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AZOTO AMMONIACALE

Metodo enzimatico UV.
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Kit per la determinazione del azoto ammoniacale nel vino.
PRINCIPIO DEL METODO

L’Azoto ammoniacale reagisce con l’oxoglutarato e la nicotinamide-adenin dinucleotide (NADH) in presenza dell’enzima  Glutammato deidrogenasi (GlDH) producendo NAD e L-glutammato.

                                            GLDH
α-chetoglutarato+NADH+NH4 ------> L-glutammato+NAD+H2O 

La misura fotometrica della quantità di NADH ossidata a NAD indica la quantità di Azoto ammoniacale presente nel campione.
CARATTERISTICHE METROLOGICHE

SPECIFICITA'

Il metodo è specifico per l’azoto ammoniacale.

LINEARITA':
60
mg/L

CAMPIONE 

Vino. 

· Note:

· decolorare i vini rossi molto strutturati (Polifenoli totali > 2,5 g/l) con carbone attivo o PVPP 1% peso/volume e centrifugare i campioni eccessivamente torbidi.

REAGENTI  

Reagente BC (liquido)
Tampone di Goods.
2x50 mL

Reagente 1 (liquido)
Tampone di Goods, 

acido -chetoglutarico,

ADP.
2x50 mL

Reagente 2 (liquido)
NADH.
1x2,5 mL

Reagente 3 (liquido)
GLDH.
1x5 mL

Standard (liquido)
N-ammoniacale 50mg/L. Preservanti.
1x10 mL

REAGENTI – CONSERVAZIONE E STABILITA’

Kit:
Conservare a +2-8°C. Non congelare.

Stabile fino alla data di scadenza riportata sulla confezione.

Reagenti aperti:
Dopo l’apertura, i flaconi sono stabili fino alla data di scadenza indicata sul flacone se richiusi immediatamente dopo il prelievo e protetti da contaminazione, evaporazione, luce diretta e conservati alla temperatura riportata.

Reagenti di lavoro:
30 giorni a +2-8°C (per utilizzo in analizzatori con cella a flusso).

REAGENTI  - PREPARAZIONE  

Tutti i reattivi sono liquidi pronti all’uso.

Reagente di lavoro (per utilizzo nella procedura per analizzatori con cella a flusso):

Aggiungere 0,5mL di Reagente 2 e 1,0mL di Reagente 3 in 20mL di Reagente 1. 

REATTIVI  - PRECAUZIONI E AVVERTENZE

- La presente metodica descrive l’utilizzo del kit in manuale. Per l’utilizzo mediante analizzatori automatici consultare le applicazioni specifiche.

- Sono disponibili a richiesta le schede di controllo qualità dei reagenti, fare riferimento al n° di lotto riportato in etichetta.

MATERIALI AUSILIARI NON CONTENUTI NEL KIT

Pipette automatiche

Fotometro

Cuvette monouso (cammino ottico = 1cm).

Termostato 37°C

PRECAUZIONI ED AVVERTENZE 

In riferimento al DLg. N.285 art.28 Legge n.128 del 1998 il prodotto non è classificato come sostanza pericolosa. Il prodotto contiene componenti non attivi (detergenti, conservanti ecc..) la cui concentrazione totale è inferiore ai limiti riportati dalle Direttive 67/548/CEE e 88/379/CEE e succ. mod. sulla classificazione, imballaggio ed etichettatura delle sostanze pericolose.

Maneggiare tuttavia il prodotto con cautela secondo le norme di buona pratica di laboratorio(*), evitando l’ingestione, il contatto con pelle, gli occhi e le mucose.

* EU-Dir 1999/11 Commission Directive of March 1999 adapting to technical progress the principles of good laboratory pratice as specified in Council Directive 87/18/EEC.

SMALTIMENTO RIFIUTI

Il prodotto deve essere smaltito secondo le locali normative in materia di gestione dei rifiuti.

PROCEDURA ANALITICA (Reagente 3->starter)
Lunghezza d’onda
340 nm

Cammino ottico
1 cm

Temperatura
37°C

Lettura
Contro acqua distillata 

Reazione
end point (decremento)

Portare i reattivi a +15-25°C prima del loro utilizzo.


STANDARD
CAMPIONE


Reagente 1
2000
2000
L

Reagente 2
50
50
L

Campione
-
50
L

Standard
50
-
L

Agitare bene leggere l’estinzione del Campione e dello Standard (ABS1) contro bianco.

Reagente 3
100
100
L

Agitare bene e incubare per 10’ a 37°C. 

Leggere l’estinzione del Campione e dello Standard (ABS2) contro bianco. 
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CALCOLO (Reagente 3->starter)

Nota:

Per concentrazioni maggiori di 70 mg/L  diluire i campioni con acqua distillata, ripetere la determinazione e moltiplicare i risultati per il fattore di diluizione.

PROCEDURA ANALITICA (Per l’utilizzo in  analizzatori con cella a flusso)
Lunghezza d’onda
340 nm

Cammino ottico
1 cm

Temperatura
37°C

Lettura
Contro acqua distillata 

Reazione
end point (decremento)

Portare i reattivi a +15-25°C prima del loro utilizzo.


BIANCO REAGENTE
BIANCO CAMPIONE
STANDARD
CAMPIONE


Reagente BC
-
2000
-
-
L

Reagente di lavoro
2000
-
2000
2000
L

Acqua distillata
50
-
-
-
L

Campione
-
50
-
50
L

Standard
-
-
50
-
L

Agitare bene e incubare per 10’ a 37°C. 

Leggere l’estinzione del Campione e dello Standard (ABS) contro bianco. 

CALCOLO (Per l’utilizzo in  analizzatori con cella a flusso)
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Nota:

Per concentrazioni maggiori di 70 mg/L  diluire i campioni con acqua distillata, ripetere la determinazione e moltiplicare i risultati per il fattore di diluizione.

CONTROLLO DI QUALITA’

E’ necessario eseguire i controlli ad ogni utilizzo del kit e verificare che i valori ottenuti siano inclusi nell’intervallo di riferimento riportato nelle istruzioni d’uso.

BIBLIOGRAFIA

- Fonseca-Wollheim, F., Bergmeyer, H.U. & Gutmann,  (1974) in Methoden der enzymatischen Analyse., vol 3 p. 1850-1853 and (1974) in methods of Enzymatic analysis pp 1802-1806, Verlag Chemie, Weinheim Academic Press, Inc. New York and London.

- Bergmeyer. (1985) in Methods of Enzymatic Analysis, 3rd ed., vol. VII, pp 454-461, Verlag Chemie, Weinheim, Deefield Beach/Florida, Basel.

- Barchietto G., Cantoni, C., Frigerio, R. & Provera, D. (1984) Esame comparativo dei prodotti di autolisi (Azoto non proteico, Urea, Ammoniaca), Conservazione degli alimenti 3, 12-17.
SIMBOLI GRAFICI ADOTTATI 
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Numero di lotto





Contenuto del flacone
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Numero di catalogo
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Dimensione/Numero di test





Consultare le istruzioni d’uso





Fabbricante





2x50 mL





EN008 























Conservare alla temperatura +2-8°C





Conservare alla temperatura +15-25°C








Cod.EN008 Rev.00


_1126110470.doc
[image: image1.png]






_1232117113.unknown

_1232117111.unknown

_1108027742.doc
[image: image1.png]






