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COULOMETRIE
Coulometrické stanoveni médi ve viné pomoci
laboratorniho analyzatoru EcaFlow 150GLP

CILE ULOHY

e pomoci coulometrického analyzatoru EcaFlow 150GLP stanovit mnozstvi médi ve viné

UKOLY:
11.1. Seznameni s metodou
11.2. Stanoveni médi ve vingé
11.2.1. Pfiprava kalibra¢nich roztokt
11.2.2. Piiprava vzorku k analyze.
11.2.3. Méfeni kalibracnich zavislosti a vzorku vina

11.2.4. Vyhodnoceni analyzy

Pristroje a zaiizeni:

Automaticky laboratorni analyzator EcaFlow 150GLP, kompaktni pritokova cela s pracovni porézni uhlikovou
elektrodou E53Au, centrifuga EBA 20.

Chemikdlie:
Siran méd’naty CuSO,4.5H,0 (M = 249,68 g.mol ™), zakladni elektrolyt R-013 ( obsahujici < 1% HCI)
Sklo:

Kéadinka 100 ml (1x), kadinka 400 ml (1x), odmérna baiika 1000 ml (2x), odmérna banka 500 ml (1x), odm&rna
banka 50 ml (2x), navazovaci lodi¢ka (1x), pipetovaci balonek (1x), chemicka 1zicka, centrifugacni zkumavka
(2x), pipeta nedélena 5 ml (1x), injekeni stiikacka, filtr pro analyzovanou latku.

11.1. SEZNAMENI S METODOU

PRINCIP:

Coulometrické metody jsou zalozené na uplné pfeméné stanovované latky na jinou formu v rozdilném
oxida¢nim stupni. V coulometrii, ktera ma v soucasnosti mnohem vétsi vyznam, nez elektrogravimetrie, se meti
elektricky naboj potiebny k tplné pfeméné stanovované latky na jinou formu v rozdilném oxidac¢nim stupni.
Stanoveni je zalozeno na méfeni naboje potiebného na tiplny pribéh prislusné reakce. Z tohoto naboje se
s vyuzitim Faradayova zakona vypocita hmotnost slozky:
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kde: m — hmotnost elektrolyzované slozky
Q — elektricky naboj
M — molarni hmotnost elektrolyzované slozky
z — pocet elektrontl vyménovanych pfi elektrodovém déji
F — Faradayova konstanta ( F = 96500 C.mol™)

Prubéh oxidace se sleduje méfenim potencialu porézni elektrody. V pribéhu oxidace se potencial méni
pomalu, po Uplném zoxidovani kyseliny askorbové dochazi ke skokové zmeéné potencialu, coz indikuje konec
vniting elektrodové titrace. Ziskany signal At/AE = f(t) ma tvar piku, jehoz plocha odpovida pfechodovému ¢asu
T umérnému koncentraci analytu ve vzorku. Koncentrace analytu ve vzorku se vypocita pomoci Faradayova
zakona:

c " 1 IV
= = 7 T 14 - o, - :Z- AV
kde: ¢ — molarni koncentrace analytu ve vzorku v mol.dm™,

p — hmotnostni koncentrace analytu v g.dm™,

I — konstantni elektroanalyticky proud v A (rozpoustéci proud),
T — pfechodovy ¢as v s,

R — proudovy (elektrolyticky) vytézek,

z - poCet elektronti vyménovanych pfi elektrodovém déji

F — Faradayova konstanta ( F = 96500 C.mol™),

V — davkovany objem vzorku v dm~,

M - molarni hmotnost analytu v g.mol ™.

Podminkou spravného uplatnéni Faradayova zakona je, Ze na pracovni elektrodé bude probihat pouze
jedina reakce se 100% proudovym ucinkem.

11.1.1. OBECNA INSTRUMENTACE

Coulometricky pfistroj EcaFlow 150GLP vyuziva principy prutokové elektrochemie, coulometric a
coulometrickych titraci. Méteni a davkovani vzorku je plné fizeno pocitacem a probiha zcela automaticky.
Naméfteny signal se automaticky koriguje na signal pozadi ziskaného méfenim ¢istého elektrolytu.

EcaFlow 150GLP je kompaktni laboratorni analyzator fizeny pocitacem na stanoveni nejenom
stopovych,ale i vysokych koncentraci, kovii, polokovt a nékterych nekovi.. Obsahuje métici jednotku
s mikropocitatem a pratokovym peristaltickym systémem, ktery je umistény na pfednim panelu pfistroje.
Soucasti pfistroje je kompaktni prutokova cela s pracovni porézni uhlikovou elektrodou z inertniho
materialu, pomocnou platinovou a termodynamickou chloridostfibrnou referen¢ni elektrodou. Cela se vyznacuje
velmi vysokou elektrochemickou G¢innosti, to umoziuje tplné vylouceni stopovych prvkii na povrchu pracovni
elektrody. Z tohoto diivodu je napt. mozné stopové prvky méfit bez potieby kalibrace.
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Obr.1: Sestava prutokového laboratorniho analyzatoru EcaFlow 150GLP

Systém podporuje bezkalibra¢ni techniku analyzy, metodu kalibraéni kiivky a techniku ptidavkd

standardu.

Ridici jednotka se sklada z napajeci ¢asti, fidiciho procesoru, A/D a D/A pievodnikii a vykonnym
potenciostatem a galvanostatem. Kompaktni pritokovy systém je fizen fidici jednotkou a pracuje zcela
automaticky. Obsahuje pocitacem fizené elektromagnetické ventily na pfepinani mezi vzorky, elektrolytem a
standardem. Roztoky jsou do pfistroje vhanéné peristaltickym cerpadlem.

Galvanicka rozpoustéci chronopotenciometriec (SCP = stripping) — elektrochemickd metoda na
stanoveni zejména stopovych koncentraci latek vyloucenych na pracovni elektrodé a zpétné rozpusténych
konstantnim proudem, ze zmény potencialu pracovni elektrody se urci doba trvani rozpousténi vyloucené latky
(chronopotenciometricky Cas), ktera je umérna koncentraci analytu v analyzovaném vzorku. Zména potencialu
pracovni elektrody v prubéhu rozpousténi E = f(t) ma tvar oxidacné-redukéndi titraéni kiivky. Z této zavislosti je
mozné zjistit hodnotu tzv. prechodového casu. Pivodni zavislost E = f(t) se pfimo pomoci softwaru
pretransformuje na zavislost At/AE = f(E). Viny v ptivodnim zaznamu (odpovidajici rozpousténi urcité latky) se
meéni na pik, jejichz plocha udava piechodovy ¢as. DalSimi parametry rozpoustéjiciho piku jsou poloha maxima
piku E,, vyska a Sitka piku v poloviéni vySce. Poloha piku zavisi na charakteru pouzitého elektrolytu a na
rozpoustécim proudu. Sitka piku je ovlivnéna velikosti rozpoustéciho proudu, hydrodynamickymi poméry
v elektrodé, ptitomnosti komplexotvornych latek pii rozpousténi, vodivosti roztoku a je ovlivnéna i kvalitou
elektrodového materialu.

Chronopotenciometricky pfechodovy ¢as — doba trvani elektrochemické zmény (napt. oxidace) latky na
povrchu pracovni elektrody nebo v diftizni vrstvé, tj. doba potfebnd na rozpusténi urcitého depozitu (latka
vyloucena na pracovni elektrodg).

Potenciostatické nahromadéni — nahromadéni analytu z proudiciho roztoku pfi konstantnim potencialu
pracovni elektrody. Galvanostatické nahromadéni — nahromadéni analytu z proudiciho roztoku pomoci
konstantniho proudu vlozeného na pracovni elektrodu.
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Obr.2: Popis predniho panelu piistroje
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kde: 1 — pratokova schéma,
2 — elektrochemicka cela EcaCell,
3 — drzak filtru,
4 — peristaltické cerpadlo s ramenem pro uchyceni pratokovych hadicek.

Obr.3: Popis zadniho panelu pfistroje
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kde: 5 — pojistky,
6 — sériovy (COM) port RS232,
7 —zasuvka pro napéajent,
8 — hlavni vypinac.

Obr.4 Popis méfici cely EcaCell 353c (A)

kde: 1 —vystup,
2 — referenéni elektroda,
3 — pomocna elektroda,
4 — uzavér referencni elektrody,
5 — pracovni elektroda,
6 — drzéak pracovni elektrody,
7 — vstup.
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11.1.2. OBECNA CHARAKTERISTIKA VINA

Voda
Podle odrudy obsahuje vino 80 % fyziologické vody. Obsah vody v bobulich je redukovan pozdnim sbérem.

Alkohol

Hlavni alkohol tvoii ethylalkohol (CH;CH,OH), vznika alkoholickym kvaSenim cukru. Jeho obvyklé mnozstvi
se pohybuje od 9 do 15 % v litru, kazdy vyrobce jej uvadi. Nezadouci, ve zdravych vinech, velmi maly podil
tvoii metylalkohol. Vyssi alkoholy jsou obsazeny minimalnég, spolu s metylalkoholem zpisobuji bolesti hlavy.

Barviva

Modré odriidy révy vinné obsahuji cervena barviva antokyany, které pfechazi do vina v dob¢& nakvaseni ze
slupek bobuli. Jelikoz nejsou tato barviva obsazena v duzning, lisovanim hroznti bez nakvaseni vyrobime bilé
nebo rizové vino. Vyjimku tvofi tzv. barvitky, které obsahuji antokyany také v duzniné. Mnozstvi antokyanti ve
ving je dan odridou, piidnimi podminkami, také zpisobem osetfovani vina. Jejich mnozstvi mize dosahnout
hodnoty az 3 g na litr. Slupka bobuli bilych odrid obsahuje zluta barviva flavonoidy a xantofyl.

Aromatické latky

Jsou zastoupeny velkym mnozstvim latek, nékteré z nich patii do skupiny fenolickych latek. Jsou to prevazné
estery, ty vznikaji slou¢enim kyselin a alkoholli. Nejvyraznéji jsou zastoupeny etylacetat, izoamilacetat,
etylformiat. Koncentrace latek se 1isi riznorodosti odrid. Aromatické latky davaji vinim chut’, viini a celkovy
odriidovy charakter.

Trisloviny

Jejich obsah se pohybuje kolem 2 g na litr. Natrpkla ptichut a cervené barvivo je dikazem ptitomnych tanind,
které se do vina dostavaji v dob¢ fermentace ze slupky, pecicek a trapiny. Vino, které dal zraje v sudech stejné
tak vina pripravovana v dubovych sudech technologii barique jsou obohacena o dalsi skupinu tfislovin - vanilin,
kumarin, atd.) Taniny jsou jako polyfenolické latky také vyznamnymi antioxidanty. Kromé antibakterialnich
ucinkd, posiliuji imunitni systém, snizuji krevni tlak a riziko vzniku nadort. Pii konzumaci vétSitho mnozstvi
cervené¢ho vina na lacno mohou byt taniny pfi¢inou migrény.

Fenolické latky

Jedna se o obsahlou skupinu sloucenin tvoii asi 85 % flavonoidnich latek - quercetin, katechin, také antokyany,
zbytek tvofi latky neflavonoidni. Obsah fenolickych latek je u Cervenych vin vyssi, od 800 - 4000 mg na litr, u
bilych vin se jejich podil pohybuje mezi 200 - 500 mg na litr. Quercetin ma silné antioxidativni G¢inky.
Mnozstvi quercetinu v hroznech révy vinné je dano intenzitou slune¢niho svitu. Ma schopnost rozpoustét krevni
celkového mnozstvi fenolickych latek se vyskytuje v nejvétsim poméru. Resveratrol vznika ve slupkach bobuli
jako ochranna latka (fungicid) v pfirozeném boji proti plisnim. Mnozstvim resveratrolu ¢eli rostlina vystavena
stresovym situacim, jako napadeni plisni Botrytis cinerea, pii u¢inku ultrafialového zatfeni, vlivu chladngjsiho
pocasi, chrani rostlinu proti Skodlivému vlivu aktivnich forem kysliku. Jeho obsah ve ving je ovlivnén zvolenou
technologii vyroby. Nakvasenim rmutu dochazi k vétSimu vyluhovani, nefiltrovana vina obsahuji véts§i mnozstvi
resveratrolu. Obsah resveratrolu se pohybuje od 0,1 - 8 mg na litr. Resveratrol patii k latkam se silnym
antioxida¢nim ucinkem, potlacuje Spatny LDL cholesterol a zvySuje podil dobrého HDL cholesterolu, ma
protinadorové tcinky.

Tyto latky jsou obsazZeny i v jinych potravinach (cibule, paprika, atd.), ale fada z nich neni rozpustna ve vod¢ a
organismus jej ziskava slozitym zpiisobem, navic mohou byt zni¢eny $patnym skladovanim a naslednou
pripravou pokrmi. Ve ving jsou tyto latky rozpustény v alkoholu a chrdnény ostatnimi pfitomnymi latkami.

Vitaminy

Obsah vitamini se 1i§i podle jednotlivych odrid, je ovlivnén technologickym postupem vyroby vina. Nejvice
jsou obsazeny vitaminy skupiny B, thiamin B1 (napomaha srdec¢ni ¢innosti, je pfitomen pfemény cukrt v téle, je
dilezity pro spravnou funkci nervové soustavy), riboflavin B2 (udrzuje dobry stav pokozky, podporuje ¢innost
rohovky a sitnice, reguluje ristové a zivotni procesy), kyselina pantotetonova B5 (ovlivituje nervovou
koordinaci, ucastni se pfemény bilkovin, cukrti a tukil, zvyS$uje imunitu), pyridoxin B6 (je vyznamny pfi tvorbé
hemoglobinu, podporuje regeneraci kiize a funkci nervového systému), kobalamin B12, (ma vliv na 1éceni
zhoubné chudokrevnosti, omezuje tinavu, napomaha 1écbé depresi), biotin H ma vliv na kvalitu pokozky, niacin
PP ovliviiuje ¢innost zaludku a stiev, prokrvuje pokozku. Nejvétsi mnozstvi vitamini B-komplexu obsahuje
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buréak. Vino obsahuje velmi malé mnozstvi vitaminu C (kyselina askorbova) brani vzniku infekci a podporuje
imunitni reakci organismu, zvySuje mozkovou Cinnost, vitamin A se ve viné témer nevyskytuje.

Mineralni latky

Obsah mineralnich latek je ovlivnén ptidnimi podminkami. Jejich mnozstvi ve vin€ zavisi na zptsobu hnojeni
vinné révy a zvolené vyrobni technologii, pohybuje se v rozmezi 3 - 5 mg na litr. Z mineralnich latek jsou
obsazeny nejvice draslik (K), vapnik (Ca) a hoi¢ik (Mg), dale fosfor (P), zelezo (Fe) a mangan (Mn) a fada
stopovych prvki. S pfibyvajicim vékem chrani mineralni latky pred fidnutim kosti.

Cukry

Hrozny obsahuji glukézu a fruktézu v poméru 1:1. Na pocatku zrani obsahuji vice glukézy, ¢im jsou hrozny
vyzralejsi, tim vice obsahuji fruktdzy. Mosty jsou doslazovany sachar6zou, ktera se $té€pi na glukozu a fruktozu a
ty zkvas$uji na alkohol. Zbytkovym cukrem ve vin€ se rozumi cukr neprokvaseny, ten se pohybuje v rozmezi od
0,2 az po 50 gramu v litru vina. Podle mnozstvi zbytkového cukru jsou vina tfidéna do kategorii. Pod ozna¢enim
"suché vino" miZzeme oc¢ekavat nejvyse 4 g zbytkového cukru v litru, u "polosuchého vina" se pohybuje od 4,1
do 12 g, u "polosladkého vina" je v rozmezi od 12 do 45 g na litr a "sladké vino" obsahuje v litru minimalné 45 g
zbytkového cukru. Cukr zvysuje kalorickou hodnotu vina.

Tuky, oleje, vosky

Slupka bobule je pokryta voskovou vrstvickou proti odparu vody a vniknuti $kodlivych mikroorganismtl, vosk se
dostava do vina z povrchu bobule. Olej obsahuji pecicky v bobulich, ziskava se jejich rozrusenim. Tuky jsou ve
ving nevitané, ziskaji se za lisovani vysokym tlakem.

Kyseliny

Vino obsahuje hlavné kyselinu vinnou, jablecnou a mlé¢nou. Pfi vyzravani bobuli se pomér kyseliny vinné ku
jable¢né zvysSuje na 2:1, v disledku nepfiznivého pocasi obsahuji hrozny vice kyseliny jable¢né, ktera je silné
kysela. Oproti kyselin¢ vinné je méné stala a rozklada se ptisobenim kysliku na kyselinu mléénou. V malém
mnozstvi jsou obsazeny - kyselina citronova, jantarova, v prib&éhu kvaseni se uplatituji napf. - kyselina maselna,
mravenci, octova, fumarova. Obsah kyselin ve viné se pohybuje mezi 5 - 8 g na litr.

Dusikaté latky

Tvori proteiny, polypeptidy, aminokyseliny a organické dusikaté slouceniny. Obsah ve viné se pohybuje od 0,5
do 1 g na litr. Pfevazné u Cervenych vin se mize vyskytovat vyssi obsah biogennich amind. Z nich ma vyznam
hlavné histamin, ktery vznika pfi kvaseni kyseliny mlécné. Ve vin¢ se vyskytuje v mnozstvi do 1 mg na litr vina,
jeho obsah mtize presdhnout az 20 mg na litr. Takovéto mnozstvi zplisobuje nepfijemnou bolest hlavy a
celkovou nevolnost.

11.2. STANOVENI MEDI VE VINE

PRINCIP:

Pro stanoveni se pouziva prutokova rozpoustéci chronopotenciometrie. Porézni pracovni uhlikova
elektroda ES3Au se naplni stanovovanym vzorkem (dzus, potravinové dopliiky) a méd’naté ionty se vylouci na
pracovni elektrod¢ jako kov:

Co (O 2

V dal$im kroku se vylou¢eny depozit konstantnim proudem rozpusti. Pti tomto kroku se zaregistruje
signal — chronopotenciogram, ze kterého se vypocita mnozstvi a koncentrace médi ve vzorku.
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11.2.1. PRIPRAVA KALIBRACNICH ROZTOKU

POSTUP:

Z predem vypocitané navazky siranu méd’natého piipravime 1000 ml zékladniho roztoku siranu
méd’natého ve vodé o koncentraci 100mg/dm’. Z tohoto roztoku piipravime kalibra¢ni sadu roztokd o
koncentraci 1,0 mg/dm?®, 1,5 mg/dm® a 2,0 mg/dm’ v roztoku elektrolytu R-013 a p¥ipravi se do odmérnych
ban¢k na 50ml. Jako metodu vyhodnoceni pouzijeme metodu kalibracni pfimky.

Jako slepy vzorek (BLANK) pouzijeme roztok elektrolytu R-013.
11.2.2. PRIPRAVA VZORKU

POSTUP:

5 ml vzorku vina napipetujeme do odmérné bainky o objemu 50 ml a doplnime po rysku elektrolytem R-
013 (Velekirolyta = 45 ml). Odmérnou batiku vlozime do ultrazvukové 1azné vyhiaté na 80 - 90°C na 10 minut. Po
ochlazeni je roztok pfipraven k analyze.

11.2.3. MERENI VZORKU (!POZOR: diisledné dodrzujte viechny kroky)

POSTUP:
11.2.3.1. PRIPRAVA PRISTROJE K MERENI

1. Zapneme pfistroj EcaFlow 150GLP.

2. Zapneme pocita¢ (pres reset).

3. Spustime program EcaFlow Autosampler.

4. 'V okné NASTAVENI S zvolime Cislo metody — metodu €. 53 Stanoveni Cu ve vindch
(NASTAVENI — VSEOBECNE).

5. Zménime hodnotu pritoku na 6 ml/min (NASTAVENI — MERENI) a stiskneme ,,OK*.

6. Barevné oznacené hadi¢ky ponotfime do pfislusnych roztoku:

MODRA CERVENA ZLUTA
Roztok elektrolytu R-013 Blank Standard Cu o znamé
(zékladni elektrolyt, ktery koncentraci (1,0 mg/dm®)

najdeme v aplikacnim listu

metody)
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10.

Pritlaéné raminko Cerpadla zasuneme do pracovni polohy (zacvakne).

Zkontrolujeme, zda mame kadinku pod drzikem filtru, potom klikneme na moznost NAPLNENI,
systém se automaticky naplni pfislusnymi roztoky.

Odstranime kadinku a zapojime hadicku cely.

Stiskneme moznost ,,PREPARACIA*, tim spustime piipravu elektrody na méfeni
(proces trva 1-12 minut)

11.2.3.2. PRIPRAVNE MERENI

Piepneme na bezkalibraéni méd méieni (NASTAVENI — VSEOBECNE).
Piepneme na méfeni pozadi ,,pied kazdym méFenim* (NASTAVENI — VSEOBECNE)

Definujeme vzorek (standard 1,0 mg/dm®) na p¥ipravné méfeni, vzorek pojmenujeme.
Zadame 3 opakovani a zakrtneme moznost ,,analyzuj“ (NASTAVENI — VZORKY — PRIDAT).

Vse potvrdime ,,OK*.

! anaslednd START.

Stiskneme moznost SPUSTIT

Nameétenou kiivku porovname se vzorovym zadznamem (na obr. 5 nebo v aplikacnim listé). Pokud
zdznam vyhovuje, pfistoupime k analyze vzorku.

Obr.5: Vzorovy zaznam typického signalu
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11.2.3.3. ANALYZA VZORKU

1. Definujeme pfipravené vzorky na analyzu, pojmenujeme analyzovany vzorek (pfip. zadame
fedéni), zadame pocet opakovani 3 a zaskrtneme moznost ,,analyzuj*, odSkrtneme pravym
tlagitkem mysi p¥ipraveny vzorek, aby se opétovné neanalyzoval (NASTAVENI — VZORKY —
PRIDAT).

2. Piepneme na techniku , kalibraénich p¥idavkia“ (NASTAVENI — VSEOBECNE)

3. Piepneme na ;s kazdym novym vzorkem nebo standardem“ (NASTAVENI — VSEOBECNE).

4. 'V levém prazdném okné nastavime moznost Cu, zadame jednotky ,,ng/l*“ a koncentrace
standardnich roztokii (dle obr. 3 — nastaveni parametri) (NASTAVENI — KALIBRACE).

Obr.6: Nastaveni parametrQ

5. Zlutou haditku zasuneme do standardu &.1, stiskneme moznost SPUSTIT ! , nastavime pocet
méfeni 3 a stiskneme START, timto odstartujeme kalibraci.

6. Po ukonceni kalibrace na grafu vhodné nastavime kurzory pro jednotlivé standardy.

7. Zlutou hadi¢ku ponoiime do analyzovaného vzorku, stiskneme moznost SPUSTIT ! a
nasledné START.

8. Po ukonceni méfeni na grafu vhodné nastavime kurzory u analyzovaného vzorku.

9. Ozna¢ime moznost ZAVISLOSTI a zkontrolujeme piesnost méfent.
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10. V okné ,,show results* B nalezneme namétené hodnoty.

11.2.3.4. UKONCENI PRACE S PRISTROJEM

1. Hadicky vyjmeme z jednotlivych roztoki a zasuneme je do kadinky s destilovanou vodou.

2. Odpojime hadicky cely a injekéni stiika¢kou z nich vysajeme zbytek tekutiny.

3. Filtr nechame zapojeny v drzaku filtru a umistime pod n¢j kadinku, klikneme na moznost
NAPLNENI a promyjeme hadicky i filtr.

4.  Program EcaFlow Autosampler ukon¢ime.
5. Hadicky umistime do prazdné kadinky a odpojime filtr.
6. Odpojime raminko Cerpadla (vycvaknout).

7. Pod drzék filtru vratime prazdnou kadinku.

*

Pfistroj vypneme a zavieme viko.

11.2.1. VYHODNOCENI ANALYZY

Pti vyhodnoceni pouzijeme metodu kalibraénich pfidavki, na kterou je tato loha nastavena.

Do zavéru uvedeme:

1. Hodnoty nalezenych mnozstvi médi zaokrouhlené na platny pocet mist, tabulky a
grafy.

2. Zduvodnéni mozného chybného stanoveni.
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