Polarimetrie (2. LF UK)

Zadani ulohy

= Urlete koncentraci vzorku glukézy.
= Provedte standardizaci pristroje.
= Urlete specifickou otacivost glukézy pomoci vzorku o zndmé koncentraci.
= Na zdkladé zmérené specifické otacivosti glukézy urcete koncentraci glukézy ve vzorku s nezndmou
koncentraci.

Teoreticky uvod

Polarimetrie je metoda zaloZzend na jevu, pfi kterém tzv. opticky aktivni latky staci rovinu polarizovaného svétla. Na
zdkladé tohoto jevu Ize stanovovat napr. koncentraci latky v roztoku ¢i identifikovat nezndmou latku v roztoku. V
mediciné se polarimetrie pouziva napriklad pri méreni koncentrace glukézy v moci.

Svétlo a jeho polarizace

Svétlo je pricné elektromagnetické vinéni, kdy vektor E intenzity
elektrického pole a vektor H intenzity magnetického pole jsou na sebe
navzajem kolmé a zaroven jsou kolmé na smér Sifeni vinéni (tj. na fazovou
rychlost vinéni). Vektory E a H kmitaji v navzajem kolmych rovinéch s
konstantni fazi.

U prirozeného svétla je vSak smér vektoru E v dané roviné zcela nahodily.
Takové svétlo oznacujeme jako nepolarizované. K méreni otacivosti
opticky aktivnich Iatek tedy nejdrive potrfebujeme svétlo zpolarizovat a
ziskat tak svétlo linearné polarizované, tj. svétlo, jehoz vektor E kmitd F|
stale v jedné roviné.

. . elektromagnetické vinéni
Polarizovat Ize v podstaté dvéma zpUsoby:

= Odrazem - pfi dopadu nepolarizovaného svétla pod tzv.

Brewsterovym Uhlem na rozhrani dvou prostredi dochazi k Gplné : s rd m
(linedrni) polarizaci odrazeného svétla (svétlo je polarizovano . \ klj
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v roviné kolmé na rovinu dopadu). Intenzita takto polarizovaného
svétla je vsak pomérné nizka. Brewsterlv Uhel je specificky pro rlizné
latky.

= Lomem, resp. dvojlomem - tedy prlchodem svétla anizotropnim
prostredim (prostredim, ve kterém rychlost svétla zavisi na sméru
$ifeni a polarizaci - rychlost svétla je tedy v r@znych smérech
odlisnd). Svételny paprsek se v anizotropnim prostredi rozdéli na dva
paprsky - fadny (ordinarni) a mimoradny (extraordinarni), dochazi
tedy k dvojlomu. Intenzita plvodniho paprsku se déli mezi dva nové
vzniklé. Nejbé&znéjSimi prirozené opticky anizotropnimi ldtkami jsou
krystaly. Existuji v nich jeden nebo dva sméry, ve kterych k dvojlomu
nedochazi, nazyvaji se opticka osa krystalu. Tato osa spolu
s dopadajicim paprskem urcuje rovinu hlavniho rezu. Vznikly
ordindrni paprsek je polarizovan v roviné hlavniho rfezu,
extraordinarni potom v roviné k ni kolmé.

Polarizace svétla Nikolovym hranolem

Polarizatory

K polarizaci svétla se nejCastéji vyuzivaji Nikolovy hranoly, jedna se o krystaly
dvojlomného islandského vapence, které jsou slepené kanadskym balzdmem.
Sténa, na niz dopada svétlo, je zbrousena do Uhlu 68°. Index lomu kanadského
balzdmu je tak maly, Ze na vrstvé balzdmu dochazi k odrazu rddného paprsku a
nasledné k jeho pohlceni zacernénou bo¢ni sténou. Mimoradny paprsek prochazi
hranolem v pfimém sméru beze zmény, je linedrné polarizovany.

. . v v . . oy . , Y Optické izomery aminokyselin
Polarizatory je mozné vyuzit také k analyze jiz polarizovaného svétla. Tyto tzv. P Y yeenny

analyzatory jsou zkonstruovany takovym zplsobem, aby intenzita prochazejiciho
paprsku vypovidala o sméru polarizace. Rovinu polarizace paprsku pak mizeme urcit natd¢enim analyzatoru.

Opticky aktivni latky

Opticky aktivni latky jsou takové latky, které maji schopnost stacet rovinu polarizovaného svétla. Tato schopnost

otacet rovinu polarizovaného svétla je zapri¢inéna optickou izomerii, kterd se vyskytuje u chirdlnich latek tvorenymi
dvéma enantiomery (optické antipody). Chiradlni molekula je takovd molekula s usporddanim atomd, které nejde
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ztotoZznit se svym zrcadlovym obrazem. Proto enantiomery jsou prostorové izomery, které maiji stejné fyzikalni
vlastnosti kromé interakce s polarizovanym svétlem, ale jejich prostorové usporadani je takové, ze jsou si vzajemné
zrcadlovymi obrazy. Chemické vlastnosti enantiomer( zavisi, zda interaguje s jinou chirdini latkou. Chiralita m@ze
byt zapric¢inéna pritomnosti jednoho ¢i vice tzv. chirdinich uhlik v molekule slou¢eniny. Chirdlni uhlik je uhlik, ktery
ma Ctyri rlizné subtituenty. Diky tomu se latka mUze vyskytovat ve dvou zrcadlové symetrickych prostorovych
formach. Typické opticky aktivni latky jsou organické slouc¢eniny jsou napfiklad aminokyseliny a sacharidy.

Opticka a specificka otacivost

Opticka otacivost je velicina, ktera charakterizuje schopnost latek stacet
rovinu polarizovaného svétla. Zavisi na nékolika parametrech: na tloustce
vrstvy, na teploté, na rozpoustédle, na koncentraci latky a na vinové délce
svétla. Celkova otacivost ¢ je podle Biotova zakona primo Umérna
koncentraci roztoku a tloustce vrstvy:

a=la]-l-c ‘
nebo pokud je koncentrace c udédna v g/100 ml: @
[a] ‘l-c shalyeer viewér
B — Schéma polarimetru
100

Specificka otacivost [a] je pak definovana jako Uhel, o ktery se otoci rovina polarizovaného svétla (o vinové délce
A =589,3 nm) pri jednotkové tloustce /(1 dm), jednotkové koncentraci ¢ (1g/100ml) a za teploty 20 °C.

Polarimetr

Polarimetr je pristroj, kterym mérime optickou otaclivost latek. Je tvoreny dvéma zakladnimi polarizacnimi
zarizenimi - polarizdtorem a analyzatorem. Polarizator je ¢ast, kterd slouZzi jako ,,ménic" svétla emitovaného
vybojkou na svétlo polarizované. Polarizované svétlo pak prochdzi skrze roztok opticky aktivni latky v kyveté, ktera
je vlozena mezi analyzator a polarizator. V roztoku se rovina svétla stoci a takto polarizované svétlo dopadd na

analyzator.

Polarimetry se vyuzivaji napriklad v chemickém, farmaceutickém nebo potravinarském prémyslu.

Stanoveni koncentrace glukézy ve vzorku
Postup pii méreni pomoci polarimetru Kriiss P1000

V praktickych cvi¢enich se pracuje s polarimetrem Kruss P1000. Mezi
analyzator a polarizator se vlozi kyveta, kterd je naplnéna roztokem se
zkoumanou latkou (opticky aktivni). Analyzator Ize pootacet vici
polarizatoru, Uhel pootocCeni se poté odecitd na noniové stupnici. Pokud
jsou analyzator a polarizator vzajemné pootoceny o 90°, neprochazi skrz
zadné svétlo. Jsou-li jejich roviny shodné, prochazi svétlo v maximalni
intenzité. Zdrojem svétla je sodikova vybojka, ze které do polarizatoru
vchazi svétlo zluté bravy (A = 589,3 nm ). Po vlozeni kyvety se vzorkem
opticky aktivni latky se zméni transmise svétla na jinou hodnotu. Abychom
opét vidéli svétlo s plvodni intenzitou, je tfeba pootocit analyzatorem o
urcity Uhel. Tento Uhel definuje specifickou otacivost dané latky.

Pro lidské oko je vSak velice obtizné nalézt nejtmavsi ¢i nejjasnéjsi pole,
vhodnéjsi metodou je tedy porovnavani jasu dvou sousednich poli. Proto
se mezi kyvetu a samotny polarizator pridava dalsi polarizujici ¢lanek, Polarimetr Kriiss P1000 s kyvetou
ktery pootdci polariza¢ni rovinu ¢asti paprsku, takze na samotny

analyzator dopada svétlo rozdélené do dvou svazkl paprskd, které maji

réizné pootocené polariza¢ni roviny.

V zorném poli pak vidime ¢ast tmavou a ¢ast svétlejsi. Tyto ¢asti by mély
byt dobre odliSiteIné s ostrymi hranicemi. Poté pootocime polarizatorem
tak, aby obé casti byly stejné svétlé - dosdhneme tzv. optické nuly, a tedy
eliminujeme hranici mezi nimi. Samotny Ghel, o ktery je analyzator ve
vysledku otocen vic¢i polarizatoru, je roven Uhlu stoceni svétla touto

opticky aktivni latkou.

Svételnd pole v okularu polarimetru

v

Na biofyzikdlnim praktiku budete v okuldru pozorovat pole rozdélené do tri ¢asti. Pri otdleni analyzatoru méni
stfedova ¢ast zorného pole relativni intenzitu vaci okrajovym ¢astem.

V pripadé, Ze je relativni intenzita vSech ¢asti zorného pole stejnd, dosahli jste optické nuly.
Noniova stupnice je tvorena dvéma ¢astmi. Je tvorena hlavni stupnici (vnéjsi na polarimetru) pro odecitani celych

stupnd, kterd ma hlavni déleni po 10° a vedlejsi déleni po 1°, a vedlejsi stupnici (vnitfni na polarimetru) pro
odecitani hodnoty za desetinnou ¢arkou, kterd ma hlavni déleni po 0.1° (Pozor jsou zobrazeny pouze hodnoty 0.0,
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0.2, 0.4, 0.6, 0.8 a 1.0.) a vedlejsi déleni je po 0.05°. Pro urceni celé ¢asti stupné (hodnota pred desetinou ¢arkou)
najdeme na vedlejsi stupnici 0 a na protéjsi hlavni stupnici odec¢teme nejblizsi nejmensi hodnotu. Pri odecteni

Vv

desetinné Casti hleddme dilek na vedlejsi stupnici, ktery je v nejlepSim prekryvu s nékterym dilkem z protéjsi hlavni
stupnice (Pozor v pripadé, Ze je desetinnd ¢ast hledané hodnoty rovna nule, tak jsou obé hodnoty 0.0 a 1.0 na

vedlejsi stupnice v nejlepsSim prekryvu s hlavni stupnici.).
Poznamky

= Sodikovou lampu polarizatoru je nutno zapnout 5 minut pred
zahdjenim méreni, aby se stabilizoval jeji svételny tok. Lampu
vypindme az po dokonceni celého cviceni, nikdy v jeho pribéhu.

= Tabulkova hodnota specifické otacivosti glukdzy [a]%’ C =525

= Kyvety nikdy neotvirejte. Kyvetu do polarimetru vklddejte opatrné a
dbejte na to, aby byla okénka na koncich kyvety vzdy ista a sucha.

Krok 1 - Standardizace pristroje

Pfed samotnym mérenim specifické otacivosti a uréeni nezndmé
koncentrace glukdzy je tfeba provést standardizaci méreni. Jednd se o
takzvanou korekci nulového bodu a dlvody pro tuto korekci, jsou
nekorektni zarovnani a znecisténi optickych prvka.

1. Pro toto méreni pouzijte 10 cm dlouhou kyvetu s destilovanou
vodou oznacenou DW (distilled water). PFi vkladani kyvety musite
pripadné bubliny zachytit ve vyduti kyvety. Nikdy se
nedotykejte konct kyvety, aby nedoslo k jejich zneéisténi.
Kyvety jsou ulozeny v lednici.

2. Do prostoru pro kyvetu vilozte kyvetu s destilovanou vodou a
nastavte noniovu stupnici na hodnotu mimo 0° (napr. 10°). P¥i
odecitani hodnot na noniové stupnici pouzivejte dvé ¢ocky
umisténé (vpravo a vlevo) na nastavci okularu.

3. Provedte zaostreni okuldru (otocny krouzek na okularu), tak aby
byly vidét v okuldru dvé ostrd rozhrani mezi tfemi oblastmi.

4. Potom otacejte analyzatorem smérem k 0° dokud v okuldru
nevymizi rozhrani mezi tfemi oblastmi a intenzita je pro jednotlivé
oblasti stejna.

5. Odectéte hodnotu na noniové stupnici a zapiste do protokolu.

6. Méreni opakuj pétkrat a odectené hodnoty zaznamendavejte do
protokolu (kazdy ¢len tymu by se mél pri téchto méreni vystridat).
Nezapominejte pred kazdym mérenim pootocit analyzatorem, tak aby
v okuldru vymizela stejna intenzita oblasti a objevila se jednotliva
rozhrani mezi nimi (kazdy ¢len tymu by si mél upravit zaostreni
okularu, tak aby mu vyhovovala ostrost rozhrani).

7. Vypocitejte prdmérnou hodnotu a smérodatnou odchylku.

s v

Krok 2 - Stanoveni specifické otacivosti glukézy

Na zdkladé méreni otacivosti roztoku glukézy o zndmé koncentraci urcete
specifickou otacivost glukézy. Vysledek porovnejte s tabulkovymi
hodnotami.

1. Pro méreni specifické otacivosti pouzijte 20 cm dlouhou kyvetu, ve
které je roztok glukézy v destilované vodé o koncentraci 10g/100ml.
2. Do prostoru pro kyvetu viozte kyvetu s roztokem o znamé
koncentraci a nastavte noniovu stupnici na hodnotu 0°.

3. Provedte zaostreni okuldru, tak aby byla vidét v okuldru dvé ostra
rozhrani mezi tfemi oblastmi.

4. Potom otacejte analyzatorem, dokud v okuldru nevymizi rozhrani
mezi tfemi oblastmi a intenzita je pro jednotlivé oblasti stejna.

5. Méreni opakuj desetkrat podobné jako pfi standardizaci a odectené
hodnoty na noniové stupnici zapisujte do protokolu.

6. Vypocitejte primérnou hodnotu a smérodatnou odchylku.

Noniova stupnice polarimetru

kyvety

7. Vypocitejte korekci optické otacivosti, kterou ziskate odectenim primérné hodnoty otacivosti pfi
standardizaci méreni od primérné hodnoty optické otacivosti vzorku se zndmou koncentraci glukézy.
8. Vypocitejte specifickou otacivost glukdzy pomoci Biotova zakona a do protokolu uvedte jeji hodnotu a

vzorec, ktery jste pouzili.

9. Vyslednou specifickou otacivost glukézy porovnejte v diskuzi s tabulkovou hodnotou.

Krok 3 - Stanoveni koncentrace glukézy v neznameém vzorku

Na zakladé méreni optické otécivosti urete vyslednou koncentraci opticky aktivni l1atky (glukézy) v roztoku za

pouziti specifické otadcivosti vypoctené v predchozim kroku.

1. Pro méreni nezndmé koncentrace pouzijte 10 cm dlouhou kyvetu, ve které je roztok vzorku glukézy v
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destilované vodé o neznamé koncentraci.
2. Do prostoru pro kyvetu vlozte kyvetu s roztokem o nezndmé
koncentraci a nastavte noniovu stupnici opét na hodnotu 0°.

3. Provedte zaostreni okuldru, tak aby byla vidét v okuldru dvé ostra

rozhrani mezi tremi oblastmi.

4. Potom otacejte analyzatorem, pokud v okuldru nevymizi rozhrani

mezi tfemi oblastmi a intenzita je pro jednotlivé oblasti stejna.
5. Méreni opakujte desetkrat podobné jako pri predeslych dvou
mérenich a odectené hodnoty na noniové stupnici zapiste do
protokolu.

6. Vypocitejte primérnou hodnotu a smérodatnou odchylku.

7. Vypocitejte korekci optické otacivosti, kterou ziskate odeltenim
prdmérné hodnoty otacivosti pfi standardizaci méreni od primérné
hodnoty optické otacivosti vzorku s nezndmou koncentraci glukézy.
8. Vypocitejte pomoci Biotova zdkona vyslednou koncentraci glukézy

pomoci zmérené specifické otacivosti v prfedeslém Ukolu a do
protokolu uvedte jeji hodnotu a vzorec, ktery jste pouzili.

Kontrolni otazky

1. Jaky je princip polarimetrie?
2. Co je svétlo?
3. Jaké jsou slozky svétla?

4. Jak se Sifi vektor intenzity elektrického pole E a vektor intenzity

magnetického pole H?

5. Jak se Sifi vektor intenzity elektrického pole v nepolarizovaném
svétle?

6. Jak se Sifi vektor intenzity elektrického pole v polarizovaném
svétle?

7. Jak ziskdme linearné polarizované svétlo?

8. Jaky je princip linedrni polarizace svétla pomoci odrazem?

9. Jaky je princip linedrni polarizace svétla pomoci lomem?

10. Co je opticky aktivni latka?

11. Na ¢em zavisi opticka otacivost?

12. Jakym zdkonem je popsand optickd otalivost?

13. Co je specificka otacivost?

14. Na ¢em zavisi specificka otacivost?

15. Z ¢eho se sklada polarimetr?

16. Jaka je pouzita vybojka v polarimetru Kriiss P10007?

Pohled na stupnici polarimetru ukazujici
hodnotu optické otacivosti 9,30° na levé i
pravé strané

Hlavni stupnice
Main scale
50 60 ?9/3""5 80
(LU
T
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58,00

58,00 + 0,45 = 58,45

Vernier (nonius) stupnice
Vernier scale

Vernier

17. Jaka je vinovd délka svétla pouzité vybojky v polarimetru Kriiss P1000?

Prilohy

Videotutorial

<mediaplayer width="500" height="300">https://www.youtube.com/watch?v=hSrNKhLgFmO0O</mediaplayer>
Poznamka k videu: Kyveta se nechyta za koncové Casti, protoZze dochazi k uspinéni sklicka. Ve videu neni drzena

spravné, méjte toto na paméti pri praktiku.
Odkaz
Souvisejici ¢clanky

Portal:BiofyzikdIni praktikum (2. LF UK)
Polarimetrie

Viditelné svétlo

Elektromagnetické spektrum
Magnetické pole

Polarizace_svétla

Externi odkazy

Polarimetrie (Ceska wikipedie)

Polarimetr (¢eska wikipedie)

Biotovy zdkony (Ceskd wikipedie)
https://www.kruess.com/en/produkte/polarimeters-en/p1000-led/
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