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Предисловие

Евразийский совет по стандартизации, метрологии и сертификации (ЕАСС) представляет собой региональное объединение национальных органов по стандартизации государств, входящих в Содружество Независимых Государств. В дальнейшем возможно вступление в ЕАСС национальных органов по стандартизации других государств.
Цели, основные принципы и общие правила проведения работ по межгосударственной стандартизации установлены ГОСТ 1.0 «Межгосударственная система стандартизации. Основные положения» и ГОСТ 1.2 «Межгосударственная система стандартизации. Стандарты межгосударственные, правила и рекомендации по межгосударственной стандартизации. Правила разработки, принятия, обновления и отмены»

Сведения о стандарте

1	РАЗРАБОТАН Федеральным государственным бюджетным научным учреждением «Всероссийский научно-исследовательский институт жиров» (ВНИИЖиров) 

2	ВНЕСЕН Межгосударственным техническим комитетом по стандартизации       МТК 238 «Масла растительные и продукты их переработки» 

3	ПРИНЯТ Евразийским советом по стандартизации, метрологии и сертификации (протокол от                     202  г. №                )
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4	В настоящем стандарте учтены положения стандарта Американского общества химиков-жировиков AOCS «Определение активности уреазы»                                    (AOCS Official Method Ba 9-58 «Urease Activity»)

5 ВЗАМЕН ГОСТ 13979.9‒69


Информация о введении в действие (прекращении действия) настоящего стандарта и изменений к нему на территории указанных выше государств публикуется в указателях национальных стандартов, издаваемых в этих государствах, а также в сети Интернет на сайтах соответствующих национальных органов по стандартизации.
В случае пересмотра, изменения или отмены настоящего стандарта соответствующая информация будет опубликована на официальном интернет-сайте Межгосударственного совета по стандартизации, метрологии и сертификации в каталоге «Межгосударственные стандарты»
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[bookmark: _Toc24818]МЕЖГОСУДАРСТВЕННЫЙ СТАНДАРТ
	
ЖМЫХ, ШРОТ И МУКА СОЕВЫЕ 
Метод определения активности уреазы 
Soybean oilseed residues and flour. 
Method of determination of urease activity


Дата введения – 

1 Область применения 

Настоящий стандарт распространяется на жмых, шрот и муку, получаемые при переработке соевых семян, и устанавливает потенциометрический метод определения активности уреазы в интервале значений 0,02 – 2,0 pH.

2 Нормативные ссылки 

В настоящем стандарте использованы нормативные ссылки на следующие межгосударственные стандарты:
ГОСТ 8.135 Государственная система обеспечения единства измерений. Стандарт-титры для приготовления буферных растворов - рабочих эталонов рН 2-го и 3-го разрядов. Технические и метрологические характеристики. Методы их определения
ГОСТ 245 Реактивы. Натрий фосфорнокислый однозамещенный 2-водный. Технические условия
ГОСТ 1770 (ИСО 1042–83, ИСО 4788–80) Посуда мерная лабораторная стеклянная. Цилиндры, мензурки, колбы, пробирки. Общие технические условия
ГОСТ 2493 Реактивы. Калий фосфорнокислый двузамещенный 3-водный. Технические условия
ГОСТ 3118 Реактивы. Кислота соляная. Технические условия
ГОСТ 4172 Реактивы. Натрий фосфорнокислый двузамещенный 12-водный. Технические условия
ГОСТ 4198 Реактивы. Калий фосфорнокислый однозамещенный. Технические условия
ГОСТ 4328 Реактивы. Натрия гидроокись. Технические условия
ГОСТ 4517 Реактивы. Методы приготовления вспомогательных реактивов и растворов, применяемых при анализе
ГОСТ 6709 Вода дистиллированная. Технические условия
ГОСТ 11773 Реактивы. Натрий фосфорно-кислый двузамещенный. Технические условия
ГОСТ 13979.0 Жмыхи, шроты и горчичный порошок. Правила приемки и методы отбора проб
ГОСТ 13979.2 Жмыхи, шроты и горчичный порошок. Метод определения массовой доли жира и экстрактивных веществ
ГОСТ 14919 Электроплиты, электроплитки и жарочные электрошкафы бытовые. Общие технические условия
ГОСТ 21314 Масла растительные. Производство. Термины и определения
ГОСТ 25336 Посуда и оборудование лабораторные стеклянные. Типы, основные параметры и размеры
ГОСТ OIML R 76-1 Государственная система обеспечения единства измерений. Весы неавтоматического действия. Часть 1. Метрологические и технические требования. Испытания 
ГОСТ ISO 5500 Жмыхи и шроты. Отбор проб 
Примечание – При пользовании настоящим стандартом целесообразно проверить действие ссылочных стандартов и классификаторов на официальном интернет-сайте Межгосударственного совета по стандартизации, метрологии и сертификации (www.easc.by) или по указателям национальных стандартов, издаваемым в государствах, указанных в предисловии, или на официальных сайтах соответствующих национальных органов по стандартизации. Если на документ дана недатированная ссылка, то следует использовать документ, действующий на текущий момент, с учетом всех внесенных в него изменений. Если заменен ссылочный документ, на который дана датированная ссылка, то следует использовать указанную версию этого документа. Если после принятия настоящего стандарта в ссылочный документ, на который дана датированная ссылка, внесено изменение, затрагивающее положение, на которое дана ссылка, то это положение применяется без учета данного изменения. Если ссылочный документ отменен без замены, то положение, в котором дана ссылка на него, применяется в части, не затрагивающей эту ссылку.


3 Термины и определения

В настоящем стандарте применены термины по ГОСТ 21314, ГОСТ 13979.2, а также следующий термин с соответствующим определением:
3.1	активность уреазы: Показатель изменения рН при взаимодействии анализируемой пробы с мочевиной в условиях данного метода, отражающий ферментную активность уреазы в соевых продуктах. 

4 Сущность метода

Метод основан на способности фермента уреазы, содержащегося в соевых продуктах, расщеплять мочевину с выделением аммиака и углекислого газа, в результате чего увеличивается рН реакционного раствора. 

5 Средства измерений, вспомогательное оборудование и посуда 

Весы неавтоматического действия специального (I) класса точности по                             ГОСТ OIML R 76-1 с действительной ценой деления не более 0,0001 г.
Весы неавтоматического действия специального (I) или высокого (II) класса точности по ГОСТ OIML R 76-1 с действительной ценой деления не более 0,001 г.
Весы неавтоматического действия высокого (II) класса точности по                                                   ГОСТ OIML R 76-1 с действительной ценой деления не более 1 г.
pH-метр со стеклянным и хлорсеребряным электродами (или комбинированным стеклянным электродом) с диапазоном измерений от 0 до 14 единиц pH и ценой деления (дискретностью) не менее 0,02 единиц pH. 
Мельница лабораторная, электрокофемолка бытовая или аналогичное измельчающее устройство. 
Баня водяная с терморегулятором или другое термостатирующее устройство, позволяющее поддерживать температуру (30 ± 0,5) °С.
Электроплитка по ГОСТ 14919.
Термометр лабораторный жидкостный стеклянный, позволяющий измерять температуру в диапазоне 0 °С – 50 °С, с ценой деления 1 °С – 2 °С.
Колба 2–1000–1(2) по ГОСТ 1770.
Колбы Кн-1–500(1000)–29/32 ТС(ТХС) по ГОСТ 25336.
Стаканы В-1–50(100,150) ТС по ГОСТ 25336.
Цилиндры 1(3)–50–1(2) по ГОСТ 1770.
Хронометр или секундомер.
Сито металлическое из набора лабораторных сит с размером отверстий 0,25 мм.
Палочка стеклянная.
Допускается применение других средств измерений, вспомогательного оборудования, посуды с метрологическими и техническими характеристиками не хуже указанных.

6 Реактивы

Карбамид (мочевина), ч. д. а., по ГОСТ 6691.
Стандарт-титры для приготовления буферных растворов 2-го разряда pH 6,86 (7,41) по ГОСТ 8.135.
[bookmark: _Hlk234258468]Калий фосфорнокислый однозамещенный (КН2РО4), х. ч., ч. д. а., по ГОСТ 4198 или натрий фосфорнокислый однозамещенный 2-водный (NaH2PО4 · 2Н2О), ч. д. а.,  по ГОСТ 245.
[bookmark: _Hlk234258484][bookmark: _Hlk234258505][bookmark: _Hlk234258522]Калий фосфорнокислый двузамещенный 3-водный (К2НРО4 · ЗН2О), ч. д. а.,                                    по ГОСТ 2493 или натрий фосфорнокислый двузамещенный (Na2HPО4), ч. д. а.,                      по ГОСТ 11773, или натрий фосфорнокислый двузамещенный 12-водный (Na2HPО4 · 12Н2О), х. ч., ч. д. а., по ГОСТ 4172.
Кислота соляная (HCl), х. ч., ч. д. а., по ГОСТ 3118, раствор с массовой                        долей 10 %. 
Натрия гидроокись (гидроксид натрия) (NaOH), х. ч., ч. д. а., по ГОСТ 4328, раствор с массовой долей 10 %.  
[bookmark: _Hlk234258536]Вода дистиллированная по ГОСТ 6709, не содержащая диоксида углерода.
Допускается применение других реактивов по качеству и чистоте не ниже указанных.



7 Подготовка к испытанию

7.1 Условия проведения испытания

При проведении испытания должны быть соблюдены следующие условия:
- температура окружающей среды...........................................от 15 °С до 25 °С;
- относительная влажность воздуха, не более............................................90 %.

7.2 Отбор проб

[bookmark: _Hlk234258555][bookmark: _Hlk234258571]Отбор проб – по ГОСТ 13979.0, ГОСТ ISO 5500.

7.3 Подготовка пробы для испытания

Из средней пробы методом диагонального деления отбирают пробу для испытания массой около 10 г.
Пробу для испытания измельчают в лабораторной мельнице или бытовой электрокофемолке, или аналогичном измельчающем устройстве. 

Примечание – Следует не допускать увеличения температуры пробы в процессе измельчения. 

Измельченную пробу для испытания просеивают через сито с размером отверстий 0,25 мм.  

Примечание - Проход пробы для испытания через сито с размером отверстий 0,25 мм должен быть не менее 60 %. 

Просеянный материал вновь смешивают с остатком на сите и используют для взятия навески.
[bookmark: _Hlk234258595]При массовой доле сырого жира (масличности) пробы для испытания более 2 %, после измельчения ее обезжиривают в соответствии с ГОСТ 13979.2. Допускается использовать содержимое патронов, оставшееся после определения массовой доли сырого жира (масличности) по ГОСТ 13979.2.
7.4 Проверка рН-метра

Проверку pH-метра проводят по буферным растворам, в соответствии с инструкцией к прибору.

7.5 Приготовление дистиллированной воды, не содержащей диоксида углерода

Приготовление дистиллированной воды, не содержащей диоксида углерода –                       по ГОСТ 4517–2016 (4.38).

7.6 Приготовление раствора соляной кислоты с массовой долей 10 %.

Приготовление раствора соляной кислоты с массовой долей 10 % – по                                   ГОСТ 4517–2016 (4.89).

7.7 Приготовление раствора гидроокиси натрия (натрия гидроксида) с массовой долей 10 %.

Приготовление раствора гидроокиси натрия (натрия гидроксида) с массовой долей 10 % – по ГОСТ 4517–2016 (4.106).

7.8 Приготовление буферных растворов

7.8.1 Приготовление буферного раствора А

При использовании стандарт-титров для приготовления буферных растворов буферный раствор А готовят согласно инструкции.
При отсутствии стандарт-титров буферный раствор готовят следующим образом.
В стакан вместимостью 100 (150) см3 последовательно вносят навески однозамещенной и двузамещенной солей калия или натрия в количествах, соответствующих приведенным в таблице 1, с записью результата до третьего десятичного знака.

Таблица 1 
	Масса однозамещенной соли, г
	Масса двузамещенной соли, г

	КН2РО4
	NaH2PО4 • 2Н2О
	Na2HPО4
	К2НРО4 • ЗН2О
	Na2HPО4 • 12Н2О

	3,4
	‒
	3,5
	‒
	‒

	3,4
	‒
	‒
	5,7
	‒

	3,4
	‒
	‒
	‒
	8,95

	̶
	3,9
	3,5
	‒
	‒

	̶̶
	3,9
	‒
	5,7
	–

	̶
	3,9
	‒
	‒
	8,95


Соли растворяют в небольшом количестве дистиллированной воды, приготовленной по 7.5, полученный раствор количественно переносят в мерную колбу вместимостью 1000 см3. Доводят объём раствора дистиллированной водой (7.5) до 1000 см3 и тщательно перемешивают. 
Измеряют рН приготовленного буферного раствора, его значение должно быть 7,0. Если необходимо, доводят рН до 7,0 потенциометрически с помощью раствора соляной кислоты, приготовленного по 7.6, (при pH > 7,0) или раствора гидроокиси натрия (натрия гидроксида), приготовленного по 7.7 (при pH < 7,0). 
Полученный буферный раствор А хранят в темном месте не более 1 мес.

7.8.2 Приготовление буферного раствора Б

В конической колбе вместимостью 500 (1000) см3 растворяют навеску карбамида (мочевину), взятую с записью результата до второго десятичного знака, в буферном растворе А, приготовленном по 7.8.1, из расчета 1,5 г карбамида (мочевины) на 50 см3 буферного раствора А. 
Полученный буферный раствор Б хранят в темном месте не более 10 дней.

8 Проведение испытания

Берут три стакана вместимостью 100 (150) см3. В каждый стакан вносят навеску пробы для испытания, подготовленной по 7.3, массой (1 ± 0,01) г.
В первый стакан с навеской пробы для испытания цилиндром вносят 50 см3 буферного раствора А (7.8.1) и помещают его в водяную баню с температурой (30 ± 0,5) °С.
Во второй и третий стаканы с навесками пробы для испытания с интервалом в 5 мин (время измеряют хронометром или секундомером) цилиндром вносят 50 см3 буферного раствора Б (7.8.2) и помещают их немедленно после внесения буферного раствора Б в ту же водяную баню.

Примечание – Первый стакан – контрольное определение (с буферным                        раствором А), второй и третий стаканы – параллельные основные определения (с  буферным раствором Б). 

Термостатирование каждого стакана проводят в течение 30 мин (время измеряют хронометром или секундомером), при этом каждые 5 мин перемешивают содержимое стаканов стеклянной палочкой, заканчивая перемешивания за 5 мин до конца термостатирования. По истечении 30 мин выдержки жидкость над осадком из каждого стакана декантируют в стаканы вместимостью 50 см3 и определяют pH каждого раствора в соответствии с инструкцией к прибору.

9 Обработка результатов

Активность уреазы А, в единицах pH, вычисляют по формуле
,						 (1)

[bookmark: _Hlk234256953]где pH1 – значение pH в основном определении (с буферным раствором Б); 
pH0 – значение pH в контрольном определении (с буферным раствором А). 
За окончательный результат принимают среднее арифметическое двух параллельных определений.
Результат записывают до второго десятичного знака.

10 Метрологические характеристики метода

12.1	Границы относительной погрешности результатов определений рН ± 40 % отн. при доверительной вероятности Р = 0,95.




12.2	Приемлемость результатов определений, полученных в условиях повторяемости

Расхождение между результатами двух определений, выполненных одним методом, на идентичных испытуемых объектах, в одной лаборатории, одним оператором, с использованием одного оборудования, за короткий промежуток времени, при доверительной вероятности Р = 0,95, не должно превышать предел повторяемости r, равный 30 % отн.

12.3	Приемлемость результатов определений, полученных в условиях воспроизводимости 

Расхождение между результатами двух определений, выполненных, одним методом, на идентичных испытуемых пробах, в разных лабораториях, разными операторами, с использованием разного оборудования, при доверительной вероятности Р = 0,95, не должно превышать предел воспроизводимости R, равный 60 % отн.
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