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STANOVENI OBSAHU TANINU V CIROKU
SPEKTROFOTOMETRICKY

Ucel a rozsah

Postup je urcen pro stanoveni obsahu tanint v zrnech ¢iroku.

2

Princip

Taniny se ze vzorku extrahuji roztokem dimethylformamidu. Po reakci extraktu s citronanem
amonno-Zelezitym a amoniakem se nasledn¢ stanovi spektrofotometricky ve viditelné oblasti
pii vinové délce 525 nm.

3

Chemikalie

PouZivaji se chemikalie analytické ¢istoty, pokud neni uvedeno jinak.

1
2
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Destilovana nebo deionizovana voda.
Dimethylformamid.
Dimethylformamid, vodny roztok, c(CsH7NO) = 75 % (V/V).

Piiprava: 750 ml dimethylformamidu (2) se pifidava do asi 200 ml vody (1).
Po vytemperovani na laboratorni teplotu se v 1000ml odmérné barice doplni vodou (1)
po znacku.

Amoniak, (25 — 29)%, vodny roztok.
Amoniak, vodny roztok, c(NHz) = 8,0 g/l.

Pfiprava: 32 ml amoniaku (4) se piidava do asi 500 ml vody (1). Po vytemperovani
na laboratorni teplotu se v 1000ml odmérné bance doplni vodou (1) po znacku.

Citronan amonno-Zelezity, s obsahem Fe (16,5 — 18,5) %.
Citronan amonno-Zzelezity, vodny roztok, c(CeHgO7.xFe.xH3N) = 3,5 g/I.

Piiprava: 3,5 g citronanu amonno-Zelezitého (6) se rozpusti ve vodé (1). Poté se roztok
kvantitativné pievede do 1000ml odmérné baiiky a po vytemperovani na laboratorni
teplotu se doplni po znac¢ku vodou (1). Roztok je nutné ptipravit 24 h pred pouzitim.

Kyselina taninova.
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Kyselina taninova, vodny roztok, ¢(C7sHs2046) = 2 gll.

Ptiprava: 0,1 g kyseliny taninové (8) se rozpusti v asi 30 ml vody (1). Po vytemperovani
na laboratorni teplotu se v 50ml odmérné bance doplni vodou (1) po znacku.

Poznamky
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Obsah Zeleza v citronanu amonno-Zelezitém (6) mé& velky vliv na vysledky stanoveni,
proto je nutné dodrzZet uvedeny obsah.

Pivod kyseliny taninové (8) vyrazné ovliviuje pribeh kalibracni kiivky. Z ditvodu
moznosti provedeni mezilaboratorniho porovnani vysledkit doporucuje norma
CSN 1SO 9648 pouzivat kyselinu taninovou od firmy Merck (referencni cislo 773).

Pristroje a pomucky
Spektrofotometr.
Analytické vahy s piesnosti 0,01 mg.

Laboratorni ultraodstiedivy mlynek, napt. Retsch ZM 200, se sitem o velikosti ok
0,5 mm.

Minittepacka typu Vortex.

Laboratorni tiepacka s kyvavym pohybem.

Laboratorni odstfedivka, odstiedivé zrychleni 3000 g.
Centrifuga¢ni zkumavky, 50 ml.

Zkumavky, asi 20 ml a 10 ml, stojan na zkumavky.

Automatické pipety s nastavitelnym objemem, 1 ml, 5 ml a 10 ml.

Postup

5.1 Priprava zkuSebniho vzorku

Laboratorni vzorek se po odstranéni necistot diikladné promicha a kvartaci se piipravi
zkusSebni vzorek, ktery se pomele na mlynku pii 1400 ot/min. PouZije se sito s velikosti ok
0,5 mm. Namlety vzorek se pievede do vhodné uzaviratelné nadoby.

Vzhledem k rychlé oxidaci taninti v rozemletém zrnu se ihned po pomleti vzorku pfistupuje
k vlastnimu stanoveni.

Poznamky

3

VysuSena celd zrna ciroku, kterd jsou urcena ke stanoveni obsahu tanini, se mohou
uchovéavat v prachovnici po dobu nékolika mésicii, pokud jsou chrdnéna pred svétlem.
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5.2 Extrakce

Do 50ml centrifugacni zkumavky se navazi 1 g zkuSebniho vzorku s ptesnosti na 0,001 g.
Pipetou se ke vzorku ptida 20 ml dimethylformamidu (3), zkumavka se uzavie vickem
a vzorek se extrahuje 1 h na tiepacce pii laboratorni teploté. Poté se extrakt odstied’'uje 10 min
pti odstiedivém zrychleni 3000 g. Pro dalsi stanoveni se pouzije pfipraveny supernatant.

5.3 Spektrofotometrické stanoveni

Ptiprava slepého pokusu: Do 20ml zkumavek se nadavkuje ve dvou paralelnich stanovenich
1 ml pfipravené¢ho supernatantu vzorku. Poté se do kazdé zkumavky prida 6 ml vody (1)
a 1 ml amoniaku (5) a obsah zkumavky se n€kolik sekund protfepava na minitiepacce. VSe je
nutné provést béhem prvni minuty stanoveni.

Piprava vzorku: Do dalSich dvou 20ml zkumavek se opét ve dvou paralelnich stanovenich
nadavkuje 1 ml pfipraveného supernatantu vzorku. Poté se do kazdé zkumavky piida 5 ml
vody (1) a 1 ml roztoku citronanu amonno-Zelezitého (7) a obsah zkumavky se nékolik
sekund protfepava na minitfepacce. Pak se do obou zkumavek piida 1 ml amoniaku (5)
a zkumavky se znovu protfepou na minitfepacce. VSe je nutné provést béhem dalSich dvou
minut stanoveni (viz pozndmka 4).

Absorbance takto piipravenych vzorki a piislusnych slepych pokusi se zméii
na spektrofotometru pii vinové deélce 525 nm proti vodé, v ¢ase (10 + 1) min po ukonceni
operaci v kazdé ze zkumavek.

Vysledkem stanoveni je absorbance (A) dand rozdilem mezi absorbanci roztoku vzorku
a absorbanci slepého pokusu.

Pozndmky

4V jednom cyklu Ize vyse popsanym zpiisobem, pri dodrzeni vsech casovych intervali,
stanovit celkem tii vzorky. Celkovad doba na provedeni popsanych operaci je 9 min.
V 10. minuté se pripravené roztoky prevedou do kyvet nebo 10ml zkumavek,
dle pouzitého spektrofotometru. V case (10 £ 1) min po ukonceni operaci v prislusné
zkumavce, se zméri na spektrofotometru absorbance roztoku pri 525 nm proti vode.

5 Pokud se absorbance u takto pripravenych vzorkii nepohybuje v rozsahu kalibracni
zavislosti, je nutné supernatant viodné naredit a zopakovat celé spektrofotometrické
stanoveni. Redeni se zohledni pri vypoctu.

5.4 Priprava kalibraéni kiivky

Ke stanoveni obsahu taninti se pouzije kalibra¢ni kiivka ziskand proméfenim kalibra¢nich
roztokl kyseliny taninové. Kalibra¢ni kiivka se ptipravuje vzdy v den vlastniho stanoveni.

Do sady 10ml odmérnych bané¢k se pipetuje (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2; 2,5; 3,0) ml roztoku kyseliny
taninové (9) a poté se doplni dimethylformamidem (3) po zna¢ku. Ziskaji se tak kalibra¢ni
roztoky o koncentraci kyseliny taninové (0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6) mg/ml.
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Do 20ml zkumavek oznaenych 0 az 6 se pipetuje vZdy 1 ml z kazdého z kalibra¢nich
roztoki.

Poté se do prvni zkumavky (oznacené 0) pipetou postupné pfida 5ml vody (1) a 1 mi
citronanu amonno-zZeleziteho (7). Obsah zkumavky se nékolik sekund protiepava
na minitfepacce. Pak se prida 1 ml amoniaku (5) a zkumavka se znovu nékolik sekund
protiepavd. Uvedené operace je nutné zvladnout v prubéhu jedné minuty. Poté se roztok
necha stat 10 min.

V prub¢hu 2. minuty se cely vySe popsany postup zopakuje s dalSi zkumavkou (oznac¢enou 1),
a tak se nasledné postupuje i se zkumavkami ozna¢enymi 2 az 6.

Absorbance ptipravenych kalibra¢nich roztokti se zméti v case (10 £ 1) min po ukonceni
operaci na spektrofotometru pti 525 nm proti vod¢.

Z naméfenych vysledku se sestroji kalibra¢ni kiivka.

Poznamky

6  Pri wpoctu koncentrace kalibracnich roztokii je nutné zohlednit cistotu pouzitého
standardu kyseliny taninove (obvykle 95 %).

7 Kalibracni kifivka nesmi byt korigovana do nulového bodu.

6  Vypoclet a vyjadieni vysledkii

Obsah taninu, vyjadieny jako hmotnostni procento kyseliny taninové, se vypocita podle
vztahu

Vv xCcx107® 5
V, xm

X 100

kde V je celkovy objem extraktu v ml,
V1 objem extraktu pipetovany pro spektrofotometrické stanoveni v ml,

c koncentrace kyseliny taninové ve zkusebnim vzorku zjisténa z kalibra¢ni zavislosti
v mg/ml,

m  hmotnost zkuSebniho vzorku v g,

10 konverzni faktor pro pfepocet z mg na g.
Vysledek se ziskava jako primér minimalné dvou paralelnich stanoveni za pfedpokladu, Ze je

splnén pozadavek na hodnotu opakovatelnosti.
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