LISTY CUKROVARNICKE a REPARSKE

ICUMSA METODY LABORATORNEJ KONTROLY CUKROVARNICKEJ VYROBY

Metoda GS6-5 (2007)

Stanovenie a-amino dusika v cukrovej repe
med’natou metédou (,,Modré cislo)

e po cereni zakladnym octanom olovnatym - oficialna metéda (1)
e po cereni siranom hlinitym - oficiaina metéda 2)

1 Predmet

Tato metoda, zaloZzend na metode STaNka A Paviasa (3, 4) a mo-
difikovana KusabpinovoMm a WIENINGEROM (5), sa pouZiva na stano-
venie a-amino dusika v kasi z cukrovej repy.

2  Oblast pouzitia

Metéda je pouzitelnd pre filtrdty octanu olovnatého a siranu
hlinitého.

Cerenie siranom hlinitym je moZné, ak sa pouZiva na mera-
nie absorbancie dvojlicovy fotometer (6). Zakladna farba roz-
toku vzorky Cerenej siranom hlinitym sa kompenzuje meranim
korespondujuicej absorbancie v referencnej kyvete dvojlucové-
ho fotometra. Tato modifikacia ¢eriacej techniky by sa mala vo
vseobecnosti preferovat kvoli Zivotnému prostrediu a zdravot-
nym dévodom.

3 Definicie

a«-amino dusik. Tito metdda je vhodnd na stanovenie obsa-
hu dusika v a-pozicii vo volnych aminokyselinach. Dusik v inej
pozicii sa nestanovi.

4 Princip metody

Roztok dusi¢nanu mednatého a timivého roztoku octanu sodné-
ho pri pH 6,0 vytvira modry komplex s a-amino dusikom. Ab-
sorbancia merana pri 610 nm je imernd obsahu a-amino dusika.

5  Chemikédlie a materidl

UPOZORNENIE A BEZPECNOSTNE OPATRENIA: POUZIVATELIA TEJTO
METODY BY SA PRED PRACOU S TYMITO CINIDLAMI MALI OBOZNAMIT S NA-
RODNOU LEGISLATIVOU TYKAJUCOU SA ZDRAVIA A BEZPECNOSTI PRI PRACI.
POUZIVAJTE LEN DEIONIZOVANU VODU ALEBO VODU PODOBNEJ CISTOTY.

5.1 Zakladny octan olovnaty — zodpovedajici ICUMSA Spe-
cifikdcii v prilohe 1 Metédy GS6-1 a so zrnitostou pod 0,42 mm.
5.2 Roztok zikladného octanu olovnatého. Rozpustite 560 g
zakladného octanu olovnatého v priblizne 1 1 destilovanej vody.
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Varte asi 30 minut a nechajte usadit. Dekantujte tekuty superna-
tan a zriedte ho na hustotu 1,24 alebo 24,4 g.100ml™ PbO cel-
kového obsahu olova s ¢erstvo prevarenou destilovanou vodou.
Skontrolujte obsah celkového olova presnym meranim husto-
ty alebo stanovenim celkového olova titracne, ako je popisané
v Metéde GS1/2/3-1, Priloha 2. Specifikicia pre celkové olovo
pozaduje hustotu, g, 1,24 +0,01 g.ml™" alebo obsah celkové-
ho olova 24,4 +1,0 g.100ml™ PbO. Obsah zikladného olova ma
byt medzi 9,5 a 10,5 g.100ml™ PbO. Ak je mnoZstvo zakladné-
ho olova mimo tohto rozsahu, upravte ¢inidlo pridanim fado-
vej kyseliny octovej. Po Uprave znovu preverte obsah celkové-
ho olova aj zakladného olova.

Roztok uchovavajte v nidobe uzavretej vzduchotesnym uzive-
rom, aby sa predislo kontaktu s oxidom uhli¢itym zo vzduchu.
Pred uzavretim nadobu napliite plynnym dusikom.

5.3 Zriedeny roztok zikladného octanu olovnatého. Zried-
te 45 ml (alebo 25 ml v zavislosti od kvality repy) roztoku za-
kladného octanu olovnatého na 1 000 ml s prevarenou deioni-
zovanou vodou alebo destilovanou vodou.

5.4 Siran hlinity — AL(SO,);.18 H,O, stuperi istoty pre analyzu.
5.5 Roztok siranu hlinitého (7) — hustota g, = 0,9987 g.ml™.
Rozpustite 3,0 g siranu hlinitého (5.4) v 1 000ml deionizovanej
vody, pouzijic odmerny valec.

5.6 Leskly papier — strojovo lesteny papier, plo§nd hmotnost
30 g.cm™, velkost pribliZzne 120 mm X 120 mm. Papier musi byt
schopny pocas vazenia zachytit vietku kasu (vratane Stavy).
5.7 Filtra¢ny papier, kremelina. FiltraCny papier s vysokou
filtracnou rychlostou, priemer 180 mm, stredna velkost porov
priblizne 3 pm. Papier sa nesmie pretrhnit pri odstrariovani po
filtracii.

5.8 Mednaté ¢inidlo. Trihydrit dusi¢nanu mednatého (10 g)
a trihydrat octanu sodného (375 g) dplne rozpustite v destilo-
vanej vode v 1 000ml odmernej banke. Po doplneni po znacku
a premieSani, ak je to potrebné, prefiltrujte roztok cez 0,45 pm
membrinovy filter a pomocou kyseliny octovej upravte pH
na 6,0.

5.9 Roztok octanu sodného. Trihydrit octanu sodného (375 g)
rozpustite vo vode, doplrite na objem 1 000 ml, ak je to potrebné,
prefiltrujte cez 0,45pm membranovy filter a pomocou kyseliny
octovej nastavte pH 06,0.

5.10 Standardny roztok amino dusika. L-(+)-glutamin
(1,9000 g) rozpustite v Ceriacom roztoku [zriedeny roztok za-
kladného octanu olovnatého (5.3) resp. roztok siranu hlinitého
(5.5)] a dopliite na objem 1 000 ml. Takto ziskate roztok obsa-
hujici 100 mmol a-amino dusika na 1 kg repy.
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5.11 Zriedeny Standardny roztok amino dusika. Do série
100ml odmernych baniek preneste objemy 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70 a 80 ml Standardného roztoku amino dusika, dopliite po
znacku Ceriacim roztokom [zriedeny roztok zdkladného octanu
olovnatého (5.3) resp. roztok siranu hlinitého (5.5)] a pomiesajte.
Ziskate takto roztoky, ktoré obsahuja 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70
a 80 mmol a-amino dusika na 1 kg repy.

6  Pristrojové vybavenie

6.1 Pristroj. Dvojlicovy spektrofotometer alebo kolorimeter,
schopny merat svetelni transmisiu pri vinovej dlzke 610 +10 nm.
6.2 ZdruZené optické kyvety. PouzZite dve kyvety, zvylajne
s dlzkou 5 cm, ktoré pri teste s destilovanou vodou dédvaji vy-
sledok, Ze st na 0,2 % identické.

6.3 Membranové filtre — velkost porov 0,45 pm, priemer 50 mm.
6.4 Drziak membranovych filtrov — najlepsie uchyteny na
drziaku z nehrdzavejicej ocele, pripevneny na odsavacku (va-
kuovi banku).

6.5 Odmerné banky — trieda A, objemy 100 a 1 000 ml.

6.6 Pipety — trieda A, objemy 10, 20 a 50 ml.

6.7 Kadicky — objem 250 ml.

7 Vzorky

7.1 Repna kaSa. Pre pripravu repnej kase, ako aj pripravu
a Cerenie roztoku vzorky postupujte podla postupu uvedeného
v Metéde GS6-1 (octan olovnaty), resp. GS6-3 (siran hlinity).

8  Postup

8.1 Priprava vzorky. Do 250ml kadicky preneste 40 ml roztoku
ur¢eného na analyzu (pozri kap. 7) a 10 ml mednatého Cinidla.
8.2 Meranie. Po premieSani sa meria absorbancia pri 610 nm
v kyvete (s dl7kou napr. 5 cm) oproti vzorke ¢inidla, t.j. zmesi
40 ml roztoku vzorky a 10 ml roztoku octanu sodného, ktori je
v zodpovedajicej referencnej kyvete.

Kalibra¢nd krivka sa pripravi rovnakym spdsobom, pricom sa po-
uziji roztoky zriedeného Standardu (5.11), vritane slepej vzorky.

9  Vyjadrenie vysledkov

9.1 Kalibra¢na krivka. Hodnoty absorbancie vzoriek Standar-
du (pozri 8.2) sa vynest do grafu oproti zodpovedajicim kon-
centraciam.

9.2 Vysledok. Obsah a-amino dusika v roztoku vzorky sa od-
Cita z kalibranej krivky a vyjadri sa ako mmol.kg™.

Fotometre st zvycajne vybavené programom pre vypocet vy-
sledkov z nameranej kalibra¢nej krivky (9.1).

9.3 Presnost. Statistické tidaje pre opakovatelnost a reprodu-
kovatelnost boli vypracované na zaklade medzinarodnych med-
zilaboratérnych testov, v ktorych bola pouzita lyofilizovana rep-
na kasa ako stabilny referenény materidl a siran hlinity ako Ce-
riace ¢inidlo (2):

- priemerny obsah dusika v repe 15,83 mmol.kg™,
- opakovatelnost » . . ....... .. ... 1,33 mmol.kg™,
- reprodukovatelnost . ................. 3,32 mmol.kg™.
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10  Modifikovand metdda pre pouzitie v automatickych ana-
lyzdtoroch kvality cukrovej repy

10.1
10.2
a octanu sodného v roztoku ¢inidla zdvisia od pomeru medzi
objemami roztoku vzorky a ¢inidla.

Priklad pre zmes 1:1 roztoku vzorky a cinidla: rozpustit trihyd-
rat dusi¢nanu mednatého (2,86 g.I™") a trihydrat octanu sodné-
ho (250 g.I'") v deionizovanej vode.

Priklad pre zmes 4:1 roztoku vzorky a cinidla: rozpustit trihyd-
rat dusi¢nanu mednatého (10 g.I™) a trihydrat octanu sodného
(375 g1 v deionizovanej vode.

Nerozpustné necistoty sa mozu odstranit filtriciou alebo de-
kantaciou.

10.3 Roztok octanu sodného. Koncentracia octanu sodného
v tlmivom roztoku zavisi od pomeru medzi objemami roztoku
vzorky a ¢inidla.

Priklad pre zmes 1:1 roztoku vzorky a cinidla: rozpustit trihyd-
rat octanu sodného (250 g.I™) v deionizovanej vode.

Priklad pre zmes 4:1 roztoku vzorky a cinidla: rozpustit trihyd-
rat octanu sodného (375 g.I™) v deionizovanej vode.
Nerozpustné necistoty sa moézu odstranit filtriciou alebo de-
kantaciou.

10.4 Standardny roztok amino dusika pozri bod 5.10.
10.5 Pristroj. Dvojlacovy fotometer schopny merat svetelnd
absorbanciu pri vlnovej dizke 610 £10 nm. Pristroj by mal byt
schopny zobrazovat Ay — Agg, rozdiel absorbancii meranych
v hlavnej komore a v referencnej komore, alebo pomer zodpo-
vedajicich transmitancii 7/ Tigr-

10.6 ZdruZené optické kyvety. PouZite dve prietokové ky-
vety o dlzke 10-50 mm (ako je $pecifikované v bode 6.2). Ky-
veta v hlavnej komore sa naplni zmesou vzorky a Cinidla (1:1
alebo 4:1), referen¢na komora sa naplni zmesou vzorky a roz-
toku octanu sodného v rovnakom pomere.

10.7 Kalibracia fotometra. Pouzite zriedené roztoky Standar-
du amino dusika, ako je popisané v bode 5.11.

Odmerajte slepu vzorku, t.j. Ceriace ¢inidlo (5.3 resp. 5.5) zmieSa-
né s mednatym ¢inidlom (pozri 10.2) v hlavnej kyvete a Ceria-
ce Cinidlo (5.3 resp. 5.5) zmiesané s roztokom octanu sodného
(pozri 10.3) v referencnej kyvete. Ked sa displej fotometra ustili,
resetujte hodnotu absorbancie na 0 alebo hodnotu transmitan-
cie na 100 %, podla toho, ¢o sa da aplikovat pre dany pristroj.
Potom vykonajte meranie s kalibraénymi vzorkami od 10 do
80 mmol a-amino dusika na 1 kg repy (pozri 5.11), zaznamenaj-
te hodnoty amino dusika a zodpovedajice hodnoty absorban-
cii alebo transmitancii, a Udaje pouzite na vypocet kalibrac¢nej
funkcie fotometra, ktord konvertuje hodnoty absorbancie, resp.
transmitancie na jednotky mmol dusika na kg repy.

10.8 Rutinna kontrola/kalibriacia pre automaticky ana-
lyzator. Na tento tGcel sa pouZziva testovaci roztok obsahujici
30 mmol a-amino dusika na 1 kg repy.

Roztok vzorky pozri bod 7.1.
Mednaté ¢inidlo. Koncentriacia dusi¢nanu mednatého
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Histdria

Téito metéda bola prvykrat publikovand v roku 1979 v ,Sugar
Analysis: ICUMSA Methods“ od F. Schneidera. Bola revidova-
nd a znovu publikovand v Sprave z 23. zasadania v roku 2002,
a neskor v Navrhu Metody ¢. 6 v Knihe Metod 2005. Bola prija-
ta ako Oficidlna metéda GS6-5 v roku 20006.
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