncentracii substratu vypocitajte kinetické parametre Michaelis—Mentenovej
modelu, ak smernica linearizovanej zavislosti predstavuje podiel Ky /Vpmax @ Usek

prevratend hodnotu maximalnej rychlosti enzymovej reakcie 1/ vy, 4x-



3.2. Na zaklade vypocitanej hodnoty maximalnej rychlosti enzymovej reakcie Vmax
vypocitajte Specificku aktivitu vztiahnutd na 1 liter enzymového preparatu invertazy
s koncentraciou 4 g dm vzhladom na celkovy objem reakénej zmesi.

3.3. Vypocitajte, kolko gramov Cistej invertazy je potrebnych na pripravu 100 litrov

glukézového sirupu s koncentraciou ¢ = 600 g dm3, ak reakény Cas je 8 hodin.

Mi(glukéza) = 180,16



ODPOVEDOVY HAROK K DOPLNKOVYM ULOHAM Z PRAXE
Chemicka olympiada — kategoria EF — 61. roCnik — Sk. rok 2024/2025

Skolské kolo

Skola:

Meno sutaziaceho:

Pocet pridelenych bodov: Podpis hodnotitela:

Uloha 1

Zapis stechiometrickej rovnice deja prebiehajuceho pri Standardizacii:

Vypocet presnej koncentracie odmerného roztoku manganistanu draselného:

1.1

) Zapis stechiometrickej rovnice prebiehajuceho deja:
1.2.

Zapis stechiometrickej rovnice deja prebiehajuceho pri stanoveni:

Vypocet ekvivalentného mnozZstva medi:

1.3.




Vypocet hmotnosti redukujucich sacharidov:

1.4.

Odcitana hmotnost’ RS: MRs =

Vypocet celkového obsahu cukrov v 100 ml jabl&nej Stavy:
1.5.

Obsah cukrov v 100 ml Stavy: Meukry =

Monosacharidy pritomné v jabl¢nej Stave:
1.6.

Uloha 2

Vypocet obsahu laktézy v 100 ml pInotuéného kravského mlieka:
2.1.

Vypocet obsahu laktézy v 100 ml odstredeného kravského mlieka:
2.2.

2.3.

Vyznam Cirenia vzorky:




Zdoévodnenie:

2.4,
Uloha 3

Vypocet parametrov Michaelis—Mentenovej kinetického modelu:
3.1

Vypocitana hodnota Vmax: Vmax =

Vypocditana hodnota Ku: Km =

Vypocet Specifickej enzymovej aktivity:
3.2

3.3.

Vypodcet hmotnosti suchého enzymu:
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