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Maximalne 100 pomocnych bodov = 50 bodov
Doba rieSenia: 300 minut + 15 minut na precitanie zadania

Sirupy su z potravinarskeho hladiska koncentrované cukorné roztoky, ktoré mozu
obsahovat aromatické latky, farbiva a stabilizatory. Priprava sirupu zahffia extrakciu
aromatickych a d'alSich prirodnych latok z ovocia alebo ovocnych kvetov do koncentrovaného
cukorného roztoku. Pri vareni ochutenych sirupov sa ako stabilizator pridava kyselina
citronova. Kyselina citronova spolu so zvysSenou teplotou pri vareni sirupu zapricifiuje
Ciastocné hydrolytické Stiepenie sacharozy, ¢o ma za nasledok niz8i obsah sacharézy vo
vyslednom produkte, aky sa na vyrobu sirupu pouzil. Cielom celostatneho kola bude stanovit
celkovy obsah cukrov a podiel zinvertovanej sachardzy vo vzorke domaceho bazového sirupu
titranou metdédou podfa Bertranda a refraktometrickym stanovenim. Bertandova metéda je
zalozena na manganometrickom stanoveni vyredukovaného oxidu medného zo zmesi

Fehlingovych roztokov. Rovnicu redukcie mednatych ibnov mozno zapisat v tvare:
R — COH + 2 CuSO, + 5 NaOH — Cu,0 + R — COONa + 2 Na,S0, + 3 H,0

Vylu€eny oxid medny sa nasledne rozpusti v nadbytku siranu zelezitého a latkové

mnozstvo vzniknutej Zeleznatej soli sa stanovi manganometricky.
Cu,0 + Fe,(S0,)3 + H,S0, = 2 CuSO, + 2 FeSO, + H,0

10 FeSO, + 2 KMnO,, + 8 H,S0, — 5 Fe,(S0,)s + 2 MnSO, + K,S0, + 8 H,0

Naplriou uloh celostatneho kola je:
e stanovit celkovy obsah cukrov vo vzorke bazového sirupu metédou podfa Bertanda,
e stanovit podiel sacharézy zhydrolyzovanej po€as varenia sirupu,
e vypoditat aktivitu zriedeného enzymového preparatu INVERTOFIX® na zéklade
nameranych dat a enzymovy preparat aplikovat’ pri inverzii sacharozy pritomnej
vo vzorke,

e refraktometricky stanovit obsah sachardzy vo vzorke bazového sirupu.

Pozn.: Pred samotnou realizaciou prace je potrebné si dékladne precitat celé zadanie a vhodne si zvolit
poradie riesenia jednotlivych uloh (time management). Nie je nutné zaclat' rieSenim ulohy A.
Na precéitanie zadania a rozvrhnutie postupu prace mate k dispozicii 15 minut, ktoré sa nepocitaju

do celkového ¢asu na riesenie uloh.



K dispozicii su nasledovné chemické latky a roztoky:

tuhy dihydrat kyseliny Staveflovej, p.a.,

tuhy manganistan draselny, p.a.,

roztok kyseliny sirovej (c = 2 mol dm3),

Carrezov roztok | (vodny roztok hexakyanidozeleznatanu draselného),
Cerrezov roztok Il (vodny roztok siranu zino¢natého),

nasyteny roztok siranu zelezitého,

Fehlingov roztok | (vodny roztok pentahydratu siranu mednatého),
Fehlingov roztok Il (vodny roztok vinanu draselno-sodného a hydroxidu sodného),
acetatovy timivy roztok CH;COOH/CH3COONa (pH 4,8; ¢ = 1 mol dm™),
zriedeny enzymovy preparat INVERTOFIX® (1 : 9),

D-fruktoza, p.a.,

D-glukoza, p.a.,

vzorka bazového sirupu,

zasobny roztok vzorky sirupu po inverzii.

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

Nazov chemikalie

H vety

P vety

Kyselina Stavelova, dihydrat

Manganistan draselny

Kyselina sirova, roztok
Carrezov roztok |
Carrezov roztok Il

Siran zelezity
Fehlingov roztok |

Fehlingov roztok Il

Acetatovy timivy roztok
(CH3COOH/CH3COONa)
Enzymovy preparat
INVERTOFIX®

D-glukéza

D-fruktéza

H302+H312, H318
H272, H302, H314,
H361d, H373, H410

H290, H314

H318, H412

Zmes nespifia kritér
H302, H315, H318

H318, H410

H290, H314

Zmes nespiha kritér

Zmes nespina kritér

P270, P280, P305+P351+P338, P310
P220, P273, P280

P280, P301+P330+P331, P303+P361+P353,
P305+P351+P338, P308+P311
P273, P280, P305+P351+P338, P337+P313
ia pre klasifikaciu v sulade s nariadenim ¢.
1272/2008/ES.
P290, P305+P351+P338
P273, P280, P305+P351+P338, P310, P391
P260, P280, P303+P361+P353,
P305+P351+P338, P310
ia pre klasifikaciu v sulade s nariadenim &.
1272/2008/ES.
ia pre klasifikaciu v sulade s nariadenim &.
1272/2008/ES.

Latka nespinia kritéria pre klasifikaciu v stlade s nariadenim &.

1272/2008/ES.

Latka nespinia kritéria pre klasifikaciu v stlade s nariadenim &.

1272/2008/ES.




Uloha
Uloha
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Al.2.

Uloha

A2.1.

A2.2.

Uloha

B1.

B2.

B3.

Uloha

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

Vypoditajte hmotnost manganistanu draselného potrebnd na pripravu 200 cm?®
odmerného roztoku o pribliznej koncentracii ¢ = 0,02 mol dm=. Odmerny roztok
nasledne pripravte navazenim arozpustenim vypocitaného mnozstva KMnO4
v deionizovanej vode a doplnenim odmernej banky po znacku. Roztok doékladne
zhomogenizuijte.

Vypoditajte mnozstvo dihydratu kyseliny $tavelovej potrebné na pripravu 100 cm?®
Standardného roztoku o koncentracii blizkej ¢ = 0,03 mol dm3. Roztok pripravte

a vypocitajte jeho presnu koncentraciu.

A2: Stanovenie presnej koncentracie odmerného roztoku manganistanu

draselného

Do titraénej banky pipetujte 25,0 cm? Standardného roztoku kyseliny stavelovej, ktory
ste pripravili v Ulohe Al.2. Roztok v banke zahrejte na 80 — 90 °C, okyslite 10 cm?
roztoku kyseliny sirovej (c = 2 mol dm?®) a za horuca titrujte odmernym roztokom
manganistanu draselného do slabo ruzového sfarbenia stadleho aspori 30 sekund.
Vykonaijte potrebny pocet paralelnych stanoveni.

Na zaklade nameranych hodnét vypocitajte presnd koncentraciu odmerného roztoku
manganistanu draselného. Do odpovedového harka zapiste stechiometricku rovnicu

deja prebiehajuceho pri Standardizacii.

B: Uprava vzorky bazového sirupu na stanovenie cukrov

Zo vzorky bazového sirupu v liekovke odpipetujte 2,0 cm® do 150 cm?®kadicky. Vzorku
v kadicke zriedte asi 10 cm? deionizovanej vody.

K roztoku v kadiCke pridajte po kvapkach za stdleho mieSania najskor 5 cm?®
Carrezovho roztoku | a nasledne 5 cm? Carrezovho roztoku .

Zostavte aparaturu na jednoduchd filtraciu a vzniknutd zrazeninu prefiltrujte cez hladky
filter. Filtrat zachytavajte do 250 cm® odmernej banky. Zrazeninu na filtri eSte
niekolkokrat premyte deionizovanou vodou. Po ukonc&eni filtracie obsah banky doplite

po znacku deionizovanou vodou a dékladne zhomogenizujte.

C: Vypocet aktivity enzymového pripravku INVERTOFIX®

Stanovenie enzymovej aktivity prebehlo podla nasledovného postupu: Na enzymovu

reakciu sa do 2 ml Eppendorfovych skiumaviek pipetovalo po 200 ul acetatového timivého

roztoku (CHsCOOH/CH;COONa; pH 4,8; ¢ = 1 mol dm) a po 10 ul enzymového preparatu

INVERTOFIX® zriedeného deionizovanou vodou v pomere 1:9. Dalej sa pridal predpisany



objem deionizovanej vody a reakcia sa spustila pridavkom predpisaného objemu zasobného
roztoku sachardzy (¢ = 2 mol dm3). Po priblizne 30 mindtach sa reakcia prerusila povarenim
reakénych zmesi po dobu 5 minut pri teplote 100 °C. Subezne sa ku kazdej enzymovej reakcii
uskutoCnenej pri urcitej pocliatoénej koncentracii substratu vykonalo kontrolné stanovenie.
Na kontrolné stanovenie sa pipetovalo po 200 ul acetatového timivého roztoku a prislusné
objemy deionizovanej vody a zasobného roztoku substratu. Po 30 minatach sa zmes povarila
5 minut pri teplote 100 °C a po vychladnuti sa pridalo po 10 pl inaktivovaného zriedeného
enzymového preparatu. Na stanovenie koncentracie produktu sa do 2 ml Eppendorfovej
skumavky pipetovali 2 pl prislusnej reakénej zmesi, pridalo sa 38 pl deionizovanej vody
a 160 pl reagencie s kyselinou 3,5-dinitrosalicylovou. Roztoky sa nechali 5 minut inkubovat
pri teplote 100 °C. Po ochladeni sa objem zmesi doplnil na 1,8 ml deionizovanou vodou
a zmerala sa absorbancia pri 540 nm oproti zmesi deionizovanej vody a DNS (blanku).

Vsetky experimentalne ziskané udaje su uvedené v Tab. 2.

Tab. 2 Experimentalne Udaje pre uréenie enzymovej aktivity preparatu INVERTOFIX®.

1 2 3
Acetatovy timivy roztok (pH 4,8; ¢ = 1 mol dm-3) / pl 200 200 200
Enzymovy preparat (1:9) / ul 10 10 10
Deionizovana voda / pl 170 150 30
Substrat (c = 2 mol dm2) / pl 580 600 720
Cas zadiatku merania (trstar) / min 0,0315 0,5343 1,2312
Cas ukoné&enia merania (tr siop) / Min 30,0897 30,5458 31,2413
Objem reak&nej zmesi na stanovenie produktov / pl 2 2 2
Absorbancia (540 nm) 0,213 0,220 0,245
Absorbancia (540 nm) — kontrolné stanovenie 0,011 0,012 0,011

Cl. Vypocitajte pocCiatoCné koncentracie substratu (sachardzy) v jednotlivych reakénych
zmesiach a vypocitajte reakéné Casy jednotlivych enzymovych reakcii.

C2. Pre jednotlivé reakéné systémy vypocditajte vyslednu koncentraciu produktu v mol dm
odCitanim  koncentracie redukujucich sacharidov pri  kontrolnom stanoveni
od stanovenej koncentracie redukujucich sacharidov v reakénej zmesi, ak kalibracna
zavislost pre spektrofotometrické stanovenie redukujucich sacharidov metédou podla
Millera ma tvar

Asqo = 7,5818 - crg — 0,0287

kde As, je absorbancia pri 540 nm oproti zmesi deionizovanej vody a DNS (blanku),

crs j€ koncentracia redukujucich sacharidov v g dm=.
C3. Pre jednotlivé reakCné systémy vypocitajte zreagované mnozstvo sacharozy,
vztiahnuté na objem reak&nej zmesi. Vypocitajte Specificki aktivitu pévodného

enzymového preparatu podla vztahu



C4.

Uloha

Uloha
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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?.

Urcte priemernt enzymovu aktivitu pédvodného enzymového preparatu, ako aritmeticky

priemer hodnét vypocitanych v ulohe C3.

D: Stanovenie obsahu sacharézy vo vzorke bazového sirupu

D1: Stanovenie mnozstva redukujucich sacharidov pred inverziou metédou

podla Bertranda

Do Erlenmayerovej banky o objeme 250 cm?® pipetujte po 20,0 cm® Fehlingovho
roztoku | a Fehlingovho roztoku Il a zmes mierne zahrejte na varici.

Ku zahriatej zmesi Fehlingovych roztokov pipetujte 20,0 cm?® vycireného roztoku vzorky
pripraveného v ulohe B. Reakénu zmes nasledne uvedte do varu. Mierny var udrzujte
presne 2 min (Cas merajte stopkami).

Po uplynuti predpisaného Casu var preruste pridavkom 50 cm?® deionizovanej vody
a reakénu zmes ochladte vo vodnom kupeli na laboratérnu teplotu.

Zostavte aparaturu na jednoduchu filtraciu pri atmosférickom tlaku a vzniknuty oxid
medny dekantujte cez hladky filter. Zrazeninu na filtri niekofkokrat premyte horucou
deionizovanou vodou. Pozn.: Majte na zreteli, aby zachytavany oxid medny nebol
vystaveny oxidacnému poésobeniu vzdusného kyslika (zrazeninu stale udrZujte pod
vrstvou deionizovanej vody).

Zrazeninu Cu,0 kvantitativne preneste spolu s filtranym papierom do titracnej banky
a rozpustite ju v pridavku 40 cm? kyslého nasyteného roztoku siranu Zelezitého.

Po rozpusteni zrazeniny obsah titracnej banky ihned titrujte odmernym roztokom
manganistanu draselného do slabo ruzového sfarbenia staleho aspori 10 sekund.
Vykonajte potrebny pocet paralelnych stanoveni a namerané hodnoty zapiste
do odpovedového harka.

Aby ste eliminovali vplyv necistdt pouzitych roztokov na presnost stanovenia,
vykonajte slepy pokus. Pri prevedeni slepého pokusu postupujte rovnako podla
postupu opisaného v bodoch D1.1. az D1.6., pricom roztok vzorky nahradte

20,0 cm?® deionizovanej vody. Namerany Udaj zapiste do odpovedového harka.



D1.8.

D1.9.

Na zaklade nameranych hodnét pre kazdé stanovenie vypocCitajte hmotnost
vyredukovanej medi v mg ekvivalentnd ku hmotnosti vylu¢eného oxidu medného.
Jednotlivé spotreby odmerného roztoku korigujte na vysledok slepého pokusu.

K vypocitanym mnozstvam vyredukovanej medi odcitajte pre jednotlivé stanovenia
z empirickej tabulky zodpovedajucu hmotnost' invertného cukru v alikvotnom podiele
vzorky pouzitom na stanovenie. Vypo itajte priemernd hmotnost redukujucich
sacharidov v pévodnej vzorke v mg, ako aj hmotnostnu koncentraciu glukézy a fruktozy
(invertného cukru) v povodnej vzorke bazového sirupu. Vysledok udajte v mg cm.

Urcte, akému mnozstvu sacharézy v mg toto mnozstvo invertného cukru zodpoveda.

Tab.3 Empiricka tabulka pre stanovenie redukujucich cukrov metédou podfa Bertranda.

Mcy Minvert Mcy Minvert Mcu Minvert Mcy Minvert
[mg] [mg] [mg] [mg] [mg] [mg] [mg] [mg]
59,5 30,9 72,8 37,8 86,1 44.8 99,4 51,8
60,4 31,4 73,7 38,2 87,0 45,3 100,3 52,3
61,3 31,8 74,6 38,7 87,9 45,8 101,2 52,8
62,2 32,3 75,5 39,2 88,8 46,2 102,1 53,2
63,0 32,7 76,4 39,7 89,7 46,7 103,0 53,7
63,9 33,1 77,3 40,2 90,6 47,2 103,9 54,2
64,8 33,6 78,1 40,6 91,5 47,6 104,8 54,7
65,7 34,1 79,0 41,1 92,3 48,0 105,7 55,2
66,6 34,5 79,9 41,6 93,2 48,5 106,6 55,7
67,5 35,0 80,8 42,0 94,1 49,0 107,4 56,1
68,4 35,5 81,7 42,5 95,0 49,5 108,3 56,5
69,3 35,9 82,6 43,0 95,9 49,9 109,2 57,0
70,2 36,4 83,5 43,5 96,8 50,4 110,1 57,5
71,0 36,8 84,4 43,9 97,7 50,9 111,0 58,0
71,9 37,3 85,2 44,4 98,6 51,4 111,9 58,5

Uloha D2: Stanovenie mnozstva redukujicich sacharidov po inverzii metédou podra

D2.1.

D2.2.

Bertranda s vyuzitim enzymovej inverzie sacharézy

Na zaklade vypocitanej aktivity enzymového preparatu INVERTOFIX® vypocitajte
objem 10-nasobne zriedeného enzymového pripravku potrebny na inverziu mnozstva
sachardzy obsiahnutého v 50 cm? vycireného roztoku vzorky, ak reakény ¢as ma byt
30 minut. Pri vypocte vychadzajte z udaju, Ze na pripravu 7 litrov sirupu sa pouzili
3 kilogramy sacharézy.

Na inverziu sachardzy obsiahnutej vo vzorke pipetujte do 100 cm® odmernej banky
50,0 cm? vyc¢ireného roztoku vzorky. Pridavkom 15,0 cm? acetatového timivého roztoku
(CH3COOH/CH3sCOONa; pH 4,8; ¢ = 1 mol dm™) upravte pH na 4,8. Pridajte vypocitané
mnozstvo enzymového pripravku INVERTOFIX® zriedeného deionizovanou vodou
vpomere 1 : 9, reakénu zmes dbkladne zhomogenizujte a nechajte inkubovat

cca 30 minut pri laboratérnej teplote.



D2.3.

D2.4.

D2.5.

D2.6.

Uloha

D3.1.

D3.2.

D3.3.

D3.4.

D3.5.

Po priblizne 30 minutach dopliite objem reakénej zmesi po znacku deionizovanou
vodou a zhomogenizujte. Na stanovenie redukujucich sacharidov po inverzii pipetujte
do 250 cm® Erlenmayerovej banky po 20,0 cm® Fehlingovych roztokov 1all
a 20,0 cm? roztoku vzorky po inverzii. Stanovenie vykonajte podla postupu uvedeného
v Ulohe D1. Vykonajte potrebny pocet paralelnych stanoveni.

Na zaklade nameranych hodnét pre kazdé stanovenie vypocitajte hmotnost
vyredukovanej medi v mg, ekvivalentni ku hmotnosti vylu¢eného oxidu medného.
Jednotlivé spotreby odmerného roztoku korigujte na vysledok slepého pokusu.

Z empirickej tabulky odCitajte pre jednotlivé stanovenia zodpovedajucu hmotnost
invertného cukru v alikvotnom podiele vzorky pouzitom na stanovenie. Vypocitajte
priemernu hmotnost redukujucich sacharidov po inverzii v pévodnej vzorke v mg.

Z rozdielu obsahu redukujucich sacharidov pred inverziou a po inverzii vypocitajte
hmotnostnu koncentraciu sacharézy v pévodnom sirupe. Vypoc itajte, aky podiel
sachardzy zinvertoval pri priprave sirupu vplyvom Kkyslého prostredia a zvySenej

teploty, ak neuvazujeme pritomnost Ziadnych inych redukujucich sacharidov.

D3: Refraktometrické stanovenie sacharézy po inverzii

Pripravte 50 cm?® Standardného roztoku redukujucich sacharidov s koncentraciou
100 mg cm®navazenim ekvimolarneho mnozstva D-glukdzy a D-fruktozy s analytickou
presnostou. Vypodcitajte presnu koncentraciu pripraveného roztoku.

Riedenim pripraveného Standardného roztoku pripravte sadu kalibracnych roztokov.
Do odmernych baniek s objemom 10 cm? pipetujte postupne 2,0; 4,0; 6,0 a 8,0 cm?®
Standardného roztoku. Jednotlivé roztoky doplite po znacku deionizovanou vodou
a zhomogenizujte. Vypocitajte presnu koncentraciu pripravenych kalibracnych
roztokov.

Odmerajte index lomu pripravenych kalibraénych roztokov, ako aj index lomu
destilovanej vody a povodného Standardného roztoku. Kazdé meranie opakujte trikrat
a namerané hodnoty zapiste do odpovedového harka.

Z nameranych hodnét zostrojte na priloZzeny milimetrovy papier kalibraénu zavislost pre
stanovenie invertného cukru.

K dispozicii mate zasobny roztok vzorky po inverzii. Roztok bol pripraveny nasledovne:
50,0 cm? vzorky sirupu sa zriedilo na objem cca 100 cm?® deionizovanou vodou a vyéirilo
pridavkom 15 cm?® Carrezovho roztoku | a 15 cm® Carrezovho roztoku Il. Na inverziu
pritomnej sachardzy sa pridalo 15,0 cm?® koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej
a reakCna zmes sa zahrievala 8 minut pri teplote 68 — 70 °C. Po vychladnuti sa roztok

zneutralizoval roztokom hydroxidu sodného (¢ = 4 mol dm=) a doplnil na objem 500 cm?®



v odmernej banke. Zmerajte index lomu takto pripraveného roztoku vzorky po inverzii.
Meranie opakuijte trikrat. Namerané hodnoty zapiste do odpovedového harka.

D3.6. Na zaklade priemernej hodnoty indexu lomu roztoku vzorky z kalibraénej krivky
odcCitajte  hmotnostnu koncentraciu redukujucich sacharidov v zasobnom roztoku
vzorky. Vypocitajte hmotnostni koncentraciu redukujucich sacharidov v pévodnej
vzorke bazového sirupu.

D3.7. Vypocitajte, akej koncentracii sachardézy zodpoveda stanovena koncentracia
redukujucich sacharidov, ak predpokladame, ze sirup pévodne obsahoval iba
sacharozu.

D3.8. Porovnaijte vysledky ziskané odmernym a refraktometrickym stanovenim.



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

Celostatne kolo

Matas Tomasik

Maximalne 20 pomocnych bodov = 10 bodov
Doba riesenia: 60 minut

Uloha 1: Stanovenie laktézy vedla sacharézy v mlieénej ¢&okolade metédou

podla Luffa—Schoorla

Navazok presne 10,23 g mlieénej ¢okolady sa spolu s 0,5 g uhli€itanu vapenatého
rozpustil pri 50 — 60 °C pod spatnym chladi¢om v 100 cm? deionizovanej vody. Po ochladeni
sa roztok vzorky vyciril pridavkom 2 cm?® 40%ného roztoku zasaditého octanu olovnatého
a prefiltroval cez hladky filter. Na jodometrické stanovenie sa zfiltratu pipetovalo
25,0 cm® do 100 cm® odmernej banky. K filtratu sa pridal 1 cm® nasyteného roztoku
hydrogénfosforeCnanu sodného a po prefiltrovani sa doplnil po zna¢ku deionizovanou vodou.
Z takto upraveného roztoku vzorky sa na vlastné stanovenie laktdzy pipetovalo 20,0 cm?®
do 250 cm® Erlenmayerovej banky. Pridalo sa 25,0 cm® Luffovho roztoku, 5,0 cm?®
deionizovanej vody a zmes sa poc¢as 2 minut priviedla k varu. Mierny var sa udrziaval presne
10 minut. Po ochladeni reakénej zmesi sa pridali 3 g jodidu draselného a 20,0 cm?® roztoku
kyseliny sirovej (c = 2 mol dm?3). Vylu¢eny jod sa titroval odmernym roztokom tiosiranu
sodného o pribliznej koncentracii ¢ = 0,1 mol dm™ do ZItého sfarbenia a po pridavku 3 cm?

indikatora Skrobovy maz sa roztok dotitroval do vymiznutia modrého sfarbenia.

1.1. Vypocitajte presnu koncentraciu odmerného roztoku tiosiranu sodného, ak sa na
$tandardizaciu pipetovalo 50,0 cm?® Standardného roztoku jodi¢nanu draselného,
ktory sa pripravil rozpustenim 0,1452 g tuhého KIOs; v deionizovanej vode
a doplnenim celkového objemu na 200 cm?®. Priemerna spotreba odmerného roztoku
na titrdciu jédu vyluc¢eného pridavkom 0,5 g Kl a 5,0 cm® kyseliny sirovej
(c = 3 mol dm?®) bola 10,4 cm?®. Zapiste stechiometrické rovnice dejov, ktoré
prebiehaju pri Standardizacii odmerného roztoku.

1.2. UrCte obsah laktozy v alikvotnom podiele roztoku vzorky pouzitom na stanovenie
v miligramoch, ak spotreba odmerného roztoku tiosiranu sodného na slepy pokus
bola Vsp = 24,6 cm? a priemerna spotreba odmerného roztoku na vlastné stanovenie
bola Vst = 13,9 cm3. MnoZstvo laktézy odcitajte metddou linedrnej interpolacie
z priloZzenej empirickej tabufky na zaklade vypocitaného ekvivalentného objemu

odmerného roztoku tiosiranu sodného podla vztahu



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.

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

Vekv Myaktoza Vekv Myaktoza
[cm?] [mg] [cm?] [mg]
1 3,6 12 44,6
2 7,3 13 48,4
3 11,0 14 52,2
4 14,7 15 56,0
5 18,4 16 59,9
6 22,1 17 63,8
7 25,8 18 67,7
8 29,5 19 71,7
9 33,2 20 75,7
10 37,0 21 79,8
11 40,8 22 83,9

1.3. Vypocitajte obsah laktézy v gramoch, vztiahnuty na 100 g mlieCnej Cokolady.
Vysledok udajte s presnostou na dve desatinné miesta.

1.4. Vysvetlite, preCo je mozné stanovit laktozu vedla sachardézy oxido-redukénou
titraCnou metddou. Uvedte hlavny rozdiel medzi tymito sacharidmi.

1.5. Vysvetlite, precCo je pri rozpustani vzorky potrebné roztok neutralizovat’ pridavkom

uhli¢itanu vapenatého.

M/(KIO3) = 214,001

Uloha 2: Stanovenie sacharézy vedra laktézy v mlieénej é&okolade metédou

priamej polarizacie podla Thalera

Pri priprave cukorného extraktu na polarimetrické stanovenie sacharézy sa
postupovalo rovnako, ako pri j6dometrickom stanoveni laktézy v ulohe 1: Navazok 10,23 g
vzorky mlie¢nej €okolady sa spolu s pridavkom 0,5 g uhli¢itanu vapenatého digeroval pri
teplote 50 — 60 °C pomocou 100 cm? deionizovanej vody, vyc¢iril sa pridavkom 2 cm?®40%ného
roztoku zasaditého octanu olovnatého a prefiltroval cez hladky filter. Z filtratu sa na stanovenie
pipetovalo 50,0 cm® do 100 cm® odmernej banky. Na inaktivaciu optickej aktivity laktézy sa
pridal 1 g tuhého hydroxidu barnatého. Reakénd zmes sa za obCasného premieSania
zahrievala na vodnom kupeli pri teplote 70 — 80 °C 1 hodinu. Po ochladeni sa obsah banky
zneutralizoval roztokom kyseliny sirovej (w = 0,15) a doplnil po zna¢ku deionizovanou vodou.

Vzniknuta zrazenina o objeme priblizne 2 cm? sa zachytila na filtri pri atmosférickom tlaku.



Vy&ireny filtrat 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 filtrat ota¢avost’ + 9,1 °V.

2.1. Vypocitajte obsah sachardzy v polarizovanom roztoku (v gramoch), ak Specificka
otacavost sachardzy je [a]?® = + 66,44 °kruhovych. Pri vypoéte uvaZuite,
Ze 1 °kruhovy zodpoveda 2,8854 °V. Vyslednu hmotnost sachar6zy korigujte
na objem zrazeniny (od celkového objemu je potrebné odcitat objem zrazeniny!).

2.2. Vypocitajte obsah sacharézy v gramoch, vztiahnuty na 100 g mlieCnej Cokolady.
Vysledok udajte s presnostou na 2 desatinné miesta. Na zaklade vypocitaného
mnozstva laktézy v ulohe 1.3. vypocitajte celkovy obsah cukrov na 100 g
analyzovaného vyrobku za predpokladu, ze mlie¢na ¢&okolada obsahuje iba
sacharozu a laktozu.

2.3. Pre pomerne presné arychle stanovenie sacharbézy sa v praxi vyuzivaju tzv.
sacharimetre. Vyhodou pouzitia sacharimetrov je prakticky okamzity vysledok
merania — zo stupnice °V alebo °S vieme priamo urcit obsah sacharézy v skimanom
roztoku pri dodrzani podmienok stanovenia. OdcCitajte obsah sachar6ézy v nami
analyzovanom roztoku a vysledok prepocitajte na 100 g mlieCnej ¢okolady. Vysledok
korigujte na objem zrazeniny! Porovnajte vysledok ziskany empiricky a vypo&tom
v Ulohe 2.1.

Tab.5 Empiricka tabulka pre priame polarimetrické stanovenie sacharézy v 200 mm trubici pri
20 °C a vinovej dizke D = 589,3 nm (hmotnost sachardézy v g na 100 ml roztoku).

oy Msacharéza oy Msacharéza
(9] [a]

1 0,260 6 1,562

2 0,521 7 1,822

3 0,781 8 2,082

4 1,041 9 2,342

5 1,301 10 2,603

2.4. Dal$im spésobom, ako mozno polarimetricky stanovit obsah sacharézy vo vzorke
v pritomnosti dalSieho cukru je tzv. metdéda dvojnej polarizacie. Uvedte, v om
spociva princip tejto metddy a aké su predpoklady pre toto stanovenie. Preco

v pripade stanovenia sacharézy vedla laktézy nie je mozné vyuzit’ tuto metédu?

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

modelu

Metédou pociato€nych rychlosti boli stanovené kinetické parametre Michaelis—
Mentenovej kinetického modelu pre systém invertdza—sacharéza. Na enzymovu reakciu sa
do 1,5 ml Eppendorfovych skumaviek pipetovalo po 200 ul acetatového timivého roztoku

(CH3COOH/CH3COONa, pH 4,8), 2 ul koncentrovaného enzymoveho preparatu a 750 ul



zasobného roztoku substratu (sacharézy) o danej koncentracii. Po priblizne 30 minatach

sa reakcia zastavila povarenim reakénych zmesi vo vriacom vodnom kupeli pri teplote 100 °C.

Po vychladnuti sa stanovila koncentracia produktov (glukozy a fruktézy) vo vyslednom objeme

reakénej zmesi. Z experimentalnych udajov sa ziskala zavislost rychlosti enzymovej reakcie

na pociato¢nej koncentracii substratu (sacharézy) zobrazena na Obr. 1.

0,010

0,009

0,008

0,007

0,006

0,005

rp[mol dm™® min]

0,004
0,003
0,002
0,001

0,000
000 025 050 075 100 1,25 150 1,75 200 225 250 275 3,00

cgp[mol dm@]

Obr. 1 Zavislost rychlosti enzymovej reakcie rp na poCiatocnej koncentracii substratu cso.

3.1.

3.2.

3.3.

Z nameranej zavislosti rychlosti enzymovej reakcie na pociato€nej koncentracii
substratu na Obr. 1 odcitajte kinetické parametre vmax @ Ky Michaelis—Mentenove;j
kinetického modelu.

Na zaklade od¢itanej hodnoty maximalnej rychlosti enzymovej reakcie Vmax
vypo itajte Specificku aktivitu vztiahnutd na 1 liter koncentrovaného enzymového
preparatu invertazy vzhladom na celkovy objem reakénej zmesi.

Vypocitajte, kolko litrov 100-nasobne zriedeného enzymového preparatu
je potrebnych na pripravu 200 litrov glukézo—fruktézového sirupu s koncentraciou

cukrov ¢ = 1200 g dm3, ak reakény Cas je 20 hodin.

Mi(glukéza/fruktéza) = 180,16
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