P¥imé spektrofotometrické stanoveni dusiku

Ing. GABRIELA BASAROVA, Csc. — Ing. TOMAS LEJSEK, Vyzkumny dstav pivovarsky a sladaisky, Praha

Uvod

Stanoveni anorganicky nebo organicky vdzaného
dusiku Kjeldahlovou metodou je €asové marocné a
vzhledem k nutnosti prdce s agresivnimi chemika-
liemi zna¢né nepfijemneé.

Proto se hledalo zjednoduSené stanoveni, jako na-
pF. jodometrické stanoveni po oxidaci amoniaku po
mineralizaci hypobromidem [1] nebo za tvorby fe-
nol-indofenolu z amoniaku a fenolu za pfitomnosti
baze hypochloridu sodného a nitroprusidu [2].

Tyto metody sice obchazeji destilaci dmoniaku
z Kjeldahlovych digesci a nahrazuji ji kolometric-
kym stanovenim, ale v zdsadé stdle je tfeba pra-
covat s Ziravinami p¥i rozkladu vzorku.

Uréité zlepSeni metody stanoveni dusiku zname-
na pouZivani analyzéatort [3], kde jsou nepfijemneé
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préce s agresivnimi chemikaliemi zautomatizovany,
aviak ne v3echny laboratofe si mohou poridit na-
kladné zafizeni i vySkoleni obsluhy pro b&Zné, popf.
periodické stanoveni dusiku.

Opravdové zjednoduleni znamend spektrofoto-
metrické stanoveni dusiku v organickych substan-
cich ovSem s omezenim, Ze se dd tato metoda po-
uZit jen pro &isté roztoky dusikatych latek. Bilko-
viny déavaji absorptni maximum p¥ 280 i 215 nm,
coZ je zpfisobeno aromatickym jaddrem nékterych
aminokyselin. Nevyhoda je, Ze pii stejné vinové dél-
ce, kromé& bilkovin, ovliviiuji vysledek jeSté i dalsi
latky, které ve stejném vlnovém rozsahu absorbuji
UV paprsky.

Wadell [4] zjistil, Ze Beeriiv zdkon je splnén
tehdy, je-li extinkce roztoki bilkovin niZ3i neZ 2,0
apod. Podle Murphy a Kiese [5] odpovidd Beeriv
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zakon pri rozsahu koncentrace 20 aZ 100 pg/ml bil-
kovin, nebo 3 aZ 16 ug/ml dusiku.

Mezi stanovenim proteinit podle Kjeldahla a roz-
dilem extinkci 215 nm a 225 nm plati podle Wadella
pro lidskou a zvifeci protoplasmu tento vztah:

114 (E215—E225)
23,04 (E215—E22s5)

bilkovina ug/ml
dusik ug/ml

Franken-Luykx [6] pPezkouSela tento zplusob
spektrofotometrického stanoveni dusiku pro mladi-
nu a pivo. Zjistila, Ze stanoveni dusiku spektrofoto-
metricky lze pouZit jen v nechmelené sladiné&, pro-
toze v mlading a pivu jsou pfitomny latky z chme-
le, které absorbuji UV paprsky, a proto zkresluji
vysledky méfeni.

Na zéklad® urdeni korelagnich faktor a regresni
pfimky stanovila nasledujici vztahy pro pfimé
spektrofotometricke stanoveni obsahu bilkovin, po-
pf. dusiku:

dusik kongresni sladiny mg/l = (4E.2321) — 16
dusik prokvasené sladiny mg/l = (AE.2474) — 16

Riemann (7) sledoval moZnost pouZiti spektrofo-
tometrické metody stanoveni dusiku pro b&Zné po-
uZiti v praxi provoznich pivovarskych laboratofi.

Podrobnym zhodnocenim uvedené metodiky do-
spél k zaveéru, Ze pfi velmi peclivé pFipravé vzorku
{pfesné pipetovani, temperace vzorku) a méfeni
(dobry pFistroj, peclivé vycisténe kyvety) je pouZi-
telné porovnani vysledkidl z rovnice Franken-Luykx:
N mg/100 ml = (AE.232,1) — 1,6, rovnéZ jako jim
uréend rovnice srovnani:

N mg/100 ml 2 g to jak pro méfeni

I = ———, a a r éreni
& 0,004 e

obsahu dusiku v kongresni slading, tak i pro urceni

stupné rozlusténi sladu.

Franken-Luykx pracovala mna spektrdlnim foto-
metru Unicam SP 500, Riemann na pFistroji Zeiss
M4QIIIL.

Experimentalni ¢ast

U 30 vzorki sladin z r@znych sladl jsme stanovi-
li dusik podle Kjeldahla [8] a urt€ili rozdil extinkci
AE pFi 215 nm a 225 nm na spektralnim fotometru
fy Zeiss VSU 2P.

Pro spektrofotometrické stanoveni jsme pripravi-
li vzorky takto:

Do 100 ml odm&rné baiiky se pfesné napipetoval

' 1 ml kongresni sladiny vytemperované na 20°C a

odmé&rna bailka se doplnila po znaCku roztokem
0,3 % NaCl pfi 20°C. U takto zredé&nych vzorkl se

. méFila extinkce pFi 215 nm a 225 nm. Pro ‘slepy
' pokus se vzal 0,9 % NaCl. Z kazdého vzorku sladi-

ny se pripravilo 10 Fedéni a z kaZzdého Fedéni se
provedla tfi stanoveni rozdilu AE. Dale jsme u kaz-
dého vzorku sladiny trojmo stanovili dusik podle
Kjeldahla.

Nejdfive jsme pramérné hodnoty rozdilll extinkci
dosadili do viech dfive uvedenych rovnic a vypocte-
né vysledky srovnali s hodnotami stanovenymi me-

todou podle Kjeldahla. Vysledky hodnot dusiku
v mg/100 ml vypoCtené z regresnich rovnic podle
Wadella, Franken-Luykx a Riemanna neodpovidaly
hodnotam dusiku stanoveného podle Kjeldahla (tab.
3}, proto jsme pFistoupili k vypod&tu vlastni regresni
rovnice.

Provedli jsme kontrolu spektrdlniho fotometru
VSU 2-P podle ,,Analytiky EBC“ [9]. Kalibrace se
provadi 0,005 % KCr:0; proti destilované vodé. Po-
tom plati vztahy uvedené v tabulce 1. V nésledujici
tabulce 2 jsou hodnoty namé&Fené pri Kkalibraci
0,005 % K>Cr:0; na tfech fotometrech v rtiznych
laboratofich.

Tabulka 1

i z ‘
Vinova délka | 235 nm | 257 nm | 313 nm 350 nm

|

E,em 1% KoCr,0, 125.2 | 145,6 | 48,9 | 107.0

padodnd |
Eiem 0-00500 KQCr:zO, ‘

0.626 0,728 | 0,245

0.535

Tabulka 2

z z H ‘
¥iugve delka 235 nm | 257 nm

' [
\
6 0.005% K,Cr,0; | | 313 nm| 350 nm

|

| 0,248 |

VSU, — VUPS 0,634 0,728 0,535
Lol SRR VSR £ | 3
TR : l i
VSU, - laboratof 2 | 0.654 1 0,742 ‘l 0,255 | 0,542
;
DRCIeqnG welieh jﬁl'f;q
Opton — laboratof 3 0.686 0,773 | 0,279 ‘I —

7 uvedeného je patrné, Ze hodnoty naméfené na
spektralnim fotometru VSU 2P, ktery jsme pouZili
pro méreni k odvozeni korela&niho koeficientu a
regresni rovnice se uzce pribliZuji, nebo témeér sou-
hlasi se standardnimi vysledky. Hodnoty meéfené
pfi niZ$ich vinovych délkach (257 nm a 235 nm)
davaji u vSech tFi pristroji maximalni odchylku.
Pri jest& nizsich vinovych délkach (pod 235 nm)
citovana literatura neuvadi hodnoty extinkci s 0,005
procenta K:Cr:07, 1ze vdak u raznych pfFistroji oce-
kavat odlisnou citlivost, ktera silné ovlivni vysledky
mafeni a tim i postaveni regresni kfivky.

PFi vypodtu regresmi rovnice a korelacniho
Koeficientu jsme vychazeli z této zavislosti [10]:

= 1 000 (AE — 0,220)

X = (1)
y = N—60 (2)
kde AE je aritmeticky primér rozdilu extinkci jed-

noho vzorku (u 10 Fedéni a 3 méfeni
u kazdého Fedéni)
N =

primérnd hodnota celkového dusiku po-
dle Kjeldahla ze tii stanoveni.

V nasem pfipadé je zavislost obou sledovanych ve-
1idin linearni a hleddme proto rovnici regresni piim-
ky. Regresni pfimka je ddna obecnym vyrazem:

a + bx (3), kde konstanty a, b nazyvame
koeficienty regrese.

y =
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Tabulka 3 L
‘ % i g% o b F2 g
S = PEE = o8| Bleatt B Sz - s E
= & = x| L = S e ~ s
E Gy S L S Vol R = © =
L'l @ E = e Ry | —”l B0 e R iR L odgenl e
8 ) ikt 3 S 8 T S A & <l = = 2
pAMEE DEEU: SonnB Jepiegn L83 Sk 3 4 IBNAS s :
g < & i 3] £ 7z g~ ool B 1S & I o I z
N o | —_ - - i ol b - 25w, - -— - ~3
= Mz | Bz E | ! o Tl s Y g2 =z g ¥ m o= Rl T zs :
| | | } | |
1 80,26 [ 61,78 | + 18,48 | 60,65 | + 19,61 | 51,54 | -+ 28,72 57,30 | + 22,96 | 179,14 k12
2 | 81,98 62,58 | 19,40 | 61,49 | + 20,49 | 5327 | + 28,71 58,20 | + 23,78 | 80,22 + 1,76
3 73,32 56,20 | 17,12 ‘ 55,00 | 18,32 | 43,65 | +29.67 | 5137 | + 21,95 | 72,64 -+ 0,68
4 | 7041 | 53,00 | +17,41 | 5180 | 418,61} 3890 | + 31,51 | 47,75 | + 22,66 | 68,85 + 1,56
5 \ 74,16 | 57,40 | + 16,76 l 56,25 | +17,91 | 4544 | + 28,72 | 52,77 | +21,39 | 7400 | + 0,16
6 | 72,73 53.70 | + 19,03 | 52,58 | 20,15 | 40,15 | 32,558 | 48,60 | + 24,13 | 69,66 + 3,07
7 | 12,60 \ 54,60 | -+ 18,00 1 53,44 | 4+19.16 | 41,38 | F31,22 | 49,54 | +23,06 | 7075 | 1 185
8 | 6805 | 5440 | +13.65| 53,18 | 14,87 | 41,00 | + 27,05 | 4925 | +1880 | 7047 | —242
9 | 8208 | 64,60 | +17.48 63,43 } 41865 | 5573 | +2635 | 60,33 | +21,75 | 8239 | —03l
10 | 8225 | 66,50 | 41575 | 6543 | + 16,82 58,58 | +23.67 | 62,44 | 19,81 | -84.82 49,59
11 | 6650 4 53.60 | +1290 | 5243 | +14,07| 3992 | +2658 4847 | + 18,03 | 69,67 2507
12 | 87.26 ™ 68,20 | 419,06 | 67,19 | 120,07 | 60,94 | + 26,32 | 54,21 | + 23,05 86,72 4 u.54
13 | 9065 | 67.88 | +2277| 6692 | +2373| 6054 | + 3011} 6391 | + 26,74 | 86,45 + 4,20
14 | 8451 | 67,10 |+ 1741 66,03 | +1848 | 5941 | + 2510 | 63,00 | +21,51 8536 — 0,85
15 | 86,17 | 67,64 | 18,53 | 66,65 419,52 | 60,24 | 2593 | 63,68 |+ 2249 86,17 | 0
16 | 79,74 ‘ 63,73 | + 16,01 | 62,68 | 417,06 | 54,53 | +2521 | 59,40 | 420,34 | 81,57 L83
17 | 17855 | 61,64 { 411691 | 6051 | + 18,04 | 51,53 | +27.02 57,23 | +21,32 | 79,14 — 0,59
18 | 7797 | 63,09 | + 14,88 | 6197 | 416,00 | 53,62 \ 4+ 24,35 | 58,71 ‘ + 19,26 l 80,76 | — 2,79
19 | 79,03 | 61,80 | +17,23 | 60,74 | +18,29 | 5L79 | + 27,24 { 57,34 | +21,69 | 179,15 — 0,12
| t ! | | | [ ;
Tabulka 4. Podklady pro vgpoéet regresni rovnice a kore laéniho koeficientu
Vzorek AE o S yi yi® XiYi Xi—X yi—Y (xi—x)? (yi—y)?
1 0,268 48 2304 20 400 950 3,053 1,69 9,320 2 856
2 0,272 52 2704 22 484 1144 7,053 3,69 49,745 13,616
3 0,244 24 576 13 169 312 —20,947 —5,31 438,777 28,196
4 0,230 10 100 10 100 100  —34,947 —_g3r  1221,203 69,056
5 0,249 29 841 14 196 408  —15,947 ~odiay 254,307 18,576
6 0,233 13 169 13 169 169  —31,947 531  1020,610 28,196
) 0,237 17 289 13 169 221 —27,947 —5,31 781,035 28,196
8 0,236 16 256 {8 64 128  —28,947  —10,31 837,929 106,296
9 0,280 60 3600 22 484 1320 15,053 3,69 226,593 13,764
10 0,289 69 4761 22 484 1518 24,053 3,69 578,547 13,764
11 0,233 13 169 6 36 78 Ly 30,947 12,31 1020,611 151,536
12 0,296 76 5776 27 729 2052 31,053 8,69 964,289 75,516
13 0,295 75 5625 31 961 2325 30,053 12,69 903,183 161,036
14 0,291 71 5041 25 625 1775 26,053 6,69 678,759 44,756
15 0,294 74 5476 26 676 1924 29,053 7,69 844,077 59,136
16 0,277 15 cyt57 3249 20 . 400 1140 12,053 1,69 145,275 2,856
17 0,268 48 2304 19 361 912 3,053 0,69 9,321 0,476
1 0,274 54 2916 18 324 972 9,053 (31 81,958 0,096
19 0,268 : 48 2304 19 361 912 3,053 0,69 9,321 0,476
¥ 854 48460 348 7192 18368 10074,952 818,400
& 44,947 18,31

Dosazenim do rovnice (3) z rovnic (1) a (2), které
usnadiiuji-vlastni vypocet, obdrZime pak hledanou
stochastickou zavislost veli¢in N a AE.

PFi zjisténi regresnich koeficientll ¢ i b se vyuZije
hodnot ziskanych v souboru uskutecnéného porov-
navaciho méfeni-AE a N (fabulka 3 a 4, 19 vzorkil).
Regresni koeficienty jsou definovany zavislostmi:

KIZ(xy;) — ExZy;

b = ! 4
KEx? — (2x,)° (4)

l

a:y_bx (

kde K je pocet méfeni,

¥ — aritmeticky primér hodnot x;,
y — aritmeticky primér hodnot y,

V naSem pFipadé je po dosazeni z tab. 4: b = 0,2705
~a=26,15

Dal§im vypodétem z rovnic (1) aZ (3) jsme odvodili
regresni pfimku pro stanoveni celkového dusiku ve
sladinach na spektralnim fotometru Zeiss VSU 2P:
N mg/100 ml = 1000 b (AE — 0,220) + a + 60
a po tpravé

N mg/100 ml = 270,35 AE + 6,62
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Grafické znazornéni regresni piimky a vztahu zjis-
ténych hodnot rozdilu extinkci k celkovému obsahu
dusiku stanovenému metodou podle Kjeldahla jsou
v grafu 1. V témZ grafu jsou zaznamendany regresni
rovnice pro nase podminky nevyhovujici, a to podle
Wadella, Franken-Luykx a Riemanna. Korelacni
koeficient se vypodité ze vztahu:

b 2 (x,—X)?
2 (yi—y)*

Po dosazeni z tabulky 4: r* = 0,90
r = 0,95

rk =

80

> Nmg/100ml podle Kjeldahla

60

Graf 1. Zdvislost dusiku podle Kjeldahla a rozdilu
extinkci A E.

Diskuse

U analyzované série kongresnich sladin, jejiZ vy-
sledky jsme pouZili pro vypocet regresni rovnice a
korelaéniho koeficientu, jsme zjistili maximalni
hodnotu dusiku 90,65 mg/100 ml podle Kjeldahla,
minimalni 66,50 mg/100 ml, prim&rnou 78,32 mg/100
ml. Tomu odpovidala maximdlni hodnota rozdila
extinkci AE 0,296, miniméaln{ 0,230, primé&rna 0,264.

Franken-Luykx pracovala se sladinami s maxi-
méalni hodnotou dusiku 93,7 mg/100 ml, minimélni
61,6 mg/100 ml a pramé&rnou 76,6 mg/100 ml. Zjistila

Tabulka 7

odpovidajici maximéalni hodnotu AE 0,402, minimal-
ni 0,279 a primeérnou 0,377. Riemann stanovil ma-
ximalni hodnotu dusiku 91,6 mg/100 ml, minimalni
59,2 mg/100 ml a primérnou 70,6 mg/100 ml. Maxi-
méalni hodnotu AE namé&fil 0,377, miniméalni 0,235 a
primérnou 0,325.

Korelatni koeficient zjistény Franken-Luykx byl
0,94, Riemannem 0,99 (pFi exaktnim provedeni me-
feni — u prvé série mé&feni bez presné standardiza-
ce podminek r = 0,65) a pfi nadem meéfeni jsme
urcili korelaéni koeficient 0,95.

Dilezitost exaktniho Fed&ni vzorku a celkového
provedeni méteni dokumentoval Riemann, ktery
zjistoval pii nedodrZeni postupu provedeni analyzy
rozdily v obsahu dusiku v mg/100 ml, které jsou
uvedeny v tabulce 5. )

P¥i exaktnim provedeni analyz Riemann dospél
k vysledkam, které jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 5
, AN mg/100 ml
stfed. ‘ max. | min.
N = 4E X 230,4 =715 | = 15,91 — 0,2
e W 3 s
N = (4E x 232,1) — L6 | 78| =166 —09
.
AE — 0,039
= —————— +84 | +161| +0,1
2 0,004 1 l
Tabulka 6
"‘ AN mg/100 ml
' stfed. | max. ' min.
I
N = AE x 230.4 + 3,0 i + 3.4 i + 1,0
el © clhdny. VL S SRR i
N = (4E x 232,1) — 1.6 | =19 + 24 ]| + 0,1
/’—_"——————" i 1
- . I '
N = w =5 1’2 . 371 ’T‘ 071
0,004 ‘

Dosazenim nasich vysledki rozdilit extinkci do
rovnic odvozenych Wadellem, Franken-Luykx a
Riemannem jsme dostali vysoké rozdily vypocte-
nych hodnot dusiku od zjisténych hodnot stanove-
nych Kjeldahlovou metodou, zatimco pfi dosazeni

A N mg/100 ml

stred | max. | min
|
Wadell N = AE X 2304 | +117,30 1220 \ 412,90
| |
Franken-Luykx N = (4E x 232,1) — 1,6 i 118,41 +2873 | 43258
1 1
1 1
. AE — 0,039
Ri Ne—— """ 4 b
jemann N ok $ 112,90 L 14,07 I L 23,67
L O . - i L | /‘
N = 270,6 AE -+ 6,62 E £ 1,54 1 4,20 ] 0
|
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Tabulka 8
Vlastni stanoveni i Riemann
1 | |
! | { AE — 0,03
l\ AE | N = 270,6 AE + 6,62 | AE N = (4E x 232,1) — 1.6 ! N= ~——————2—
’ ‘ l 0,004
—4—(\ /"—"1 £ /4—71&’?’(
© | 0266 78,04 0,339 77,0 }. 74,9
| 1
el i ! STl v s eI ST AT 2 = PALMOE 1
; 1 \ '
) 1 + 0,001 + 0,27 I 0,003 + 0,7 i + 0,7
| | |
Tabulka 9
l l 1
1 Franken-Luykx ! Riemann | Vlastni stanoveni
| | |
‘ 1 AE — 0,039 ( d
regresni rovnice N = (4E x 232,1) — 1,6 | N= 0004 N = 270,6 AE + 6,62
LT S YRR AR
|
celkova chyba l + 2,6 ‘ + 1,9 \ + 1.8
Tabulka 10
! L= dh it Nejveétsi od- | Nejvetsi od-
! Dusik | Pravdé- | Dusik | Pravdé- 1. | Pravde. | Nejvétdi od- | Nejvetsd od- | "V Ulka e Thon
Vzo- | Kjeldahl | podob. | spektr. | pod. | 4g | pod- | chylka AE chylka 4E | 107100 ml | N mg/100 ml
rek | mg/100 chyba | mg/100 | chyba | l chyba | PT fedéni pr1 merent p¥i redéni p¥i méfeni
ml 5 ml | + | | 4 i > == 1 T e e
| s | l + | = 1 + | = il . Ty
| | | . TS B TR
1 | 80,26 0,59 79,14 | 0,26 0,268 @ 0,001 0,005 | 0,008 l 0,018 | 0,017 1,35 | 2,16 | 4.86 4,59
2 | 81,98 0,06 80,22 0,18 0,272 . 0,0007 0,004 | 0,009 0,009 | 0,017 1,08 | 2,43 | 2,43 4,59
3 “ 73,32 0,36 | 72,64 | 0,15 0,244 i 0,0006 | 0,004 | 0,004 0,006 | 0,006 | 1,08 1,08 | 1,62 | 1,62
4 | 70,41 0 | 68,85 | 0,02 0,230 | 0,0001 0,007 | 0,007 | 0,013 0,009 | 1,89 | 1.89 3,51 | 2,43
5 74,16 0,32 ! 74,00 0,10 | 0,249 | 0,0004 | 0,002 0,003 | 0,006 0,006 | 0,54 0,80 | 1,62 1,62
6 72,73 0,19 69,66 | 0,18 0,233 | 0,0007 ! 0,007 0,006 | 0,009 | 0,009 1,89 | 1,62 | 2,43 2,43
1 72,60 0,28 70,75 : 0,13 0,237 | 0,0005 0,003 | 0,004 0,005 | 0,006 | 1,80 1,08 | 1,35 | 1,62
8 68,05 0,19 70,47 | 0,10 0,236 | 0,0004 0,002 | 0,004 | 0,008 0,006 | 0,53 | 1,08 2,16 | 1,62
9 | 82,08 0,63 | 8239 0,05 0,280 | 0,0002 0,001 | 0,002 | 0,005 0,005 | 0,26 | 0,53 1,35 | 1,35
10 82,25 0,14 ; 84,82 ‘ 0.18 10,289 | 0,0007 0,006 | 0,006 | 0,004 0,011 | 1,62 | 1,62 | 1,08 | 2,97
11 66,50 0,14 | 69,67 | 0,18 | 0,289 | 0,0007 | 0,004 0,006 | 0,005 0,007 | 1,08 1,62 1,35 | 1,89
12 87,26 0,15 | 86,72 i 0,05 } 0,233 | 0,0002 0,003 | 0,002 | 0,005 0,011 | 0,80 | 0,53 1,35 | 2,97
13 90,65 0,007 86,45 | 0,21 |0,296 0,0008 0,004 | 0,005 | 0,007 0,008 | 1,08 | 1,35 | 1,89 | 2,16
14 84,51 0,48 ‘ 85,36 0.29 |0.295| 0,0011 0,016 | 0,006 | 0,024 0,017 | 4,32 | 1,62 6,49 | 4,59
15 86,17 0,28 | 81,17 | 0.07 | 0,291 0,0003 0,002 | 0,001 | 0,009 0,005 | 0,53 0,26 | 2,43 | 1,35
16 79,74 1 0,00 l 81,57 1 0,21 | 0,294 0,0008 | 0,005 | 0,004 0,007 | 0,009 1,35 | 1,08 | 1,89 2,43
17 5-78:55 1 0,38 79,14 0,07 | 0,277 0,0003 | 0,002 0,001 | 0,004 | 0,004 0,53 | 0,26 | 1,08 1,08
18 71,97 { 0,15 1 80,76 i 0,10 i 0,274 0,0004 | 0,003 0,002 | 0,007 0,006 | 0.80 0,53 1,89 | 1,62
19 | 79,03 ] 0,00 | 79,15 0,21 1 0,268 1‘ 0,0008 | 0,005 | 0,004 0,010 | 0,009 | 1,35 1,08 | 2,70 | 2,43
i ! | | ? | :

do regresni rovnice (N mg/100 ml = 2706 AE +
+ 6,62) odvozené v nasi experimentélni praci byly
odchylky odpovidajici (viz tabulka 7).

V tabulce 8 je prehled vypoctenych smérodatnych
odchylek z naSich méteni (pramér z 19 sérii vzdy
10krat feddnych vzorki) a smérodatnych odchylek,
které uvadi Riemann.

Smérodatnou odchylku stanoveni celkového du-
siku podle Kjeldahla, kterou jsme zjistili*u primeér-
né hodnoty 78,33 mg N/100 ml (pramér z 19 vzorkill
a vZdy 3 stanoveni) = £ 0,27 mg/100 ml, Franken-
Luykx uvadi * 0,4 mg/100 ml.

Celkova chyba stanoveni se uréila ze soultu
smarodatné odchylky méaFeni extinkce a stfedni od-
chylky od hodnoty vypod&tené z rovnice. Hodnota

celkové chyby spoletné s celkovou chybou stanove-
nou Riemannem u dvou regresnich rovnic je v ta-
bulce 9.

Dale jsme se zabyvali vypodtem chyb, kterych se
dopustime pii Fed&ni vzorku a méfFeni. P¥ehled vy-
poé&tenych odchylek je v tabulce 10. Z vypoltl vy-
plyvé, Ze neni nutno u jednoho vzorku pfipravovat
10 Fedsni, protoZe odchyky jsou v zdsadd zanedba-
telné, ale je nutno z kaZdého vzorku proveést
alespoii 2 aZ 3 méfeni extinkci a vysledky rozdild
extinkci AE poditat z primeéru.

Na zaveér nasich méFeni jsme sledovali chybu sta-
noveni rozdilu AE tfemi laboratofemi, a to dvakrat
pii pouZiti spektralniho fotometru Zeiss VSU 2P a
jednou na spektralnim fotometru Opton. Vysledky
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jsou v tabulce 11. Rozdil ve vypoctu pfi stanoveni

celkového dusiku dvéma laboratofemi podle nasi

regresni rovnice:

N mg/100 ml = 270,6 AE + 6,62 je v tabulce 12.
Orientacéné se spektrofotometrickd metoda stano-

veni celkového dusiku pouZila i pro studeny vyluh

podle Hartonga mixaci, ktery odpovida Hartongovu

Tabulka 11

Tabulka 12

ni odchylky neodliSuji od hrani¢nich hodnot stano-
venych u porovnavacich vzorki sladového vyluhu
Kjeldahlovou metodou.

Zaveér

PFi pfimém spektrofotometrickém stanoveni roz-
pusténého dusiku je nezbytné nutno zachovat
exaktni podminky, aby se odchylky jednotlivych

méfeni a vypo&tené hodnoty neliSily od celkového
dusiku stanoveného Kjeldahlovou metodou. Ukéaza-

VSU, -- VUPS | VSU, — labora- | Opton — labora- lo se, Ze diive publikované regresni rovnice Wadel-
1E tof 1 —AE |  toF2 —4E lem, Franken-Luykx a Riemannem nelze univerzal-

né pouZit pro vSechny typy spektralnich fotometrd,

0,253 0,251 ‘ 0,322 protoZe citlivost v oblasti nizkych vlnovych délek

e R A g U A AT se zna¢né lisi. V nasi praci jsme odvodili regresni
gk bk Kns pfimku pro spektrofotometrické stanoveni celkové-

3 iy . ho dasiku ve sladindch z eského svétlého sladu na
i == S spektrdlnim fotometru fy Zeiss VSU 2P. Té&chto pri-
0.294 0,298 0,361 strojii se v posledni dobé stale vice pouZiva v na-
gich pivovarskych a sladafskych laboratorich. Sou-

‘ Vzorek 1 ' Vzorek 2
i ! |
Laborato 1 — spektralni fotometr Zeiss VSU, | N mg/100 ml | 77,64 \ 80,04
| SRR 7,4?#/) B aE Al S ) | T
Laborato¥ 2 — spektréilni tofometr Zeiss VSU, | N mg/100 ml ‘ 76,70 ‘ 80.76
g SR IS R T T R iy e R Al L e
| AN mg/100 ml ] 0.94 1’ 0,72

Tabulka 13
= o N mg N/100 ml |
‘r:l(;- nlil'\i,lﬁ(;(})ﬂn o spektrofotomet- /N mg/100 ml

Je ‘ ricky i

‘ ‘

' 1
1 45.4 43,43 1 + 1,97
2 44.7 42,61 + 2,09
3 45,81 45,90 | — 0,09
4 48.38 48,20 i -+ 0,18
5 46,70 45.81 ‘ + 0,89
6 47,04 45,40 | -+ 1,64
7 49.50 48,15 } = 1,35
8 50,96 49.10 ‘ -+ 1,86

vyluhu p¥i 20 °C. Princip pfipravy vyluhu: celd zrna
nakliteného jetmene se mixuji dvé minuty ve vode
10 °C [11]. Po filtraci se stanovil trojmo celkovy
dusik podle Kjeldahla a dusik spektrofotometricky.
Popsany postup pripravy vyluhu se pouZivé pro hod-
noceni mj. zmé&n dusikatych latek pii sladovani.
Srovnévaci primérné vysledky analyz podle Kjel-
dahla, celkovy dusik spektrofotometricky -a rozdil
AN v mg/100 ml jsou v tabulee 13. Kazdy vzorek vy-
luhu se pro spektrofotometrické meéfeni dvakréat fe-
dil a z kaZdého Fedéni se provedla tfi meéfeni.
Zjisténé rozdily v obsahu dusiku stanoveného
spektrofotometricky a metodou podle - Kjeldahla
jsou ponékud vyssi, neZ jsme zjistovali u kongresni
sladiny. Tyto rozdily lze pripsat nestejné dob& me-
teni vzorkt po filtraci a Fedéni. Pfesto se maximal-

tasné jsme podali prehled postupu vypoctu regresni
prfimky a korelac¢niho koeficientu. Tohoto postupu
je moZno obecné& pouZit pro odvozeni regresni rov-
nice a korelacniho koeficientu pro kterykoli spek-
tralni fotometr, popf. jiny typ sladu.

Spektrofotometrickd metoda stanoveni dusiku je
velmi jednoduchd. Celd pfiprava vzorku a meérenti
trva maximalnd 10 minut (kromé Casu potFebného
k temperaci vzorku) a z chemikalii je zapotfebi
pouze roztok 0,09 04 NaCl. Pfima spektrofotometric-
ka metoda je vhodnd pro stanoveni celkového du-
siku ve sladinédch, avSak jak ukazala orientaéni mé-
feni, 1ze ji i Gspésné pouZit k hodnoceni postupné-
ho rozludténi zrna, Gili ke kontrole urcitého stupné
sladovéni, popf. hvozdéni. V kazdém pfipadé je nut-
na obgasnd kontrola vysledki spektrofotometrické
metody s metodou podle Kjeldahla.

Souhrn -

Autori zjistili, Ze drive publikované regresni rov-
nice pro vypocCet celkového dusiku ve sladinach
spektrofotometrickym stanovenim neodpovidaji cel-
kovému dusiku podle Kjeldahla pFi pouZiti spektral:
niho fotometru Zeiss VSU 2P, proto odvodili novou
regresni primku pro tento pfistroj. V- préci doku-
mentuji na zaklad® propoltl riiznych odchylex
presnost metody. Orientacné pouZili pFimého spek-
trofotometrického stanoveni celkového dusiku pro
hodnoceni kvality studeného vyluhu zelenych sladd.

i



Kvasnyg priamysl

rot. 16/1970 — cislo 9 197
Literatura [7] RIEMANN, ]J.: Brauwissenschaft 21, 1968: 375—378.
[6] VANCURA, M. a spol.: pivovarsko-sladarska analytika. SNTL —
[1] HASHMI, M - ALI, H. E. - UMAR, M.: Analyt. Chem. 34, 1882: — Praha 1936.
988. [9] Analytika EBC — Second Edition 1963: 213, v dal: Elsevier
¥
[2] LEWIS, T - MANN, ]J. R.: Analyt. Chem. 35, 1983: 2179—2182. Publishing Company London. )
[3] FERRARI, A.: Sonderdruck 289, Technicon GmbH Frankfurt [10] PECHOC, V.: Vyhodnocovani méreni a pocetni metody v Che-
(ref. Riemann 1. c. 7). mickém inzenyrstvi, SNTL, Praha 1981.
[4] WADELL, W. J.: J. Lab. and clin. Med., 48, 1955: 311. [11] SAUER, Z.- VOBORSKY, J. - SIBLIK, Z.: zavéretna zprava vOPS
[5] MURPHY, J. B - KIES, M. W.: Biochim. Biophys. Acta 45, 1950: 1938 ,Vyzkum novych postupd pfi vyrobé sladu.
382.
[6] FRANKEN-LUYKX, ]. M. M.: J. Inst. Brew. 73, 1950: 187—189. Lektoroval Ing. ]. Kd$




