Zaktad Chemii Fizycznej C3 Wydziat Inzynierii i Technologii Chemicznej

KINETYKA ENZYMATYCZNA

Badanie kinetyki reakcji enzymatycznej hydrolizy sacharozy w obecnosci
inwertazy.

1. Cel éwiczenia.

1.1. Zapoznanie sie z kinetyka reakcji enzymatycznej hydrolizy sacharozy w obecnosci
enzymu inwertazy.

1.2. Zaznajomienie sie z obstugg pétautomatycznego polarymetru POLAX-2 ATAGO.

1.3. Wykonanie krzywych kinetycznych i wyznaczenie z nich wielkosci kinetycznych: K,
Vmax, Vo, Kkat, wydajnosci katalitycznej, uwzgledniajgc wptyw podanych przez
prowadzacego, stezen sacharozy i inwertazy.

2. Wykonanie ¢wiczenia.
2.1. Obstuga polarymetru. %

Pole widzenia podzielone jest na #rzy czesci, ktore w zaleznosci od potozenia
anallzatora maja rozny stopien zaciemnienia- ciemny-pasek-pa-jaspym-tetubjasny

A pysunekt). Zasada dziatania polarymetru polega na obrdceniu
anahzatora o} takl kat, o jaki skrecita ptaszczyzne $wiatta spolaryzowanego
(otrzymanego w polaryzatorze) badana substancja optycznie czynna (sacharoza).
W momencie ustawienia analizatora tak, aby pole widzenia byto jednolicie
zaciemnione odczytuje sie wartos¢ kata, bedaca katem skrecenia ptaszczyzny
polaryzacji Swiatta przez substancje optycznie czynna.

I

Jednakowe zaciemnienie
pol- odczyt kata skrecenia
ptaszczyzny polaryzacji $wiatta

w Rysunek 1. Zmiany obrazu pola wzdzen/a w polarymetrze péicienjowym trojpolowym.
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2.2. Przebieg ¢wiczenia.

Na pomiar kata skrecenia pfaszczyzny polaryzacji swiatta przez roztwor sacharozy
w obecnosci inwertazy sktadaja sie nastepujgce czynnosci:
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2.3.

2.3.1.

Przygotowanie roztwordéw sacharozy (w wodzie destylowanej) i inwertazy (w buforze
octanowym o pH 4,5) o odpowiednich stezeniach wyjsciowych, podanych przez
prowadzacego, przy czym kazdy zespét laboratoryjny powinien wykonac serie
pomiaréw przy statym, jednym, stezeniu enzymu i przy 4-5 réznych stezeniach
sacharozy.

Zanotowanie stoperem czasu rozpoczecia reakcji w momencie wlania pierwszej
kropli roztworu enzymu do roztworu sacharozy. Mieszanie obydwu roztworéow w
stosunku objetosciowym 1:1.

Przelanie otrzymanego roztworu mieszaniny reakcyjnej do rurki polarymetrycznej z
utworzeniem wypuktej powierzchni cieczy. Kolejno s$ciecie goérnego menisku
szkietkiem, tak by nie powstat pecherz powietrza, zakrecenie nakretki i wtozenie
rurki polarymetrycznej do kuwety pomiarowej polarymetru.

Ustawienie w okularze polarymetru jednakowego zaciemnienia trzech sgsiadujgcych
ze soba pol, zanotowanie czasu i odczytanie wartosci kata skrecenia z cyfrowego
wyswietlacza polarymetru.

Odczytywanie kata skrecenia w odpowiednich odstepach czasowych: na poczatku
reakcji ok. 1 minuta, kolejno ok. 2 minuty, natomiast catkowity czas trwania reakcji-
ok. 15-20 minut, czyli wykonanie ok. 10-14 odczytéw kata.

Tabela 1. Schemat tabeli dla pojedynczej reakcji.

Stezenie Stezenie Stezenie
Nr Yvwsaowe wyjsciowe Czas kat sacharozly CC,
. inwertazy sacharozy ) . w reakgcji 3
pomiaru [min] o [°] [g/100cm?]
Ce G C
[g/dm’] [g/100cm’] [g/100cm?]
2
3
Obliczenia

Obliczenia i wykresy funkcji wykona¢ dla kazdej z przeprowadzonych reakgji.

Wyznaczenie szybkosci poczatkowych v,

Malejagce w czasie reakcji stezenie sacharozy, oblicza sie korzystajgc
z proporcjonalnosci mierzonego kata skrecenia do stezenia substratu tj. sacharozy
wedtug ponizszego wzoru:

C

s

_M6 o v00s.c,

| - dtugosc rurki polarymetrycznej [dm] (podana przez prowadzgcego)
o, — kat skrecenia mierzony w czasie [stopnie]
Co — stezenie wagowe sacharozy na poczatku pomiaréw [g/100cm?]
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Stezenia powstajacych produktéow (glukozy i fruktozy) w czasie reakcji hydrolizy
oblicza sie :

CO - C.v

Wykonaé¢ wykres Cp-Cs=f(t) : do naniesionych punktéw pomiarowych dopasowad
funkcje (y= ax® + bx + ) wab 35 T &} + b)

Dla kazdej z dopasowanych funkcji rozwigza¢ rownanie kwadratowe wyliczajac x,
ktéry nalezy przyjac za czas inicjacji reakcji (t;)

Dla kazdej z funkcji wyznaczy¢ pochodng y'. Jej wartos¢, przyjac¢ jako szybkosé
poczatkowa reakcji vy, wyliczajac jg poprzez podstawienie za x, wyliczony t;.

Wyniki zestawi¢ w tabeli dla kazdej reakcji

Tabela 2. Schemat tabeli dla przeprowadzonych reakcji.

c Stezenie Dopasowana S
Stezenie X Czas inicjacji Vo
enzymu sacharozy funkeja t; /(100cm* min)
ym! [g/100cm’] y=ax’+bx+c .' &
[g/dm’] [min]

i jej pochodnay’

2.3.2. Wyznaczenie parametrow kinetycznych
e Wykona¢ wykres Michaelisa- Menten w zaleznosci wyliczonych predkosci
poczatkowych reakcji v od stezenia wyjsciowego sacharozy Co.

1 1
e Wykonac¢ wykres Lineweavera- Burka: — = f(—}
Vo Cy

e Wyznaczy¢ z wykresu Lineweavera- Burka stata Michaelisa Ky, oraz V. 2z prostej

y=ax+b:
L
Vmax
1
- =" 2 Klﬂ
K, a
oraz —= — nachylenie prostej

max

e Obliczy¢ statg katalityczna- kg przez podzielenie wyznaczonej z wykresu
Lineweavera- Burka wartosci predkosci maksymalnej V.« przez stezenie enzymu Ce :
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AN

ki =22 =,

kat

gdzie ks to stata szybkosci rozpadu kompleksu [ES] na produkt [P] i enzym:

k, k,
E+S - ES — = E+P
k2

e Obliczy¢ wydajnosc¢ katalityczng przez podzielenie obu statych: kiat oraz Ki:

.y . _k
Wydajnos¢ katalityczna = skutecznosé = —4-

m
e Zestawic obliczone parametry kinetyczne w tabeli

Tabela 3. Schemat tabeli dla wyznaczonych parametréow kinetycznych.

Parametr kinetyczny Jednostka parametru Wartos¢ parametru
kinetycznego
Kin (wykres) mol | dm’
Vinax mol /(dm’ - min)
Vinau/ 2 mol /(dm® - min)
Km/vmax min
Kiat 1/min
. ;s . 3 .
Wydajnos¢ katalityczna dm’ /(mol - min)

3. Uwagi do wykonania ¢wiczenia

e Ze wzgledu na duzg wrazliwo$¢ enzymu na zanieczyszczenie mikroorganizmami, szkto
i sprzet powinno by¢ myte woda z detergentem, ptukane wodg destylowang i
acetonem oraz suszone w suszarce w temp 110°C. Roztwory inwertazy, sacharozy i
buforowe powinny by¢ przechowywane byly w szczelnie zamknietych kolbach w
chtodni.

e Roztwory enzymu sporzgdzac¢ w buforze octanowym o pH= 4,5,

¢ Minimalna objeto$¢ roztworu do rurki polarymetrycznej wynosi 12 cm?- na takg
objetos¢ przeliczaé stosunki objetosciowe roztwordw inwertazy i sacharozy
o odpowiednich stezeniach.

e Po kazdym uzyciu rurki polarymetrycznej doktadnie ja my¢ i suszy¢.

! Przepis na bufor octanowy o pH= 4,5 wg Walpole'a z Poradnika Fizykochemicznego, wyd. Il, WNT, Warszawa 1974 .

4
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e Stezenia roztwordw enzymu i sacharozy w rurce polarymetrycznej s dwukrotnie mniejsze,
po zmieszaniu w stosunku objetosciowym 1:1. Do obliczen i wykresow nalezy uzy¢ stezen po
zmieszaniu.

o Do obliczer parametréw kinetycznych i sporzadzania wykreséw stezenia masowe
roztworéw inwertazy i sacharozy przeliczy¢ na stezenia molowe. Masa molowa
inwertazy wynosi 100 000g/mol a sacharozy 342,3 g/mol.

4. Zagadnienia obowigzujace do zrealizowania ¢wiczenia.

Kinetyka chemiczna: szybkos$¢ i stata szybkosci reakcji, krzywa kinetyczna reakcji 0 i | rzedu,
rzad reakcji, szybkosé¢ poczatkowa reakcji, wyznaczanie szybkosci poczatkowej vy, wpltyw
stezen substratéw i innych czynnikéw na szybkosc reakcji 0,11l rzedu, réwnowaga rekgji,
stata réwnowagi, prawo réwnowagi chemicznej, energia aktywacji, katalizator, kataliza
mikroheterogeniczna.

Kinetyka enzymatyczna: enzymy- budowa i wifasciwosci, modele opisujace dziatanie
enzymow, model Michaelisa- Menten, mechanizm reakcji enzymatycznej, kompleks ES,
rownanie i wykres Michaelisa- Menten, réwnanie i wykres Lineweavera- Burka, wptyw
stezenia poczatkowego substratu i enzymu na vy, stata K, kkat, SzZybkosé maksymalna Viax,
jednostki aktywnosci enzymatycznej, termodynamika reakcji enzymatycznej, hydroliza
sacharozy w obecnosci inwertazy.

Polarymetria: Substancje optycznie czynne- budowa i witasciwosci, zasada dziatania
polarymetru i budowa.
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Sporzadzanie roztwordw i organizacja pracy

1. Kazdy zespét powinien sporzadzié 50cm?® $wiezego roztworu sacharozy o wyjsciowym stezeniu
ok. 16 %:

e Odwaziy¢ w naczynku wagowym doktadnie 8 g sacharozy

e Przenieéé ilosciowo przez lejek do kolby miarowej 50 cm?®, rozpusci¢ w wodzie destylowanej i
dopetni¢ do kreski.

e Gotowy roztwor przela¢ do kolbki stozkowej z korkiem, w celu utatwienia pobierania
roztworu pipeta.

2. Zespoty 4-osobowe beda wykonywaty prace w zespotach 2-osobowych. Kazdy podzespot
przygotowuje z wyjSciowego roztworu sacharozy, przez rozcieficzenie, 2-3 roztwory sacharozy o
nizszych stezeniach podanych przez prowadzacego (p. tabela 1) i przy jednym statym stezeniu
inwertazy podanym przez prowadzacego (tj. 0,08g/! lub 0,06 g/l, lub 0,04g/1).

3. Roztwér inwertazy w buforze octanowym o danym stezeniu bedzie przygotowany i
przechowywany w chiodni.

4, Stezenia sacharozy i enzymu po zmieszaniu w stosunku objetosciowym 1:1 bedg dwukrotnie
mniejsze i nalezy je przeliczy¢ na stezenia molowe i uzywac do obliczen i sporzgdzania wykreséw.

5. Kazdy podzespdt powinien mie¢ przygotowane czyste, wysuszone kolbki stozkowe, podpisane
danym stezeniem roztworu enzymu i sacharozy oraz pipety oddzielnie do pobierania roztworu
enzymu, sacharozy i wody destylowane;j.

6. Kazdy podzespot przeprowadza reakcje inwersji sacharozy zaréwno przy wysokim jak i przy

niskim stezeniu sacharozy postugujac sie zaréwno polarymetrem Zeissa jak i polarymetrem POLAX-2
ATAGO.

Tabela 1. Tabela objetosci i stezer roztwordéw.

Vr-ru Stezenie : —
Nr sacharozy | VY | Gtravmanegoryu | VTTuinwertazyo | Stezenie r-ru sacharozy
roztworu 20% Y| dest. .Za charfz podanym stezeniu | w mieszaninie reakcyjnej
° | Lem’] Y [em’] [%]
fem’] (%]
1. 5 D 16 5 8
2. 45—1+—1,5 15 6 7,5
3. W% 42 12 6 6
4. B5 BB 3 10 8 5
5. 2% 258 8 5 2
6. D3 | &S 6 8 3
7. 4 2
; ¥ i 15 -
f‘ e b A5 g" 3 !
Z - /
Y/ ] e =
L ) 4 1 Aé - )
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Polarymetr Polax-

272-47-5223

Instrukcja
obstugi




Instrukcja obstugi

POLARYMETR POLAX-2L

1. Opis aparatu (p. punkt 4).
2. Podtaczyc kabel zasilania do gniazda zasilajacego.

3. Wtgczyc aparat przyciskiem znajdujgcym sie w tylnej czesci aparatu, obok gniazda kabla
zasilajacego.

5. Napetnic rurke polarymetryczng wodga destylowang, umiescic¢ j3 w komorze polarymetru i
przystagpié¢ do kalibracji aparatu.

6. Zresetowac wyswietlane wartosci (do 0) za pomocg przycisku ZERO SET( pod warunkiem,
gdy $wieci sie zielona lampka- sygnalizator gotowosci aparatu do zerowania). Jezeli lampka
nie swieci sie nalezy postepowac wg. oryginalnej instrukcji obstugi (p. punkt 7-Kalibracja).

7. Jezeli wyswietlacz aparatu chwilowo wytaczy sie- nalezy przycisnac¢ Shift/Temp.
8. W celu odczytania temperatury nalezy przetrzymac dtuzej przycisk Shift/Temp.

9. Wtasciwy sposéb pomiaru kata skrecenia i ustawienia pél- wg. oryginalnej instrukcji
obstugi (p. punkt 7-Sposéb pomiaru).



1. Uwagi wstepne

Dzigkujgc Panstwu za wybor naszej firmy jako dostawcy sprzetu laboratoryjnego, prosimy jednoczesnie o
poszanowanie pracy, ktérg codziennie wktadamy w opracowywania profesjonalnych instrukcji obstugi i o
nieudostepnianie naszych opracowan stronom trzecim bez naszej zgody.

Niniejsza instrukcja jest wylgczng wtasnoscig firmy Conbest i nie moze byc¢ powielana ani
przekazywana osobom trzecim bez pisemnej zgody firmy Conbest Sp. zo.0.

Jej wykorzystywanie ze sprzetem innym niz zakupionym w firmie Conbest stanowi naruszenie
praw wfasnosci.

Jestesmy pewni, ze dostarczone urzadzenie bedzie obstugiwane przez odpowiednio wykwalifikowany personel,
niemniej przypominany, ze niniejsza instrukcja nie zastepuje przepisow BHP. Do obowigzkow uzytkownika nalezy
zapoznanie sig z odpowiednimi przepisami Bezpieczenstwa i Higieny Pracy i stosowanie sie do nich w czasie
uzytkowania opisywanego urzadzenia. Przy pracy z substancjami niebezpiecznymi lub agresywnymi nalezy
bezwzglednie stosowaé sprzet ochronny. Nalezy tez mie¢ pewnosc, ze substancje majace stycznosé z
urzadzeniem nie spowodujg jego uszkodzenia.

2. Parametry

Kat skrecania: +180° do — 179.95¢

Zakres pomiaréw Skala cukrowa : 130 do -130°Z

Kat skrecania: 0.05°

Minimalne wskazania Skala cukrowa - 0.1°7

Zrédto $wiatta LED z filtrem interferencyjnym 589nm

Temp +5°C do +40°C

Wilgotno$¢ wzgledna do 80% przy temp do 31°C
Warunki pracy Wilgotnosé do 50% przy temp. do 40°C

Dopuszczalny stopieri zanieczyszczenia powietrza 2
(zgodnie z [DCB0664)

100 do 240V (50/60Hz) zmiany napiecia nie moga
przekraczaé 10%

Zasilanie Dopuszczalne chwilowe przekroczenia napiecia kategoria
1.

Moc 40 VA

Wymiary 43x22x30cm

Ciezar 11.5kg




3. Rozpakowanie i uruchomienie

3.1 Rozpakowanie

*  Wyjmij aparat z opakowania i sprawdz, €zy w czasie transportu nie powstaly zewnetrzne uszkodzenia.
» W dostarczonej paczce znajdujg sie:

aparat Polax 2L 1 szt.
kabel zasilajgcy 1 szt.
rurka obserwacyjna 100 mm 1 szt.
rurka obserwacyjna 200 mm 1 szt.
Zapasowy bezpiecznik 1 szt
instrukcja obstugi 1 szt

Uwaga:

Sruba zabezpieczajgca

Polax 2-L posiada , tzw Srubg zabezpieczajgcq
na czas transportu wewnetrzne mechanizmy
aparatu. Przed uruchomieniem $rube tq nalezy
wykreci¢. Nalezy zachowac tg $rube i
zabezpieczaé aparat za kazdym razem, gdy
bedzie transportowany.

Rys 1

3.2 Uruchomienie

1. Nalezy ustawi¢ aparat na rownej powierzchni, nienarazonej na wibracjg, np. stabilnym stole

laboratoryjnym. W czasie pracy wazne jest unikanie wstrzasow stolu, ktére moglyby przeniesé sie na
aparat.

Temperatura pracy aparatu nie powinna przekraczaé +5°C do +40°C.

Wybrane miejsce pracy musi byé wolne od kurzu, wibracji, z dala od Zrodet ciepta i korozyjnych gazow.
Powinno by¢ réwniez oddalone od okien i wplywu o$wietlenia promieniami stonecznymi.

4. Przy pomocy dostarczonego kabla zasilajgcego nalezy podigczyé Polax 2L do sieci 240V 50/60 Hz
(odchyiki napiecia nie powinny przekraczaé 10% podanych wartosci)

SIS



4. Opis aparatu

4.1 Czes¢ przednia

|~ —
_
<_~ -
O

Rys. 2

1. Okular
Stuzy do poréwnania jasnosci poiprzezroczystych potkolistych pol. W przypadku, gdy pola nie sg
wyraznie widoczne — ostro$¢ obrazuy Poprawiamy gornym pier§cieniem okularu.

2. Wyswietlacz
Na wyswietlaczu widoczne $§ mierzone wartosci: w jednostkach kata skrecania lub wartosci podane w
skali cukrowej wg (ICUMSA)

3. Pokrywa komory

Zabezpiecza przed zewnegtrznym $wiatlem w czasie pomiaru. Zewnetrzne $wiatlo wplywa na wartogé
mierzong, dlatego przed »~Zerowaniem” lub pomiarem pokrywa musi by¢ zamknieta.

4. Czujnik temperatury
Mierzy temperature w czasie wykonywania pomiaru kata skrecania probki.

5. Gniazdo rurki obserwacyjnej
Rurke obserwacyjng umieszczamy w gniezdzie przed ,zerowaniem” lub pomiarem

6. Przetgcznik skal

Stuzy do przetaczania pomiedzy skalami ~kat skrecania” lub ,skala cukrowa {wg ICUMSA).
Wskazuje, w jakiej skali wysSwietlany jest wynik.




4.2 Czes$¢ tylna

Lc.'._f.. o! ; ’

7. Wiacznik
Stuzy do wigczania/ wylaczania aparatu

8. Gniazdo kabla zasilajgcego
9. Gniazdo bezpiecznikow

10. Etykieta znamionowa z numerem serii.
Konieczna do identyfikacji urzgdzenia w celach gwarancyjnych.



5. Panel sterowania
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Rys. 4

11. Przycisk zerowania
Stuzy do zresetowania wyswietlanych wartoéci (do 0).
Przycisk ten uzywamy TYLKO podczas zerowania (nie wolno go przyciska¢ podczas pomiarow)!

12. Lampka-sygnalizator gotowosci aparatu do zerowania
Gdy lampka sig Swieci to oznacza, ze mozna przystapi¢ do ,zerowania” aparatu.

13. Przycisk "Obrét w prawo”

Przyciskajac ten przycisk pdikola obserwacyjne powoli obracane sg w prawo a warto$¢ pokazywana na
wys$wietlaczu wzrasta.

¢

14. Przyciski , Obrét w lewo”

Przyciskajgc ten przycisk potkola obserwacyjne powoli obracane s3 w lewo a warto$¢ pokazywana na
wyswietlaczu maleje.

15. Przetacznik ,Shift'Temp” ‘
Gdy przycisk ten jest wcisnigty wraz z jednym z wigcznikow w prawo lub lewo, powoduje szybszy obrét
rurki obserwacyjnej (tryb szybkich obrotéw).
Gdy przycisk przytrzymamy przez 2 sek. lub dtuzej, na wyswietlaczu bedzie pokazana aktuaina

temperatura pomiaru. Po uwolnieniu przycisku na wyswietlaczu ponownie wy$wietlana jest wartosé w
skali cukrowej lub kat skrecania.



6. Przygotowanie do pomiaréw

6.1 Podlaczenie

* Podigczy¢ kabel sieciowy do aparatu.

o Wigczyé kabel sieciowy do gniazda 240V.

 Zataczy¢ aparat przetacznikiem ,On/Off” ; na wy$wietlaczu powinno pojawi¢ sig ,0.00”. Aparat jest
ustawiony fabrycznie odczyt na wartoéci w stopniach kata skrecania.
Warto$¢ ,0.0" pojawia sig, gdy wybrano skale cukrowa.

6.2 Rurki obserwacyjne

Uwaga:
*  Zrurkami naleZy obchodzi¢ sig¢ bardzo ostroznie — sg wykonane ze szkia.
*  Rurki szklane, dekielki, uszczelki gumowe i pierscienie mocujace mozna zaméwic jako czesci zapasowe.

Dekielek )
Zbieracz powietrza ’ Pierscienn mocujgcy

Rurka szklana , |
@ D . )

000
Rys. 5 Rurka obserwacyjna

“

Uszczelka gumowa

Z aparatem dostarczane sg 2 rurki 100 mm i 200 mm.

Do obserwacji probek przezroczystych zwykle uzywa sie rurki 200 mm, natomiast do prébek zabarwionych i
zmetniatych zaleca sig stosowanie rurki 100 mm. Zabarwienie lub zmetnienie wplywa na dokiadnos¢ pomiaru,
dlatego probke przed pomiarem nalezy przefiltrowag.

Rurka obserwacyjna sktada sig z rurki szklanej, 2 dekielkéw, 2 uszczelek gumowych i pierscieni mocujacych.
Dekielki, uszczelki oraz pierécienie mocujace pasujg zaréwno do rurki 100 mm jak i 200 mm.

6.3 Przygotowanie probki

»  Odkreci¢ pierscierh mocujacy z jednego korica rurki oraz $ciagnag dekielek i uszczelke.

« Trzymajac rurke pionowo ostroznie wla¢ prébke do rurki do jej catkowitego wypetnienia az pojawi sig
menisk (wynikajacy z napigcia powierzchniowego cieczy). Nastepnie delikatnie $cigé menisk dekielkiem
przesuwajac go tak by nie pozostata w rurce banka powietrza.

e Zatozy€ podkiadki gumowe i zakreci¢ pierscieniem mocujacym.

Nasungé Uwaga: o . .
v Jezeli pojawily sie banieczki powierza nalezy je zgromadzié w
‘ Dekielek zbieraczu powietrza.

Jezeli baniek powietrza jest zbyt duzo, bedq one wptywaé na pomiar
. i wynik na wyswietlaczu bedzie ciagle sie zmieniat (nie ustabilizuje
Prébka sie).

C_ D

Rys. 6. Natozenie probki



7. Kalibracja — Zerowanie

Uwaga:
* Nalezy uwazac, aby nie rozla¢ wody lub prébki na aparat
* Aparat posiada funkcje autowytgczenia gdy nie jest uzywan y przez diuzej niz 5 minut. Aby powrdci¢ do
trybu pracy nalezy nacisna¢ przycisk , Shift/Temp”. Na wyswietlaczu pojawig sie znowu wartosci ostatnio
mierzonych probek.

»  Wiacz aparat wigcznikiem ,On/Off" (o ile byt wytaczony).

e Napeinij rurke obserwacyjng wodg destylowang i wmies¢ jg w gniezdzie. Upewnij sie ze, lampka
sygnalizujgca gotowosci do ,Zerowania” $wieci sie.

» Jezeli lampka nie $wieci si¢ oznacza to, ze punkt zerowy jest przesunigty o kat wiekszy niz 6 stopni. W
tym przypadku nalezy nacisng¢ réwnoczesnie klawisze ,Shift/T emp” oraz przycisk obrotéw w prawo lub
przycisk obrotow w lewo, az lampka zaswieci sie.

Uwaga:
Kiedy lampka — sygnalizator $wieci sie,
wskazuje to iz mozliwe jest przeprowadzenie
procedury zerowania. Ogladana w okularze
linia graniczna pomigdzy pétkolami powinna
by¢ pionowa.
Jezeli linia graniczna obserwowana w
okularze jest pionowa a mimo to lampka nie
Swieci sig oznacza to, Ze pole obserwacji
obrécone jest o 180°. W tym wypadku nalezy
przycisngc¢ rownoczesnie i przytrzymac
przyciski "Shift/Temp” oraz ,Obrét w prawo”
lub,, Obrot w lewo” az do chwili, gdy lampka sie za$wieci.

Linia graniczna

» Po upewnieniu sig, ze lampka sie $wieci, nalezy wyréwnac jasnos¢ obu potkul obserwujac je poprzez
okular, rownoczesnie naciskajac przycisk ,obrot w prawo” lub ,obrét w lewo”.

Kiedy prawa pétkula jest jasniejsza to przyciskamy ,0brét w prawo” az do
wyrownania jasnosci potkul.

Kiedy lewa pétkula jest jasniejsza to przyciskamy ,obrét w lewo” az do
wyréwnania jasnosci potkul

* Powyréwnaniu jasnosci pdtkul nacisnag przycisk” ZERO SET"

» Nalezy upewnic sig, ze wyswietlacz pokazuje wartosé 0.00 (lub 0.0. gdy wybrano skale cukrowq)

Po tych czynnosciach aparat jest wykalibrowany (tzn. ma ustawiong warto$¢ kata skrecania na zero dla wody
destylowanej).



7. Sposéb pomiaru

Uwaga:

» Za kazdym razem po wigczeniu aparatu na wySwietlaczy pojawig sie cyfry 0.00 lub 0.0. Pomimo fo
zalecane jest przeprowadzenie kalibracji za kazdym razem, gdy wigczamy aparat i rozpoczynamy prace.

* Aparat posiada funkcje autowytaczenia gdy nie jest uzywany przez diuzej niz 5 minut. Aby powrdcic¢ do
trybu pracy nalezy nacisnac przycisk , Shift/T emp”. Na wyswietlaczu pojawig sie znowu wartosci ostatnio
mierzonych probek.

*  Przed pomiarem nalezy sprawdzié, w jakim trybie ustawiony jest przetgcznik skali. Przetgcznik w lewej
pozycji ustawiony jest na skale w stopniach skrecania ,DEG” a w pozycji lewej w stopniach skali cukrowej
»Z". Na czas transportu przetacznik ustawiony na kat skrecania ,DEG”.

Pomiar:
»  Napetni¢ rurkg pomiarowg badana prébka i umiesé ja w centrum gniazda pomiarowego.
¢ Obserwowac pétkola poprzez okular. Ich jasnosé moze byé rézna
o Kiedy prawe poétkole jest jasniejsze, naciskamy przycisk ,obrét w prawo” obserwujgc ciggtg
zmiang jasno$ci obu pétkul jak to pokazano na rysunku.

Na wyswietlaczu Odczytaj wartosé
Jest wartosé 0° z wydwietlacza

Mimo ze prawe potkole bylo jaéniejsze na poczatku to teraz stato sie ciemniejsze a w fazie

srodkowej jasnos¢ obu pdtkul byta jednakowa. Przy takim wiasnie obrocie rurki mozemy odczytad
warto$¢ skrecania dia naszej prébki.

o Kiedy lewe potkole jest jasniejsze naciskamy przycisk ,obrét w lewo” obserwujac ciagta zmiane
jasnoéci obu potkul jak to pokazano na rysunku. '

Na wyswietlaczu Odczytaj wartosé
Jest wartosc 0° z wySwietlacza

Mimo ze lewe potkole byto jasniejsze na poczatku to teraz stato sie ciemniejsze a w fazie
srodkowej jasnos¢ obu pétkul byta jednakowa. Przy takim wiasnie obrocie rurki mozemy odczytac
wartos¢ skrecania dla naszej probki.




8. Metody wyréwnania jasnosci pétkul

Nacisnij przyciski ,Shift/Temp” i ,Obrét w prawo” lub ,Obrét w lewo” (szybkie obroty) az do chwili gdy jasnosé
potkul jest w przyblizeniu taka sama. Nastepnie przyciskajac tylko przyciski "Obrét w prawo” lub ,Obrét w lewo”
(wolne obroty) doprowadzamy do precyzyjnego wyréwnania jasnosci a nastgpnie odczytujemy wartosé z
wyswietlacza.

Zaleca sie, aby procedure pomiaru powtarzaé 3 do 5 razy i wyciggac $rednig z pomierzonych wartosci.

Naciskajac ,Obrot w prawo” powodujemy przyciemnianie prawego potkola a naciskajac ,Obrét w lewo”
powodujemy przyciemnianie lewego pétkola.

Jezeli jest niewielka réznica w jasnosci pomiedzy pétkolami to wtedy przyciskamy tylko ,Obrét w prawo” i na
zmiane ,Obrét w lewo” az do wyréwnania jasnosci potkul.

W przypadku, gdy trudno jest uzyskac réwng jasnosé obu potkul, moze by¢ to spowodowane zbyt duzym
wstepnym obrotem prébki. Nalezy przycisnaé , Shift/T emp” i ,Obrét w prawo” lub ,Obrét w lewo” az na
wyswietlaczu ukazg sig wartosci 0.00 lub 0.0, po czym jeszcze raz rozpoczad pomiar.

Na koniec dnia pracy nalezy wartoéci na wyswietlaczu ustawié¢ na +0". W tym celu nalezy nacisnaé przycisk

»Shift'Temp” i ,Obrét w prawo” lub ,Obrét w lewo” az do uzyskania wartosci ,0.00” fub ,0.0".
Utatwia to rozpoczecie procedury kalibracji przy kolejnym wigczeniu aparatu.

9. Odczyt temperatury

By odczytac temperature w gniezdzie pomiarowym,
przytrzymujemy przez 2 sek. przycisk "Shift/Temp”.

Po jego uwolnieniu wyéwietlacz powraca do normailnego trybu ‘
27.5 c




10. Uwagi dotyczace pomiarow

e Jezeli koncentracja probki jest zbyt duza, niejednorodna lub zbyt mato przezroczysta, moze to prowadzié¢
do biednych wynikow. Zalecane jest w takich przypadkach pozostawienie prébki w gniezdzie
pomiarowym na kilka minut az warunki pomiaru ustabilizuja sie.

» Jezeli probka nie jest przezroczysta nalezy jq przefiltrowaé jak najdokiadniej jak to mozliwe. Jezeli dalej
jest trudno jest dokonac¢ pomiar, istnieje podejrzenie, ze dia danej probki rurka pomiarowa jest zbyt dtuga
czyli dystans penetracji promienia przez prébke jest zbyt duzy.

» Jezeli objeto$¢ probki jest mata, nalezy uzyé specjalnych rurek (opcja) o pojemnosci 1,0 lub 1.5ml.
Zakupu tych opcjonalnych rurek oraz zestawdw do filtracji mozna dokonaé u dealera Agato w Polsce
firmy Conbest.

 Mutarotacja
Zanim glukoza-D zostanie rozpuszczona w wodzie wystepuje ona w formie alfa-czgsteczek. Po
rozpuszczeniu w wodzie alfa-czasteczki ciagle zmieniajg sie w beta-czasteczki.
Czasteczki typu alfa i beta roznig sie do siebie a zatem wykonujac pomiar, w gdy w roztworze nie
catkowicie rozpuszczone sg czasteczek glukozy-D wynik pomiaru moze ulegaé zmianie w czasie.
Poprawng wartos¢ uzyskamy, gdy wszystkie czasteczki alfa zZmienig sie w czasteczki beta. Takie

Zjawisko nazywamy mutarotacja. Zwracamy uwage na wystepowanie tego zjawiska przy wykonywaniu
pomiaréw w Panstwa prébkach.

11. Co oznaczaja mierzone wartosci

» Jezeli poznamy wartoé¢ kata skrecania probki to mozemy obliczy¢ koncentracje aktywnych czastek w tej
probce wg wzoru:

[3

C — koncentracja aktywnych czastek w probce (g/100ml)
a — mierzona warto$¢ (kat skrecania)
100a I — dt rurki obserwacyjnej x 1dm = 100mm
e — aw — wzgledny optyczny kat skrecania
I x (aw)'p t — temperatura C :
D — symbol wskazujgcy ze pomiar wykonano przy uzyciu $wiatla
o dtugosci fali 589nm ( tak jest w przypadku Polax-2L)
Przykiad:
Przy pomiarze wodnego roztworu prébki L-sodium Ascorbate w rurce 100mm (1dm) odczytano wynik
3.25°
Wzgledny optyczny kat skrecania dia L-sodium Ascorbate wynosi 116°
A zatem
100a 100x3.25
C= = =2.80
I x (aw)’ 1x 116

Z réwnania wynika, ze koncentracja w prébce L-sodium Ascorbate wynosita 2.80 g/100mi.



*  Wzgledny kat skrecania (aw)'p substancji optycznie czynnych mozna obliczy¢ poprzez doktadnie
zwazenie a nastepnie rozpuszczenie w optycznie nie aktywnej cieczy. Zaleca sig, aby zaznaczaé w jakiej
cieczy substancja jest rozpuszczona, gdyz wzgledny kat skrecania zalezy od rodzaju rozpuszczalnika.

100a
(aW)tD S SO S—
|xC

» W przypadku czystych cieczy

100a d= gestosc

Jezeli znamy wzgledny kat skrecania dla prébki, zgodnie z powyzszym réwnaniem wygodnie jest takze
okresli¢ czystosé probki. ‘

12. Sprawdzenie i wymiana bezpiecznika.

Uwaga:
Przed wymiang bezpiecznika wylgczyé kabel zasilajgcy z sieci.
»  Odkreci¢ gniazdo bezpiecznika i wyjaé bezpiecznik.

e Sprawdzi¢ czy bezpiecznik zostat przepalony. Jezeli optyczna ocena nie jest miarodajna nalezy
sprawdzi¢ oporno$¢ uzywajac omomierza. Jezeli opér wynosi ok. 0Q oznacza to, ze bezpiecznik jest
dobry.

o Jezeli bezpiecznik jest przepalony, wymieniamy go na nowy, typ- F 1A, 250V nr katalogowy RE5784:

e Po wilozeniu bezpiecznika do gniazda catosé montujemy w odwrotnej kolejnosci.



