SENTRALLABORATORIETS METODE NR. 11 23.1.1979

NITRIT I FISK OG LAKE

Prinsipp

I saltsur vaske diazoterer nitritioner sulfanilamid. Det dannede
diazoniumsalt gir med koblingsreagenset (N-(l-naftyl) etylendiamindi-
hydroklorid) en intenst r¢dfarget azoforbindelse. Maksimum farge-
styrke utvikles innen 5-10 minutter og holder seg konstant i minst

2 timer. Fargestyrken males spektrofotometrisk ved bglgelengden

540 nm.

Reagehser

1. Saltsyre, ca. 6 N. Kons. saltsyre fortynnes med likt volum vann.

2. Sulfanilamidoppl@gsning. 0,4 g sulfanilamid (p-amino-benzensulfo-
namid) lgses i vann til 100 ml.

3. Koblingsreagens. 0,2 g N-(l-naftyl) etylendiamindihydroklorid
lgses i vann til 100 ml. Reagenset oppbevares i brun flaske i
kjpleskap. Holdbarhet ca. 1 maned.

4, Standard nitrit-lgsning I. 1 g p.a. NaNO2 lgses 1 vann til
1000 ml. Konsentrasjonen = 1 mg NaNOz/ml.

5. Standard nitrit-lgsning II. 50 ml av standard nitrit-lgsning I
{4) fortynnes med vann til 500 ml. Konsentrasjonen = 0,1 mg
NaNO,/ml.

6. Stanéard nitrit-lgsning ITII. 5 ml av standard nitrit-lgsning II
(5) fortynnes med vann til 500 ml. KXonsentrasjonen = 1 ug

NaNoz/ml.

Standard nitrit-lgsningene I, II og III er holdbare i 1 ar,

sédfremt det tilsettes 6-7 draper kloroform for konservering.

7. Natriumkarbonat-l¢gsning. 6,0 g vannfri natriumkarbonat (Na2C03)
lgses 1 vann til 100 ml.

8. Ferriklorid—l¢sning. 13,5 g ferriqurid (FeC13-6H20) lgses i
vann til 100 ml. ' ‘

Apparatur

a. Malekolber, 100, 200, 500 og 1000 ml

b. Spektrofotometer eller kolorimeter til maling ved 540 nm
c. Byretter, pipetter

d. Morter
e, Begerglass, 50 ml
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Utfprelse
A. Fisk. 10 g av den findelte og homogeniserte prgve innveies

i et 50 ml begerglass og utrgres omhyggelig med litt vann av 8o°c.
Blandingen skylles med vann pa 80°C over i en 500 ml milekolbe til

et samlet volum av ca. 300 ml, hvorp& kolben hensettes i kokende vann~
bad under omrysting hver halve time.

Etter 2 timers forlgp avkjgles under rennende vann. Kolben
fylles til merket med vann. Det blandes ved kraftig rysting og fil-
treres gjennom et tgrt filter. De fgrse 50 ml kastes.

100 ml filtrat overfgres til en200 ml miélekolbe,som tilsettes
10 ml natriumkarbonat-lgsning (7) og 5 ml ferriklorid-lgsning (&),
fyiles opp til merket med vann og blandes. Nar bunnfallet har sam-—
let seqg, filtreres gjennom et tgrt filter, og de fgrste 50 ml kastes.
Hver ml filtrat svarer til 10 mg pre¢ve. 5 ml filtrat pipetteres
over i en 100 ml mélekolbe og fortynnes med vann til et volum pa
ca. 95 ml.

B. Saltlake. 1 ml av prgven pipetteres over i en 500 ml mile-

kolbe og fortynnes med ca. 300 ml vann. Det tilsettes 10 ml natrium-
karbonat-lgsning (7) og 5 ml ferriklorid-lgsning (8), fylles opp til
merket med vann og blandes. Nar bunnfalle£ har samlet seg, filtreres
gjennom et tgrt filter, og de fgrste 50 ml kastes. Hver ml filtrat
svarer til 0,002 ml lake. 5 ml av filtratet pipetteres over i en
100 ml madlekolbe og fortynnes med vann til et volum pd& ca. 95 ml.

" C. Standard-lgsninger. I 100 ml mdlekolber avpipetteres 5, 10,
20, 25 og 30 ml standard nitrit-lgsning III (6), svarende til hen-

holdsvis 5, 10, 15, 20, 25 og 30 ug NaNOZ. Det fortynnes med vann

til et volum p& ca. 95 ml.
- D. Blindprgve. En 100 ml malekolbe tilfgres ca. 95 wml vann.

Fargeutvikling og madling. Hver av mdlekolbene pa 100 ml, punkt-
ene A, B, C og D, tilsettes 1 ml 6 N saltsyre (1), 2 ml sulfanilamid-
lgsning (2) og 1 ml koplingsreagens (3). Det fylles til merket med
vann og blandes. Etter 10 minutters henstand mdles fargestyrken mot
den opparbeidete blindprgven ved bglgelengden 540 nm.

Standardkurve fremstilles med natriumnitritkonsentrasjon,
rg/100 ml sluttvolum, langs X-akse og absorbsjon langs Y-akse.

Prpvelgsningens innhold av natriumnitrit, svarende til dens

malte absorbsjon, avleses pd standardkurven. Prgvematerialets inn-
hold av natriumnitrit beregnes deretter ut fra de anvendte fortyn-

ningsforhold.
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Beregning

A . e _ 100 a _ a
NaN02 1 flSk, g/lOOg = -I—Go—o—b—l = -—-6—-——1

. _ 100 a _ a
NaNo, i lake, g/100ml = 15551000 B, ~ 10000 b, + 9eF
a = Antall ug NaNO, pr. 100 ml sluttvolum av prgvelgsning
bl = Antall mg prgve pr. 100 ml sluttvolum av prgvel@gsning
b2 = Antall ml lake pr. 100 ml sluttvolum av fortynnet lakepugve
Resultatet angis med 2 desimaler.

Henvisning
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