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1. WSTĘP

1.1. Przedmiot normy. Przedm iotem  norm y 
jest m etoda oznaczania zawartości izotiocyjania- 
nów  i 5-winylo-2-oksazolidynotionu w poekstrak- 
cyjnych śru tach  rzepakowych.

1.2. Zakres stosowania przedmiotu normy. 
Norm ę stosuje się przy oznaczaniu ITC i OZT 
w  poekstrakcyjnych śrutach rzepakow ych odgo- 
ryczonych i nieodgoryczonych.

1.3. Określenia
1.3.1. Izotiocyjaniany — ITC — lotne, orga

niczne związki siarki, tworzące się przez hydro
lizę enzym atyczną tioglikozydów w ystępujących 
w  nasionach i śru tach  z nasion roślin krzyżo
wych.

1.3.2. 5-winyło-2-oksazolidynotion — OZT —
lotny, cykliczny związek siarki, tw orzący się 
przez hydrolizę enzym atyczną tioglikozydów 
w ystępujących w nasionach i śru tach  z nasion 
roślin krzyżowych.

1.4. Normy związane
PN-63/C-13011 Szlify stożkowe złącz szklanych 
PN-70/N-02120 Zasady zaokrąglania i zapisy wania

liczb
PN-69/R-64769 Pasze. Pobieranie próbek i przy

gotowanie średniej próbki laboratoryjnej

2. METODY OZNACZANIA

2.1. Zasada oznaczania. Zasada m etody polega 
n a  enzym atycznym  uw olnieniu izotiocyjanianów 
i 5-winylo-2-oksazołidynotionu z tioglikozydów, 
w ydestylow aniu lotnych z parą  wodną izotiocy
janianów, k tóre w środowisku am oniakalnym  
tw orzą n ietrw ałe tiomoczniki reagujące ilościowo 
z azotanem  srebra. Nadm iar azotanu srebra od- 
m iareczkow uje się roztworem  rodanku amonowe
go.

5-winylo-2-oksazolidynotion, pozostały w roz
tw orze po w ydestylow aniu izotiocyjanianów, 
ekstrahu je  się eterem  etylowym  i oznacza 
spektrofotom etrycznie w  zakresie 220-P270 mą.

2.2. Aparatura, przyrządy i materiały
a) M łynek szybkoobrotowy.

b) W irówka o obrotach około 2000 obrotów/ 
m in z kom pletem  probówek o pojemności 100 ml 
każda.

c) Lodówka.
d) Peham etr.
e) Łaźnia wodna kilkustanowiskowa.
f) C ieplarka z term ostatem .
g) Spektrofotom etr na zakres nadfioletu z 

kom pletem  kuw et kwarcowych, z korkiem  szli- 
fowym, o długości drogi optycznej równej 1 cm.

h) Zestaw  do destylacji — wg rys. 1.

Rys. 1. Zestaw  do destylacji izotiocyjanianów

Zjednoczenie Przem ysłu Olejarskiego
U stanowiona przez D yrektora ZPO dnia 2 m arca 1972 r. jako norm a obowiązująca 

w  zakresie  czynności objętych norm ą od dnia 1 stycznia 1973 r.
(DZ. Norm. i M iar n r 4/1972 poz. 6)
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i) Kolby stożkowe ze szlifem 29/32 o pojem 
ności 500 ml, z korkiem.

j) Kolby kuliste ze szlifem 29/32 o pojemności 
250 ml.

k) Chłodnice pow ietrzne ze szlifem 29/32.
l) K rystalizatory  o średnicy 14 cm.
ł) Kolby pomiarowe ze szlifem o pojemności 

100 ml.
m) E kstraktorki — wg rys. 2.

Rys. 2 E kstrak to rek  do ekstrakcji w inylotiooksazoli-
donów

n) Rozdzielacz o pojemności 1000 ml.
o) Kolba z dnem  płaskim  o pojemności 

1000 ml.
p) B utla z ciemnego szkła.
r) Zestaw  do destylacji eteru.
s) Kaolin porow aty, grudki średnicy 3-^4 mm.
t) Lód.
u) Sm ar do szlifów beztłuszczowy: 9 g skrobii 

cz.d.a. rozpuścić w 20 g glikolu (CH2OH-CHOH- 
-CH2OH) cz.d.a. i gotować, ciągle m ieszając na 
palniku gazowym 0,5 godz.

w) Gorczyca.

z) Sączki bibułowe (F iltrak  n r 388).

2.3. Odczynniki i roztwory

a) B ufor cytrynianow y — 168 g kwasu cy try 
nowego C6H80 7 cz.d.a. rozpuścić w 4 1 wody 
destylow anej i przez dodanie nasyconego roztwo
ru  ługu sodowego (NaOH) doprowadzić do pH 4.

b) Am oniak (NH4OH) cz.d.a. roztw ór wodny 
10-procentowy.

c) Azotan srebra (AgN03) cz.d.a., roztw ór 
w odny 0,ln.

d) Alkohol etylow y (C2H5OH) ,70-, 90- i
95-procentowy.

e) Rodanek amonowy (NH4CNS) cz.d.a., roz
tw ór w odny 0,ln.

f) Siarczan żelazowoamonowy (FeNH4 (S 04)2- 
•12H20 ), cz.d.a., roztw ór wodny 8-procentowy.

g) K w as azotow y (H N 03) cz.d.a., roztw ór 
w odny 6n.

h) Toluen (C6H5-CH3) cz.d.a.
i) Roztwór enzymu około 100 g gorczycy bia

łej umieścić w  m łynku szybkoobrotowym  i roz
drabniać przez 30 sek. 100 g rozdrobnionych na
sion odważyć z dokładnością do 1 g, przenieść do 
kolby stożkowej pojemności 500 ml i dodać 
300 ml wody destylow anej o tem peraturze poko
jowej, a następnie wymieszać, zakryć korkiem  
i pozostawić w spokoju na 1 godz w tem peraturze 
pokojowej.

Po upływ ie 1 godz mieszaninę poddać wirowa
niu (wyważając starannie probówki) w czasie 
10 min przy około 2000 obrotów na 1 min. Ze
brać odwirowaną ciecz do cylindra pom iarowe
go pojemności 250 ml. Osad odrzucić.

Roztwór przenieść do kolby stożkowej o po
jemności 500 ml i zadać rów ną objętością 90-pro- 
centowego alkoholu etylowego w celu w ytrące
nia enzymu. Uzyskuje się łącznie 350-F400 ml 
m ieszaniny zaw ierającej osad. M ieszaninę poddać 
w irowaniu napełniając tylko 2 probówki wirówki 
w celu uniknięcia s tra t enzymu.

Zdekantować i odrzucić klarow ny płyn, a do 
osadu dodać 200 ml 70-procentowego alkoholu 
etylowego, wymieszać i m ieszaninę ponownie pod
dać w irowaniu. K larow ną ciecz odrzucić.

Osad z obu probówek przenieść do kolby stożko

wej pojemności 300 ml i zadać 100 ml wody de
stylow anej o tem peraturze pokojowej, wym ie
szać i pozostawić na 1,2 godz w tem peraturze po
kojowej. Roztwór przesączyć przez sączek z bi
buły. Sączek z osadem odrzucić.

W celu konserw acji roztw oru enzym u dodać 
1 ml toluenu.

Roztwór należy przechowywać w lodówce 
w tem peraturze -F4°C, co zapewnia trwałość 
p repara tu  przez 5 dni.

j) N adm anganian potasowy (K M n04) cz.d.a., 
roztw ór wodny 0,5-procentowy.

k) Kwas siarkow y (H2S 0 4) cz.d.a., stężony.
l) Roztwór siarczanu żelazowego (F eS 04) 

cz.d.a. : 30 g siarczanu żelazowego rozpuścić 
w  55 ml wody destylow anej i dodać 1,7 ml stę 
żonego kw asu siarkowego.

ł) Jodek potasowy (KJ) cz.d.a., roztw ór wodny 
2-procentowy.

m) Roztwór skrobi 1-procentowy.
n) Kwas solny (HC1) cz.d.a. stężony.
o) Siarczan sodowy bezwodny (Na2S 0 4) cz.d.a.
p) Chlorek wapniowy (CaCl2) cz.d.a.
r) Fenoloftaleina, roztw ór 1-procentowy.
s) E ter etylow y wolny od nadtlenków  — 

1000 ml e teru  wytrząsać w rozdzielaczu z 20 ml 
roztw oru siarczanu żelazowego, a następnie trzy 
krotnie z 0,5-procentowym roztworem  nadm an
ganianu potasowego w porcjach po 15 ml każda.

Po oddzieleniu dolnej w arstw y wytrząsać eter
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z 15 ml 5-procentowego roztw oru wodorotlenku 
sodowego, a następnie przem ywać wodą destylo
waną z dodatkiem  jednej kropli fenoloftaleiny, 
aż do zaniku odczynu zasadowego (kolor różowy). 
P rzem yty  eter przelać do kolby z dnem  płaskim, 
dodać około 200 g chlorku wapniowego i odsta
wić na 24 godz. Po tym  czasie eter przesączyć 
przez sączek bibułow y do butli z ciemnego szkła, 
w której znajduje się bezwodny siarczan sodowy.

Osuszony e ter należy przedestylować odbiera
jąc frakcje  wrzące w tem peraturze 34-^36°C.

Bezpośrednio przed użyciem należy każdorazo
wo sprawdzić eter na zawartość nadtlenków . W 
tym  celu kilka ml e teru  zmieszać z taką samą 
ilością świeżo przyrządzonego 2-procentowego roz
tw oru jodku potasowego (KJ), a następnie wobec 
roztw oru skrobi jako wskaźnika dodać kilka 
kropli kwasu solnego i obserwować zmianę za
barw ienia. W obecności nadtlenków  w ystępuje 
w yraźne zabarwienie brunatne.

t) Wzorzec 5-winylo-2-oksazolidynotionu.
2.4. Przygotow anie próbki do badania. Próbkę 

ś ru ty  pobrać zgodnie z PN-69/R-64769.
Ś ru tę  przeznaczoną do analizy umieścić w 

m łynku szybkoobrotowym  (np. Komet) i rozdra
bniać przez 15 sek. Rozdrobniona śru ta  powinna 
przechodzić przez sito o oczkach 1 mm.

2.5. Oznaczanie izotiocyjanianów
2.5.1. W ykonanie oznaczania. Odważyć około 

2 ±0,1 g rozdrobnionej śru ty  i umieścić w kolbie 
stożkowej ze szlifem o pojemności 500 ml. Kolba 
ta jest jednocześnie kolbą destylacyjną. Do śru 
ty  w kolbie desty lacyjnej dodać kolejno 100 ml 
buforu cytrynianow ego i 3 ml roztw oru enzymu, 
następnie zamknąć kolbę szczelnie korkiem  ze 
szlifem odpowiednio nasm arow anym  sm arem  bez
tłuszczowym i starannie  wymieszać zawartość 
przez wstrząsanie.

Kolbę wstawić na 16 godz do cieplarki o tem 
peraturze 25°C lub na 3 godz do cieplarki o tem 
peratu rze 40°C. P róbki należy co pewien czas 
mieszać przez wstrząsanie.

P rzy  stosowaniu cieplarki o tem peraturze 40°C 
należy po kilku m inutach otworzyć na chwilę 
kolbę, gdyż inaczej rozgrzewające się powietrze 
może wypchnąć korek.

Przed upływ em  czasu term ostatow ania próbek 
należy przygotować zestaw  do destylacji. W tym  
celu do odbieralnika, k tórym  jest kolba kulista  ze 
szlifem o pojemności 250 ml, wprowadzić za po
mocą pipety  10 ml 0 ,ln  azotanu srebra i 2,5 ml 
10-procentowego amoniaku.

O dbieralnik połączyć z apara tu rą  destylacyjną 
i zanurzyć wT wodzie z lodem.

R urka doprowadzająca desty lat powinna być 
zanurzona w roztworze azotanu srebra z am onia
kiem.

Po upływie oznaczonego czasu wyjąć z cieplarki 
kolbę ze śrutą, dodać do niej kilka ziarn porowa
tego kaolinu w celu ułatw ienia destylacji i po
łączyć szczelnie z apara tu rą  destylacyjną. Przez 
lejek w zestawie destylacyjnym  dodać do kolby 
stożkowej 10 ml 95-procentowego alkoholu e ty 
lowego, a do ru rk i ferm entacyjnej 3 ml 95-pro
centowego alkoholu etylowego. Niezwłocznie roz
począć destylację, k tórą należy prowadzić aż do 
m om entu zebrania 70 ml desty latu  w odbieralni
ku.

Należy zwrócić uwagę na pienienie się zaw arto
ści kolby oraz na zasysanie desty latu  do chłodni

cy-
Odłączyć odbieralnik od zestawu, wlać do nie

go alkohol znajdujący się w rurce ferm entacyj
nej, zamknąć odbieralnik chłodnicą pow ietrzną 
i ogrzewać przez 30 min na wrzącej łaźni wodnej.

Odbieralnik ochłodzić w zimnej wodzie, za
wartość przenieść do kolby pom iarowej o po
jemności 100 ml i uzupełnić wodą destylowaną 
do kreski, po czym przefiltrow ać przez sączek 
z b ibuły (F iltrak  n r 388). 25 ml przesączu pobrać 
i przenieść do kolby stożkowej o pojemności 
100 ml, dodać do niej 1 ml 6n kwasu azotowego 
oraz 0,5 ml roztw oru siarczanu żelazowo-amono- 
wego. Odmiareczkować nadm iar azotanu srebra 
za pomocą 0,0In  rodanku amonowego do trw ałej 
barw y jasnołososiowej.

W przypadku oznaczania wyłącznie izotiocyja
nianów zawiesinę pozostałą po destylacji odrzu
cić, a kolbę destylacyjną, po jej starannym  
umyciu, napełnić do połowy objętości wodą de
stylow aną i ponownie połączyć z zestawem  de
stylacyjnym . Prowadzić destylację wody przez 
15 min w celu dokładnego oczyszczenia zestawu. 
Równocześnie za pomocą w aty  naw iniętej na 
drucik lub specjalnej szczoteczki oczyścić wylot 
ru rk i odprowadzającej destylat. Tak przygotowa
ny  zestaw  jest przygotow any do dalszego użytko
wania. P rzy  ciągłym użytkow aniu należy co 
kilka dni starannie  przesm arować wszystkie 
szlify zestawu.

Równolegle z oznaczaniem właściwym należy 
wykonać próbę ślepą. W tym  celu do kolby de
sty lacyjnej należy wprowadzić 100 ml buforu 
cytrynianow ego i 3 ml roztw oru enzymu. H ydro
lizę, destylację i dalsze czynności wykonywać 
w sposób identyczny jak przy oznaczaniu właś
ciwym.

2.5.2. Obliczanie wyników. Zawartość izotio
cyjanianów  ITC w przeliczeniu na butenyloizo- 
tiocyjanian obliczyć w procentach wg wzoru

Ton, _  (a — 0.1 • b ■ 4)0,005659 • 100

m
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w którym :
a — objętość 0,!n roztw oru azotanu 

srebra użyta do reakcji, ml, 
b =  b' -  b",

b' —  objętość 0,01n roztw oru rodanku 
amonowego użyta do m iereczko- 
wania badanej próby, ml, 

b" —  w artość w ynikająca z różnicy: 
25 m inus objętość (ml) 0,01n roz
tw oru rodanku amonowego użytego 
do m iareczkowania ślepej próby, 

m  — odważka śru ty , g,
0,005659 — współczynnik w ynikający z prze

liczeń stechiom etrycznych — 1 ml 
0 ,ln  roztw oru azotanu srebra od
powiada 0,005659 g butenyloizotio- 
cyjanianu.

2.6. Oznaczania 5-winylo-2-oksazolidynotionu

2.6.1. Wykonanie oznaczania. Zawiesinę, pozo
stałą  w kolbie destylacyjnej po oddestylow aniu 
izotiocyjanianów, należy przesączyć przez sączek 
bibułow y (F iltrak  n r 388) do zlewki o pojemności 
100 ml. F iltra t doprowadzić za pomocą ln  roztwo
ru  w odorotlenku sodowego do pH 10,5, po czym 
roztw ór przenieść ilościowo do kolby pom iarowej 
o pojemności 100 ml. Zlewkę przem yć kilkakro 
tn ie m ałym i porcjam i wody destylow anej. Z kol
by pom iarowej odpipetować 1,0 ml roztw oru i 
umieścić w ekstraktorku.

Ekstrahow ać czterokrotnie eterem  wdłnym cd 
nadtlenków , biorąc każdorazowo do ekstrakcji 
po 2 ml. W arstw ę wodną odrzucić, a połączone 
ekstrak ty  eterow e umieścić w kolbie pom iarowej
0 pojem ności 10 m l i uzupełniać eterem  etylo
wym  do kreski.

Do jednej kuw ety  kwarcowej o długości dro
gi optycznej 1 cm wprowadzić badany ekstrak t 
eterow y, do drugiej e te r etylow y wolny od nad
tlenków. K uw ety  zamknąć korkam i ze szlifem
1 umieścić w  spektrofotom etrze.

W ykonać pom iar absorbancji badanej próbki 
wobec e teru  etylowego jako ślepej próby, w za
kresie 220-1-270 mu. OZT w roztworze eterow ym  
w ykazuje najw iększą absorpcję p rzy  długości 
fali 248 mu.

W ielkość absorbancji odczytać z w ykresu ab 
sorbancji uwzględniając absorbancję tła. W tym  
celu poprowadzić linię tła  przez najm niejsze 
w artości absorbancji przy długościach fal 230 
i 266 mir.

Jeżeli skala spektrofotom etru  wycechowana 
jest w jednostkach transm itancji (przepuszczal
ności) wówczas do przeliczenia na absorbancję 
najlep iej posłużyć się odpowiednimi tablicam i 
dostępnym i m iędzy innym i w K alendarzu Fizyko- 
-chem icznym  lub też zastosować wzór

A  — leg —  =  2 — log T

w którym :
A  — absorbancja,
T — transm itancja.
Równolegle z wykonaniem  pom iaru absorban

cji próbki badanej sporządzić krzyw ą wzorcową 
używając eterow y roztw ór OZT w odpowiednich 
stężeniach. Ponieważ OZT jest związkiem trudno 
dostępnym  w stanie czystym, można posłużyć się 
krzyw ą wzorcową wg rys. 3 z zastrzeżeniem, że 
spektrofotom etr będzie uprzednio spraw dzony 
pod względem właściwej rejestracji długości fali 
jak  też czułości.

Rys. 3. K rzyw a wzorcowa dla 5-winylo-2-oksazolidyno-
tionu

2.6.2. Obliczanie wyników. Na podstawie zmie
rzonej absorbancji próbki badanej, uw zględnia
jącej absorbancję tła, odczytać z krzyw ej wzor
cowej stężenie OZT.

Zawartość OZT obliczyć w procentach wg wzo
ru

O Z T  =  0,05 c

w którym :
C — stężenie odczytane z w ykresu,

0,05 — współczynnik uw zględniający odważkę, 
rozcieńczenie i grubość kuw ety.

2.7. Liczba oznaczań. Należy wykonać co na j
m niej dwa równoległe oznaczania.

2.8. Różnica między wynikami. Dopuszczalna 
różnica między wynikam i dwóch równoległych 
oznaczań może wynosić 0,03%, gdy zawartość 
ITC i OZT jest niższą od 0,3%, a 0,05% gdy za
wartość ITC i OZT jest wyższa od 0,3%.

W yniki zaokrąglić do drugiego miejsca po 
przecinku i interpretow ać zgodnie z PN-70/ 
N-02120 M etoda Z.

I
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W punkcie 2.5.2. Obliczanie wyników, zamiast: wzoru: 
b = b ' — b", powinno być: b =  b' -+■ b".

(B iu le ty n  PK N iM  n r  7/78 poz. 68)


