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UBOCZNE . . o
PRZEMYSEU Oznaczanie zaulartosci

OLEJARSKIEGO

1. WSTEP

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy
jest metoda oznaczania zawarto$ci izotiocyjania-
now i 5-winylo-2-oksazolidynotionu w poekstrak-
cyjnych S$rutach rzepakowych.

1.2. Zakres stosowania przedmiotu normy.
Norme stosuje sie przy oznaczaniu ITC i OZT
w poekstrakcyjnych $rutach rzepakowych odgo-
ryczonych i nieodgoryczonych.

1.3. Okredlenia

1.3.1. lzotiocyjaniany — ITC — lotne, orga-
niczne zwigzki siarki, tworzgce sie przez hydro-
lize enzymatyczng tioglikozydéw wystepujacych
w nasionach i S$rutach z nasion roslin krzyzo-
wych.

1.3.2. 5-winyto-2-oksazolidynotion
lotny, cykliczny zwigzek siarki, tworzacy sie
przez hydrolize enzymatyczng tioglikozydéw
wystepujgcych w nasionach i $rutach z nasion
roslin krzyzowych.

1.4. Normy zwigzane
PN-63/C-13011 Szlify stozkowe zigcz szklanych
PN-70/N-02120 Zasady zaokraglania i zapisywania

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

gotowanie $redniej probki laboratoryjnej

2. METODY OZNACZANIA

2.1. Zasada oznaczania. Zasada metody polega
na enzymatycznym uwolnieniu izotiocyjanianéw
i 5-winylo-2-oksazotidynotionu z tioglikozyddw,
wydestylowaniu lotnych z parg wodng izotiocy-
janianéw, ktore w S$rodowisku amoniakalnym
tworzg nietrwate tiomoczniki reagujgce ilosciowo
z azotanem srebra. Nadmiar azotanu srebra od-
miareczkowuje sie roztworem rodanku amonowe-

go

— O0ZT —

5-winylo-2-oksazolidynotion, pozostaty w roz-
tworze po wydestylowaniu izotiocyjaniandw,
ekstrahuje sie eterem etylowym i oznacza
spektrofotometrycznie w zakresie 220-P270 ma.
2.2. Aparatura, przyrzady i materiaty

a) Miynek szybkoobrotowy.

izotiocyjanianow
I 5-winylo-2-oksazolidynotionu
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b) Wiréwka o obrotach okoto 2000 obrotéw/
min z kompletem probowek o pojemnosci 100 ml
kazda.

c) Lodowka.

d) Pehametr.

e) taznia wodna kilkustanowiskowa.

f) Cieplarka z termostatem.

g) Spektrofotometr na zakres nadfioletu z
kompletem kuwet kwarcowych, z korkiem szli-
fowym, o diugosci drogi optycznej réwnej 1 cm.

h) Zestaw do destylacji — wg rys. 1

Rys. 1 Zestaw do destylacji izotiocyjanianow

Zjednoczenie Przemystu Olejarskiego
Ustanowiona przez Dyrektora ZPO dnia 2 marca 1972 r. jako norma obowigzujgca
w zakresie czynnosci objetych normag od dnia 1 stycznia 1973 r.
(DZ. Norm. i Miar nr 4/1972 poz. 6)
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i) Kolby stozkowe ze szlifem 29/32 o pojem-
nosci 500 ml, z korkiem.

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

k) Chiodnice powietrzne ze szlifem 29/32.

) Krystalizatory o $rednicy 14 cm.

b Kolby pomiarowe ze szlifem o pojemnosci
100 ml.

m) Ekstraktorki — wg rys. 2

ekstrakcji winylotiooksazoli-

donéw

Rys. 2 Ekstraktorek do

n) Rozdzielacz o pojemnosci 1000 ml.

0) Kolba z dnem ptaskim o pojemnosci
1000 ml.

p) Butla z ciemnego szkia.

r) Zestaw do destylacji eteru.

s) Kaolin porowaty, grudki $rednicy 3-"4 mm.

t) Lad.

u) Smar do szlifow bezttuszczowy: 9 g skrobii
cz.d.a. rozpusci¢ w 20 g glikolu (CH2H-CHOH-
-CH20H) cz.d.a. i gotowaé, ciggle mieszajagc na
palniku gazowym 0,5 godz.

w) Gorczyca.

z) Saczki bibutowe (Filtrak nr 388).

2.3. Odczynniki i roztwory

a) Bufor cytrynianowy — 168 g kwasu cytry-
nowego CEH8 7 cz.d.a. rozpuscic w 4 1 wody
destylowanej i przez dodanie nasyconego roztwo-
ru tugu sodowego (NaOH) doprowadzi¢ do pH 4.

b) Amoniak (NH40H) cz.d.a. roztwor wodny
10-procentowy.

c¢) Azotan srebra (AgNO03) cz.d.a., roztwor
wodny 0,In.

d) Alkohol etylowy (CHS0OH) ,70-, 90- i

95-procentowy.

e) Rodanek amonowy (NH4ACNS) cz.d.a.,
twor wodny 0,In.

f) Siarczan zelazowoamonowy (FeNH4 (S04)2-
*12HX), cz.d.a., roztwor wodny 8-procentowy.

g) Kwas azotowy (HNO3) cz.d.a., roztwdr
wodny 6n.

roz-

h) Toluen (C6H5-CH3) cz.d.a.

i) Roztwér enzymu okoto 100 g gorczycy bia-
tej umiesci¢ w miynku szybkoobrotowym i roz-
drabnia¢ przez 30 sek. 100 g rozdrobnionych na-
sion odwazy¢ z doktadnoscig do 1 g, przenies¢ do
kolby stozkowej pojemnosci 500 ml i dodaé
300 ml wody destylowanej o temperaturze poko-
jowej, a nastepnie wymiesza¢, zakry¢ korkiem
i pozostawi¢ w spokoju na 1 godz w temperaturze
pokojowej.

Po uptywie 1 godz mieszanine podda¢ wirowa-
niu (wywazajgc starannie probowki) w czasie
10 min przy okoto 2000 obrotéw na 1 min. Ze-
bra¢ odwirowang ciecz do cylindra pomiarowe-
go pojemnos$ci 250 ml. Osad odrzucic.

Roztwor przenies¢ do kolby stozkowej o po-
jemnosci 500 ml i zada¢ rowng objetoscig 90-pro-
centowego alkoholu etylowego w celu wytrgce-
nia enzymu. Uzyskuje sie tgcznie 350-F400 ml
mieszaniny zawierajgcej osad. Mieszanine poddac
wirowaniu napetniajac tylko 2 probéwki wiréwki
w celu unikniecia strat enzymu.

Zdekantowa¢ i odrzuci¢ klarowny ptyn, a do
osadu doda¢ 200 ml 70-procentowego alkoholu
etylowego, wymiesza¢ i mieszaning ponownie pod-
da¢ wirowaniu. Klarowng ciecz odrzucic.

Osad z obu probowek przenie$¢ do kolby stozko-
wej pojemnosci 300 ml i zada¢ 100 ml wody de-
stylowanej o temperaturze pokojowej, wymie-
sza¢ i pozostawi¢ na 12 godz w temperaturze po-
kojowej. Roztwor przesgczy¢ przez saczek z bi-
butly. Sgczek z osadem odrzucic.

W celu konserwacji roztworu
1 ml toluenu.

enzymu dodac

Roztwor nalezy przechowywaé w lodowce
w temperaturze -F4°C, co zapewnia trwatosé
preparatu przez 5 dni.

j) Nadmanganian potasowy (KMn04 cz.d.a,,

roztwér wodny 0,5-procentowy.

k) Kwas siarkowy (H2S04) cz.d.a., stezony.

I) Roztwor siarczanu zelazowego (FeS04)
cz.d.a. :30 g siarczanu zelazowego rozpuscic
w 55 ml wody destylowanej i doda¢ 1,7 ml ste-
zonego kwasu siarkowego.

b Jodek potasowy (KJ) cz.d.a., roztwor wodny
2-procentowy.

m) Roztwdr skrobi 1-procentowy.

n) Kwas solny (HCl) cz.d.a. stezony.

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

p) Chlorek wapniowy (CaCl2 cz.d.a.

r) Fenoloftaleina, roztwdr 1-procentowy.

s) Eter etylowy wolny od nadtlenkow —
1000 ml eteru wytrzgsa¢ w rozdzielaczu z 20 ml
roztworu siarczanu zelazowego, a nastepnie trzy-
krotnie z 0,5-procentowym roztworem nadman-
ganianu potasowego w porcjach po 15 ml kazda.

Po oddzieleniu dolnej warstwy wytrzasac¢ eter
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z 15 ml 5-procentowego roztworu wodorotlenku
sodowego, a nastepnie przemywa¢ wodg destylo-
wang z dodatkiem jednej kropli fenoloftaleiny,
az do zaniku odczynu zasadowego (kolor r6zowy).
Przemyty eter przela¢ do kolby z dnem ptaskim,
doda¢ okoto 200 g chlorku wapniowego i odsta-
wi¢ na 24 godz. Po tym czasie eter przesagczy¢
przez saczek bibutowy do butli z ciemnego szkia,
w ktdrej znajduje sie bezwodny siarczan sodowy.

Osuszony eter nalezy przedestylowac¢ odbiera-
jac frakcje wrzgce w temperaturze 34-~36°C.

Bezposrednio przed uzyciem nalezy kazdorazo-
wo sprawdzi¢ eter na zawarto$¢ nadtlenkéw. W
tym celu kilka ml eteru zmiesza¢ z takg sama
iloscig Swiezo przyrzgdzonego 2-procentowego roz-
tworu jodku potasowego (KJ), a nastepnie wobec
roztworu skrobi jako wskaznika doda¢ kilka
kropli kwasu solnego i obserwowaé zmiane za-
barwienia. W obecnosci nadtlenkéw wystepuje
wyrazne zabarwienie brunatne.

t) Wzorzec 5-winylo-2-oksazolidynotionu.

2.4. Przygotowanie prébki do badania. Prébke
Sruty pobra¢ zgodnie z PN-69/R-64769.
Srute przeznaczong do analizy umieéci¢ w

miynku szybkoobrotowym (np. Komet) i rozdra-
bnia¢ przez 15 sek. Rozdrobniona $ruta powinna
przechodzi¢ przez sito o oczkach 1 mm.

2.5. Oznaczanie izotiocyjaniandw

2.5.1. Wykonanie oznaczania. Odwazy¢
2 +0,1 g rozdrobnionej $ruty i umiesci¢ w kolbie
stozkowej ze szlifem o pojemnosci 500 ml. Kolba
ta jest jednoczes$nie kolbg destylacyjng. Do $ru-
ty w kolbie destylacyjnej dodaé kolejno 100 ml
buforu cytrynianowego i 3 ml roztworu enzymu,
nastepnie zamkna¢ kolbe szczelnie korkiem ze
szlifem odpowiednio nasmarowanym smarem bez-
tluszczowym i starannie wymiesza¢ zawarto$é
przez wstrzgsanie.

Kolbe wstawi¢ na 16 godz do cieplarki o tem-
peraturze 25°C lub na 3 godz do cieplarki o tem-
peraturze 40°C. Prébki nalezy co pewien czas
miesza¢ przez wstrzasanie.

Przy stosowaniu cieplarki o temperaturze 40°C
nalezy po kilku minutach otworzy¢ na chwile
kolbe, gdyz inaczej rozgrzewajgce sie powietrze
moze wypchnac korek.

Przed uptywem czasu termostatowania probek
nalezy przygotowa¢ zestaw do destylacji. W tym
celu do odbieralnika, ktdrym jest kolba kulista ze
szlifem o pojemnosci 250 ml, wprowadzi¢ za po-
mocg pipety 10 ml 0,In azotanu srebra i 2,5 ml
10-procentowego amoniaku.

Odbieralnik potgczy¢ z aparaturg destylacyjng
i zanurzy¢ wTlwodzie z lodem.

Rurka doprowadzajgca destylat powinna by¢
zanurzona w roztworze azotanu srebra z amonia-
kiem.

okoto

Po uptywie oznaczonego czasu wyjac z cieplarki
kolbe ze $rutg, doda¢ do niej kilka ziarn porowa-
tego kaolinu w celu utatwienia destylacji i po-
taczy¢ szczelnie z aparaturg destylacyjng. Przez
lejek w zestawie destylacyjnym doda¢ do kolby
stozkowej 10 ml 95-procentowego alkoholu ety-
lowego, a do rurki fermentacyjnej 3 ml 95-pro-
centowego alkoholu etylowego. Niezwitocznie roz-
pocza¢ destylacje, ktdrg nalezy prowadzi¢ az do
momentu zebrania 70 ml destylatu w odbieralni-
ku.

Nalezy zwréci¢ uwage na pienienie sie zawarto-
Sci kolby oraz na zasysanie destylatu do chtodni-
cy-

Odtaczy¢ odbieralnik od zestawu, wla¢ do nie-
go alkohol znajdujgcy sie w rurce fermentacyj-
nej, zamkna¢ odbieralnik chtodnica powietrzna
i ogrzewac przez 30 min na wrzgcej tazni wodnej.

Odbieralnik ochtodzi¢ w zimnej wodzie, za-
wartos¢ przenies¢ do kolby pomiarowej o po-
jemnosci 100 ml i uzupetni¢ wodg destylowang
do kreski, po czym przefiltrowa¢ przez saczek
z bibuty (Filtrak nr 388). 25 ml przesgczu pobraé
i przenies¢ do kolby stozkowej o pojemnosci
100 ml, doda¢ do niej 1 ml 6n kwasu azotowego
oraz 0,5 ml roztworu siarczanu zelazowo-amono-
wego. Odmiareczkowaé nadmiar azotanu srebra
za pomocg 0,0In rodanku amonowego do trwalej
barwy jasnotososiowej.

W przypadku oznaczania wy#gcznie izotiocyja-
niandw zawiesine pozostata po destylacji odrzu-
ci¢, a kolbe destylacyjng, po jej starannym
umyciu, napetni¢ do potowy objetosci wodg de-
stylowang i ponownie potaczy¢ z zestawem de-
stylacyjnym. Prowadzi¢ destylacje wody przez
15 min w celu dokladnego oczyszczenia zestawu.
Roéwnocze$nie za pomocg waty nawinietej na
drucik lub specjalnej szczoteczki oczysci¢c wylot
rurki odprowadzajagcej destylat. Tak przygotowa-
ny zestaw jest przygotowany do dalszego uzytko-
wania. Przy cigglym uzytkowaniu nalezy co
kilka dni starannie przesmarowa¢ wszystkie
szlify zestawu.

Réwnolegle z oznaczaniem witasciwym nalezy
wykona¢ probe sSlepg. W tym celu do kolby de-
stylacyjnej nalezy wprowadzi¢ 100 ml buforu
cytrynianowego i 3 ml roztworu enzymu. Hydro-
lize, destylacje i dalsze czynnosSci wykonywaé
w sposob identyczny jak przy oznaczaniu witas-
ciwym.

2.5.2. Obliczanie wynikéw. Zawarto$¢ izotio-
cyjanianéw ITC w przeliczeniu na butenyloizo-
tiocyjanian obliczyé w procentach wg wzoru

Ton, _ (a— 0.1 « b 14)0,005659 « 100
m
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w ktérym:

a — objetos¢ 0,!n roztworu azotanu
srebra uzyta do reakcji, ml,

b = b - b"

b' — objeto$¢ 0,01n roztworu rodanku
amonowego uzyta do miereczko-
wania badanej proby, ml,

b" — wartos¢ wynikajgca z roznicy:
25 minus objeto$¢ (ml) 0,01n roz-
tworu rodanku amonowego uzytego
do miareczkowania $lepej préby,

m — odwazka Sruty, g,

0,005659 — wspotczynnik wynikajacy z prze-

liczen stechiometrycznych — 1 ml
0,In roztworu azotanu srebra od-
powiada 0,005659 g butenyloizotio-
cyjanianu.

2.6. Oznaczania 5-winylo-2-oksazolidynotionu

2.6.1. Wykonanie oznaczania. Zawiesine, pozo-
statg w kolbie destylacyjnej po oddestylowaniu
izotiocyjanianow, nalezy przesaczy¢ przez saczek
bibutowy (Filtrak nr 388) do zlewki o pojemnosci

100 ml. Filtrat doprowadzi¢ za pomocg In roztwo-
ru wodorotlenku sodowego do pH 10,5, po czym

roztwér przenie$¢ ilosciowo do kolby pomiarowej
0 pojemnosci 100 ml. Zlewke przemy¢ kilkakro-
tnie matymi porcjami wody destylowanej. Z kol-
by pomiarowej odpipetowaé 1,0 ml roztworu i
umiesci¢ w ekstraktorku.

Ekstrahowac czterokrotnie eterem wdinym cd

nadtlenkéw, biorgc kazdorazowo do ekstrakcji
po 2 ml. Warstwe wodng odrzuci¢, a potgczone

ekstrakty eterowe umiesci¢ w kolbie pomiarowej
0 pojemnosci 10 ml i uzupetnia¢ eterem etylo-
wym do kreski.

Do jednej kuwety kwarcowej o dtugosci dro-
gi optycznej 1 cm wprowadzi¢ badany ekstrakt
eterowy, do drugiej eter etylowy wolny od nad-
tlenkéw. Kuwety zamknagé korkami ze szlifem
1 umiesci¢ w spektrofotometrze.

Wykona¢ pomiar absorbancji badanej prébki
wobec eteru etylowego jako $lepej proby, w za-
kresie 220-1-270 mu. OZT w roztworze eterowym
wykazuje najwiekszg absorpcje przy dhugosci
fali 248 mu.

Wielko$¢ absorbancji odczyta¢ z wykresu ab-
sorbancji uwzgledniajgc absorbancje tla. W tym
celu poprowadzi¢ linie tta przez najmniejsze
wartosci absorbancji przy dlugosciach fal 230
i 266 mir.

Jezeli skala spektrofotometru
jest w jednostkach transmitancji
nosci) wowczas do przeliczenia na absorbancje
najlepiej postuzy¢ sie odpowiednimi tablicami
dostepnymi miedzy innymi w Kalendarzu Fizyko-
-chemicznym lub tez zastosowaé wzor

wycechowana
(przepuszczal-

A—leg — =2—IlogT

w ktorym:

A — absorbancja,

T — transmitancja.

Réwnolegle z wykonaniem pomiaru absorban-
cji probki badanej sporzadzi¢ krzywag wzorcowa
uzywajac eterowy roztwor OZT w odpowiednich
stezeniach. Poniewaz OZT jest zwigzkiem trudno
dostepnym w stanie czystym, mozna postuzy¢ sie
krzywg wzorcowg wg rys. 3 z zastrzezeniem, ze
spektrofotometr bedzie uprzednio sprawdzony
pod wzgledem wiasciwej rejestracji dtugosci fali
jak tez czutosci.

Rys. 3. Krzywa wzorcowa dla 5-winylo-2-oksazolidyno-
tionu

2.6.2. Obliczanie wynikéw. Na podstawie zmie-
rzonej absorbancji probki badanej, uwzglednia-
jacej absorbancje tta, odczyta¢ z krzywej wzor-
cowej stezenie OZT.

Zawartos¢ OZT obliczy¢ w procentach wg wzo-
ru

OzZT = 0,05 ¢c
w ktorym:
C — stezenie odczytane z wykresu,

0,05 — wspétczynnik uwzgledniajagcy odwazke,

rozcieficzenie i grubos$¢ kuwety.

2.7. Liczba oznaczan. Nalezy wykona¢ co naj-
mniej dwa rownolegte oznaczania.

2.8. Robznica miedzy wynikami.
réznica miedzy wynikami dwdch rownolegtych
oznaczah moze wynosi¢ 0,03%, gdy zawartosé
ITC i OZT jest nizszg od 0,3%, a 0,05% gdy za-
warto$¢ ITC i OZT jest wyzsza od 0,3%.

Wyniki zaokragli¢ do drugiego miejsca po
przecinku i interpretowa¢ zgodnie z PN-70/
N-02120 Metoda Z.

Dopuszczalna
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W punkcie 25.2. Obliczanie wynikdw, zamiast: wzoru:
b=Db"'—b", powinno by¢: b= b -+ b"

(Biuletyn PKNiM nr 7/78 poz. 68)



