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PRZEMYStU Oznaczanie zawartosci' izotiocyjanianow Zamiast

OLEJARSKIEGO

1. WSTEP

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy jest chro-
matograficzna metoda oznaczania zawartosci izotiocy-
janianéw (ITC) i 5-winylo-2-oksazolidynotionu (WOT)
w nasionach rzepaku i w poekstrakcyjnych S$rutach
rzepakowych.

1.2. Zakres stosowania normy. Norme stosuje sie przy
oznaczaniu izotiocyjaniandw: allilu, 3-butenylu, 4-pen-
tenylu oraz 5-winylo-2-oksazolidynotionu (WOT) w na-
sionach i S$rutach rzepakowych.

2. METODA OZNACZANIA

2.1. Zasada metody polega na enzymatycznej hydro-
lizie glukozynolandéw a nastepnie ekstrakcji uwolnio-
nych zwigzkéw rozpuszczalnikiem organicznym. Uwol-
nione izotiocyjaniany i 5-winylo-2-oksazolidynotion
analizuje sie metodg chromatografii gazowej przy wy-
korzystaniu detektora ptomieniowo-jonizacyjnego.

2.2. Aparatura i przyrzady

2.2.1. Aparatura do analizy chromatograficznej

a) Chromatograf gazowy z detektorem ptomieniowo-
-jonizacyjnym oraz programatorem temperatury.

b) Kolumny szklane diugosci okoto 15 m i $red-
nicy wewnetrznej 2-P4 mm.

c) Mikrostrzykawki chromatograficzne pojemnosci
1,0-MO,0 mm3

2.2.2. Zestaw do przygotowania wypetnienia kolumny

a) Kolba okragtodenna pojemnosci 750 cm3ze szli-
fem.

b) Nasadka z dwoma tubusami.

¢) taznia wodna.

d) Pompa wodna prozniowa.

2.2.3. Zestaw do wykonania hydrolizy i ekstrakcji
a) Buteleczki antybiotykowe pojemnosci 30 cm3
b) Pipety pojemnosci 5 cm3

c) Whytrzasarka.

d) Wirdwka.

i 5-winylo-2-oksazolidynotionu
metodg chromatografii gazowej
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2.3. Odczynniki, roztwory i materiaty

a) Argon sprezony z butli o czystosci nie mniej-
szej niz 99,9%.

b) Azot sprezony wg PN-71/C-84912.

c) Woddr sprezony wg PN-61/C-84908.

d) Powietrze sprezone wg PN-74/C-84913.

e) Nosniki do chromatografii gazowej: Gas Chrom
Q, Chromosorb W, Supelcoport o uziarnieniu 80/100
mesh i 100/120 mesh lub réwnowazne.

0 Woypetnienie kolumny: 3% Apiezon L na Gas
Chrom Q 100/120 mesh, 3% Dexil 300 na Supelco-
porcie 100/120 mesh.

g) Wzorce izotiocyjanianow (ITC):

— izotiocyjanian etylu,

— izotiocyjanian allilu,

— izotiocyjanian butylu,

— izotiocyjanian 3-butenylu,

— izotiocyjanian 4-pentenylu.

h) Palmitynian metylu stosowany jako standard
wewnetrzny. Do kolby pojemnosci 100 cm3 odwazy¢
10 mg palmitynianu metylu i uzupetnic¢ do kreski chlor-
kiem metylenu.

i) Wzorzec 5-winylo-2-oksazolidynotionu (WOT):
200 g Sruty rzepakowej nieodgoryczonej zmiesza¢ z
10 mg zmielonych nasion gorczycy biatej i zala¢
250 cm3 wody destylowanej z dodatkiem 10 mg kwa-
su askorbinowego. Po dokfadnym wymieszaniu zawar-
to$¢ w kolbie pozostawi¢ w temperaturze 25°C na 20 h.
Wilgotng mase umiescie w gilzach ekstrakcyjnych i
poddaé ekstrakcji eterem etylowym w aparacie Soxhle-
ta w ciggu 4 A5 h. Ekstrakt oczysci¢ przez 6-krotne
wytrzasanie z 10 cm3 porcjami nasyconego wodnego
roztworu NaHCCU. Warstwy wodne odrzuci¢, a z war-
stwy eterowej ekstrahowa¢ WOT 6-krotnie porcjami
wodorotlenku sodowego (2.5y). Polaczone wyciagi do-
prowadzi¢ do pH 8AB85 strumieniem CO. z butli
i dalej ekstrahowaC 4-krotnie réwng objetoscig eteru
etylowego. Ekstrakt eterowy oczysci¢ przez wytrzasanie
z weglem aktywnym i przesaczy¢ przez bibute do sa-
czenia. Eter odparowac, a oleistg pozostatos¢ rozpuscic¢
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w 10 cm3odwodnionego przez Ne2SCH4 eteru etylowego
i przenieS¢ do naczynka Wagowego. Ostroznie zages-
ci¢ na tazni wodnej do okoto 5 cm3

Naczynko szczelnie zamkngé, owing¢ przylepcem i
umiesci¢ w lodéwce w temperaturze -10°C. Po Kkilku
godzinach pojawig sie w naczynku krysztaty WOT.
Naczynko wyja¢ z loddwki, zla¢ znad krysztatdw resz-
tki eteru. Uzyskane krysztaty WOT nalezy chronic¢
przed wilgocig (najlepiej zatopi¢ w amputkach i prze-
chowywaé w lodéwce).

j) Myrozynaza — enzym przygotowany z nasion
gorczycy biatej (Sinapis alba).

Przed przygotowaniem enzymu nalezy sprawdzic¢
zdolnos¢ kietkowania nasion. Uzywac nasiona o zdol-
nosci kietkowania co najmniej 85%. Nasiona gorczycy
doktadnie rozdrobnié i przeprowadzi¢ pierwsze odttusz-
czenie za pomocg heksanu na zimno, wykonujac prze-
mywanie probki w kolbie stozkowej przez dekantacje
rozpuszczalnika. Wysuszy¢ Srute czeSciowo odttuszczo-
ng w temperaturze pokojowej, aby usuna¢ pozostatosé
rozpuszczalnika. Temperatura rozpuszczalnika bedace-
go w kontakcie z nasionami nie moze przekraczac
30°C. Nastepnie powtdrnie rozdrobnié i odttusci¢ Srute
w warunkach uprzednio opisanych.

Tak otrzymany enzym przechowywa¢ w temperaturze
4°C, w szczelnie zamknietym naczyniu szklanym, co
zapewnia mu trwato$¢ przez 6 tygodni. W przypadku
braku heksanu odtluszcza¢ mozna za pomoca eteru
naftowego (liczba bromowa eteru naftowego musi by¢
nizsza niz 1)

k) Mieszanina wzorcowa izotiocyjanianéw i palmi-
tynianu metylu.

Do kolby pojemnosci 100 cm3 odwazy¢

— 10 mg izotiocyjanianu etylu,

— 10 mg izotiocyjanianu allilu,

— 10 mg izotiocyjanianu butylu,

— 10 mg izotiocyjanianu 3-butenylu,

— 10 mg izotiocyjanianu 4-pentenylu,

— 10 mg palmitynianu metylu
i uzupetni¢ chlorkiem metylenu do kreski.

[) Bufor, pH 7, handlowy lub przygotowany w nas-
tepujacy sposob: do 3,53 cma3 roztworu kwasu cytry-
nowego o stezeniu 19,2 g/1000 cm3 wody destylowa-
nej doda¢ 1647 cm3 ortofosforanu dwusodowego
Na2HPO04 o stezeniu 23,6 g/1000 cm3 wody destylo-
wanej, ustali¢ pH za pomocg pehametru.

f) Chlorek metylenu cz.d.a. destylowany znad KOH
(30 g/1000 cm3. Zbhiera¢ frakcje w temperaturze 40°C.

zowy). Przemyty eter destylowa¢ znad CaCh
(150 ¢/1000 cm3. Zbiera¢ frakcje wrzace w tempera-
turze 35-r36°C. Bezposrednio przed uzyciem spraw-
dzi¢ eter na zawarto$¢ nadtlenkéw. Kilka cm3 eteru
zmiesza¢ z takg sama iloscig Swiezo przyrzadzonego
2-procentowego (m/m) roztworu jodku potasowego i w
obecno$ci skrobi jako wskaznika doda¢ kilka kropli
kwasu solnego. Obserwowaé zmian™ zabarwienia. W
obecno$ci nadtlenkow wystepuje brunatne zabarwienie.

n) Kwas siarkowy (H2s04) stezony cz.d.a.

0) Jodek potasowy (KJ) cz.d.a. roztwdr 2-procen-
towy (m/m).

p) Skrobia, roztwér 1-procentowy (m/m).

N Kwas solny (HC1) stezony cz.d.a.

s) Chlorek wapniowy (CaCU) cz.d.a.

t) Fenoloftaleina, roztwor 1-procentowy (m/V).

u) Kwasny weglan sodowy (NaHCCh), roztwor na-
sycony.

w) Kwas askorbinowy cz.d.a.

X) Heksan cz.d.a. lub eter naftowy.

y) Wodorotlenek sodowy (NaOH),
c¢(NaOH) = 1 mol/l.

z) Siarczan sodowy bezwodny (Na2S04 cz.d.a.

2.4. Pobieranie prébki. Probke nasion pobraé¢ zgodnie
z PN-76/R-66146, a probke $ruty pobra¢ zgodnie z
PN-75/R-64769.

2.5. Przygotowanie probki do analizy. Nasiona rzepa-
ku rozdrobnié, odttusci¢ zgodnie z 2.3j) i wysuszyC
w temperaturze 105°C do statej masy. Srute rzepakowa
rozdrobni¢ i wysuszy¢ w temperaturze 105°C przez
16 h

2.6. Wykonanie oznaczania

2.6.1. Hydroliza enzymatyczna i ekstrakcja. Do bute-
leczek antybiotykowych lub probowek szczelnie zamy-
kanych pojemnosci okoto 30 cm3 odwazy¢ okoto 1g
Sruty z doktadnoscig do 0,001 g, doda¢ 5 cm3 buforu
0 pH 7, 50 mg enzymu myrozynazy i 5 cm3 chlorku
metylenu zawierajacego standard wewnetrzny (10 mg
palmitynianu metylu w 100 cm3 chlorku metylenu).
Buteleczki lub probéwki z zawarto$cig szczelnie zam-
kna¢ i mieszac intensywnie w temperaturze pokojowej,
stosujac wytrzasanie mechaniczne przez 2,5 h.

W przypadku gdy hydroliza i ekstrakcja nie zapew-
nita rozdzielenia sie warstw, zawarto$¢ probéwki pod-
da¢ wirowaniu 6 tysiecy obrotdw na minute w ciggu
10 min. Do analizy pobra¢ mikrostrzykawka chroma-
tograficzng ciecz z warstwy chlorku metylenu (dolnej)
1wprowadzi¢ do komory nastrzykowej chromatografu.

roztwor o

m)  Eter etylowy wolny od nadtlenkéw: 1000 cm3 2.6.2. Przygotowanie wypehienia kolumny 3% Apie-

eteru etylowego wytrzasa¢ w rozdzielaczu z roztworem
wodnym siarczanu zelazawego i kwasu siarkowego
(70 g FeSCU cz.d.a. rozpusci¢ w 55 cm3 wody desty-
lowanej, doda¢ 6 cm3 H2SO4 stezonego).

Po rozdzieleniu odrzuci¢ dolng warstwe, warstwe ete-
rowg wytrzasa¢ ze 100 cm3 0,5-procentowego (m/m)
roztworu nadmanganianu potasowego. Po odrzuceniu
dolnej warstwy wytrzasa¢ eter ze 100 cm3 5-procento-
wego (m/m) roztworu wodorotlenku sodowego a nas-
tepnie przemywac¢ wodg destylowang z dodatkiem feno-
loftaleiny, az do zaniku odczynu zasadowego (kolor ré-

zon L na Gas Chrom Q 100 (120 mesh). Odwazy¢
0,45 g fazy stacjonarnej, rozpusci¢ w niewielkiej ilosci
chlorku metylenu i przenies¢ ilosciowo do kolby okra-
gtodennej pojemnosci 750 cm3 oS¢ uzytego chlorku
metylenu nie powinna przekracza¢ 150 cm3 Nastepnie
odwazy¢ 14,55 g nosnika i wsypywa¢ matymi porcjami
do roztworu fazy stacjonarnej mieszajac zawarto$¢ kol-
by ruchem kolistym. Kolbe zamkna¢ nasadka, podia-
czy¢ do pompki prozniowej, umiesci¢ w tazni wodnej
0 temperaturze 40°C i ciggle mieszajac odparowac roz-
puszczalnik.  Po usunieciu  rozpuszczalnika, gdy
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wypetnienie jest suche, sypkie i nie przykleja sie do
Scianek kolby, nalezy umiesci¢ je na plytce Petriego
i pozostawi¢ w temperaturze pokojowej w celu usunie-
cia $ladow rozpuszczalnika.

2.6.3. Napetnienie kolumny chromatograficznej. Jeden
koniec kolumny zabezpieczy¢ tamponikiem z waty
szklanej silanizowanej i podiaczy¢é do pompki préznio-
wej, natomiast przez drugi koniec kolumny wsypywaé
matymi porcjami wypetnienie. Podczas napetniania ubi-
ja¢ wypehnienie za pomocg wibratora mechanicznego.
Po catkowitym napetnieniu kolumny odtgczy¢ jg od
pompki prézniowej, zatka¢ drugi koniec watg szklang
silanizowang i podiaczy¢ do aparatu. Kolumne kondy-
cjonowac¢ w temperaturze 230°C przy przeptywie gazu

o$nego 30 cm3 na minute w ciggu 72 h.

2.6.4. Wykonanie analizy chromatograficznej. Opty-
malne parametry pracy chromatografu:

— temperatura kolumny: izoterma 80°C przez 3 min,
nastepnie liniowy wzrost temperatury z szybkosScig
8°C na min do 240°C w ciggu 10 min, izoterma kon-
cowa,

— temperatura detektora 250°C,

— temperatura komory nastrzykowej 230°C,

— gaz nosny: Argon, szybko$¢ przeptywu 30 cm3
na min,

— gazy pomocnicze:

— wodor, szybko$¢ przeptywu 30 cm3 na min,

— powietrze, szybkos¢ przeptywu 300 cm3 na min,

— wielko$¢ dozowanej prébki od 1,0 do 3,0 mm3

Po ustaleniu wymaganych warunkéw wprowadzi¢ ba-
dang prébke za pomocag mikrostrzykawki na kolumne
chromatograficzng. Otrzymane na chromatogramie piki
powinny by¢ symetryczne i dobrze rozdzielone, a w
przypadku ptyniecia linii podstawowej lub asymetrycz-
nych pikéw kolumne nalezy dodatkowo kondycjono-
wac.

2.7. Obliczanie wynikéw oznaczania

2.7.1. Interpretacja jakosciowa chromatogramu. Inter-
pretacje jakoSciowg chromatograméw przeprowadzi¢
przez poréwnanie czaséw retencji poszczegblnych pi-
koéw badanej probki z czasami retencji pikéw odpo-
wiednich substancji wzorcowych, przy czym obie ana-
lizy chromatograficzne musza by¢ wykonane w takich
samych warunkach.

2.7.2. Interpretacja iloSciowa chromatogramu. Inter-
pretacje ilosciowg wykona¢ wyliczajgc powierzchnie
piku dla kazdego sktadnika metodg trojkatow lub jako
iloczyn wysokosci piku i jego szerokosci w potowie
wysokosci. Zawarto$¢ izotiocyjanianow allilu, 3-bute-
nylu, 4-pentenylu oraz 5-winylo-2-oksazolidynotionu
wzgledem palmitynianu metylu obliczy¢ w procentach
wg wzoru

w ktérym:

P: — powierzchnia piku badanego, mm2

Ps — powierzchnia piku standardu wewnetrznego,
mm?2,

Wk — wspdtczynnik korekcyjny, ktory dla izotiocy-
janianu allilu, izotiocyjanianu 3-butenylu,
izotiocyjanianu 4-pentenylu wynosi 2, a dla
5-winylo-2-oksazolidynotionu wynosi 2,5,

m — odwazka (g),

0,5 — wspotczynnik wynikajacy ze stezenia roztwo-
ru standardu wewnetrznego (0,5 mg palmity-
nianu metylu w 5 cm3 chlorku metylenu).

Przy obliczaniu wynikéw nalezy postepowac zgodnie

z PN-70/N-02120 p. 2 oraz kazdorazowo okresla¢ wa-
runki wynikajace z 2.6.4, w jakich byla wykonana
analiza.

2.7.3. Wynik koricowy oznaczania. Za wynik koncowy
oznaczania nalezy przyja¢ Srednig arytmetyczng dwdch
rownolegtych oznaczan. RO6znica pomiedzy réwnole-
gtymi oznaczaniami wyrazona bledem wzglednym nie
moze przekracza¢ wartosci podanych w tablicy.

Dopuszczalna warto$¢ bedu

Sktadnik wzglednego, %
( v "> )
Suma izotiocyjanianéw 14
5-winylo-2-oksazolidy-
notionu 22

KONIEC

INFORMACJE

1. Instytucja opracowujgca norme — Instytut Przemystu Miesnego
i Thuszczowego, Warszawa.

2. Istotne zmiany w stosunku do BN-72/8054-04. Zaréwno izotio-
cyjaniany (ITC), jak i winylooksazolidynotion (WOT) sg oznaczane
z jednej prébki metodg chromatografii gazowe;j.

3. Normy zwigzane
PN-61/C-84908 Wod6r techniczny sprezony
PN-71/C-84912 Azot sprezony techniczny

DODATKOWE

PN-74/C-84913 Powietrze sprezone

PN-70/N-02120 Zasady zaokraglania i zapisywania liczb

PN-75/R-64769 Pasze. Pobieranie prébek

PN-76/R-66146 Ziarno ro$lin oleistych. Pobieranie prébek i przy-
gotowywanie prébki laboratoryjnej
4. Normy miedzynarodowe

ISO 5504 Oilseeds and oilseed residues — Determination ot isot-
hiocyanates and vinyl thiooxazolidone



Informacje dodatkowe do BN-84/8054-04

5. Autorzy projektu normy — dr inz. B. Klossowska, dr inz.
M. Obiedzinski, inz. M. Wawrzyniewicz — Instytut Przemystu Mies-
nego i Tluszczowego. Warszawa.

6. Wzgledne czasy retencji

Wypekienie kolumn 3% Apiezon L 3% Dexil 300
e y na Gas Chrom Q na Supelcoporcie

Zwigzek 100/120 mesh 100/120 mesh
ITC — allilu 92,0 86.0
1TC — 3-butenylu 84,0 80,6
ITC — 4-pentenylu 72,0 70,2
WOT — 5-winylo-2- _
-oksazolidynotionu 29,5 20,5
7. Przyktadowe rozdziaty chromatograficzne — wg rys. I-l i rys.

IBN-84/6054-CH-I-Il

Rys. I-I

Rys.
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Sprostowanie do BN-84/8054-04

W punkcie 2.7.2 (str. 3) zamieszczony wzOr powinien mie¢ nastepujacq postac:

W INFORMACJACH DODATKOWYCH (str. 4) p. 7 powinien mie¢ nastepujaca
tresc:
7. Przyktadowe rozdziaty chromatograficzne — wg rys. 1-1 w kolumnie z wypet-

nieniem 3% Apiezon L na Gas Chrom Q 100/120 mesh oraz wg rys. 1-2 w kolumnie
z wypetnieniem 3% Dexil 300 na Supelcoporcie 100/120 mesh.



