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М Е Ж Г О С У Д А Р С Т В Е Н Н Ы Й  С Т А Н Д А Р Т

Пр одукты пшцевые

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ФУМОНИЗИНОВ В! И В,
В ПРОДУКТАХ НА ОСНОВЕ КУКУРУЗЫ

МетодВЭЖХ с применениемиммуно афишной колоночной очистки экстракта

Foodstuffs.
Determination of fumошsins Bi and В :in maize based foods.

HPLC method with immun о affinity column clean up

Дата введения -  2015-07-01

1 Область применения
Настоящий стандарт устанавливает метод определения фумонизинов 

Bi и В 2 в пищевых продуктах на основе кукурузы с помощью высокоэффек­

тивной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с применением очистки экс­

тракта на колонке с иммуноафф инным сорбентом [1], [2], [3].

Метод прошел валидацию путем межлабораторных испытаний, выпол­

ненных в соответствии с Руководством АОАС по процедуре проведения 

меж лабораторных испытаний [4] для определения характеристик эффектив­

ности метода анализа Объектами испытаний были пробы кукурузной муки и 

хлопьев с содержанием фумонизина Bi в диапазоне от 323 до 1414 мкг/кг и 

фумонизина В: в диапазоне от 90 до 558 мкг/кг.

2 Нормативные ссылки
Приведенные ниже ссылочные нормативные документы являются обя­

зательными для применения настоящего стандарта Датированные ссылки 

предполагают возможность использования только указанного издания до­

кумента В случае недатированных ссылок используют последнее издание 

документа, включая все дополнения

EN ISO 3696 Water for analytical laboratory use -  Specification and test

Издание официальное 1
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methods (ISO 3696:1987) (Вода для лабораторного анализа Технические тре­

бования и методы испытаний)

3 Сущность метода

Фумонизины экстрагируют из пробы смесью воды, метанола и ацето­

нитрила Экстракт фильтруют и подвергают очистке на колонке с иммуно- 

аффинным сорбентом Фумонизины элюируют метанолом, элюат выпарива­

ют, сухой остаток перерастворяют в смеси ацетонитрила с водой с добавле­

нием ортофталевого диальдегида и 2-меркаптоэтанола для получения флуо­

ресцирующих производных фумонизинов Количественное определение фу- 

монизинов проводят методом высокоэффективной жидкостной хроматогра­

фии (ВЭЖХ) с применением аналитической колонки с обращенно-фазовым 

сорбентом и флуориметрического детектирования

4 Реактивы

4.1 Общие положения

Для проведения анализа при отсутствии особо оговоренных условий 

используют только реактивы гарантированной аналитической чистоты и ди­

стиллированную воду или воду не ниже первой степени чистоты по 

ENISO 3696 Используемые растворители по степени чистоты должны быть 

пригодны для применения в анализе с помощью ВЭЖХ.

4.2 Метанол.

4.3 Ацетонитрил

4.4 Кислота ортофосфорная объемной долей ф (Н3РО4) = 85 %.

4.5 Ортофталевый диальдегид

4.6 2-Меркаптоэтанол.

4.7 Натрий фосфорнокислый однозамещенный, раствор концен­

трации с (NaHiPO^ 2НзО) = ОД моль/дм3

Раствор готовят растворением 15,6 г однозамещенного фосфата натрия

2



r O C T E N  14352-2013

(N aH ^Q r -H 2O) в 1 дм3 воды.

4.8 Натрий тетраборнокислый, раствор концентрации 

с (Na2B4C)7 • IOH2O) = 0,1 моль/дм3

Раствор готовят растворением 3,8 г тетрабората натрия 

(Na:B407 • IOH2O) в 100 см3 воды.

4.9 Натрий хлористый.

4.10 Натрий фосфорнокислый двухзамещенный (Na2HP04).

4.11 Калий фосфорнокислый однозамещенный (КН2РО4).

4 12 Калий хлористый.

4 13 Кислота соляная концентрированная

4.14 Экстрагент

Экстрагент готовят смешиванием 25 объемных частей ацетонитрила по 

4.3, 25 объемных частей метанола по 4.2 и 50 объемных частей воды

4.15 Смесь водно-ацетонитрильная объемной долей ацетонитрила 

р(СНзСК) = 50 %

Смешивают 50 объемных частей ацетонитрила по 4.3 с 50 объемными 

частями воды.

4.16 Раствор фосфатно-хлоридный буферный

Растворяют 8,0 г хлористого натрия по 4.9, 1,2 г двухзамещенного 

фосфорнокислого натрия по 4.10, 0,2 г однозамещенного фосфорнокислого 

калия по 4.11 и 0,2 г хлористого калия по 4.12 в 990 см3 воды. Значение pH 

приготовленного раствора доводят до 7,0 ед pH добавлением соляной кисло­

ты по 4.13, после чего объем раствора доводят водой до 1 дм3. В качестве 

альтернативы допускается использовать доступные для приобретения табле- 

тированный препарат или готовый раствор.

4.17 Колонка с иммуноаффинным сорбентом

Для проведения испытания пригодна колонка с иммуноаффинным сор­

бентом, содержащим иммобилизованные антитела, специфичные в отношении 

фумонизинов Bi и В2, имеющая общую сорбционную емкость по отношению к 

фумонизинам не менее 5 мкг и обеспечивающая полноту обнаружения не ме-

3



r O C T E N  14352-2013

нее 90 % при внесении в нее 5 мкг фумонизинов Bi и В? в смеси метанола или 

ацетонитрила с фосфатно-хлоридиым буферным раствором, при этом объемная 

доля метанола или ацетонитрила не должна превышать 10 %. Перед использо­

ванием колонку выдерживают до достижения ею комнатной температуры.

4.18 Подвижная фаза для ВЭЖХ

Смешивают 77 объемных частей метанола по 4.2 с 23 объемными ча­

стями раствора однозамещенного фосфорнокислого натрия по 4.7. Значение 

pH полученного раствора доводят до 3,35 добавлением орто фосфор ной кис­

лоты по 4.4. Подвижную фазу фильтруют через мембранный фильтр по 5.14.

При необходимости проводят корректировку состава подвижной фазы 

применительно к свойствам аналитической колонки для ВЭЖХ.

4.19 Реактив для дериватшации фумонизинов

Растворяют 40 мг ортофталевого диальдегида по 4.5 в 1 см метанола 

по 4.2. Добавляют 5 см3 раствора тетраборнокислого натрия по 4.8 и 50 мм3 

2-меркаптоэтанола по 4.6, полученный раствор перемешивают.

Срок годности реактива для дериватизации -  1 неделя при хранении 

при комнатной температуре в темном месте в укупоренном сосуде темного 

стекла

4.20 Фумонизины Bi и В;, основные растворы

Готовят основные растворы фумонизина Bj и фумонизина В: в водно­

ацетонитрильной смеси по 4.15 массовой концентрации 50 мкг/см3. Основ­

ные растворы фумонизинов хранят при температуре около 4 °С, при этом 

срок их годности составляет не менее 6 мес.

4.21 Фумонизины Bi и Bj, смешанный основной раствор

В мерную колбу вместимостью 5 см3 помещают 1000 мм3 основного 

раствора фумонизина Bi и 500 мм3 основного раствора фумонизина В:. Объ­

ем содержимого в колбе доводят до метки водно-ацетонитрильной смесью по 

4.15, после чего содержимое колбы тщательно перемешивают. Массовая 

концентрация фумонизина Bi в полученном растворе составляет 10 нг/мм3, 

фумонизина Вт -  5 нг/мьг. Раствор хранят при температуре 4 °С, при этом

4
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срок его годности составляет не менее 6 мес. Допускается готовить смешан­

ный основной раствор фумонизинов в меньшем объеме.

4.22 Фумонизины Bj и Bj, смешанные градуировочные растворы

Градуировочные растворы смеси фумонизинов В i и В? готовят в мер­

ных колбах вместимостью 5 см3 в соответствии с таблицей 1. Объем содер­

жимого в колбах доводят до метки водно-ацетонитрильной смесью по 4.15, 

содержимое колб тщательно перемешивают. Градуировочные растворы хра­

нят при температуре 4 °С, при этом срок их годности составляет не менее 

6 мес. Допускается готовить градуировочные растворы фумонизинов в 

меньшем объеме.

Т а б л и ц а 1 -  Приготовление градуировочных растворов смеси фумонизи­
нов В 1 и В?

Раствор Объем смешан­
ного основного 
раствора фумо- 
ннзннов, взятый 

для приготов­
ления гр адун- 

ровочного рас­
твора, мм3

Объем водко- 
ацетонн трилл­
ион смесн, ис­
пользованный 
для приготов­
ления градуи­
ровочного рас­

твор а , мм3

Массовая кон­
центр ацняфу- 
моннзнна В» в 

градуировочном 
растворе, нг/мм3

Массовая кон­
центрация фу- 
моннзнна Вг в 

градуировочном 
растворе, нгЛнм3

1 50 4950 0,10 0,050

2 125 4375 0,25 0,125

3 500 4500 1,00 0,500

4 1000 4000 2,00 1,000

5 Аппаратура
5.1 Общие положения

При проведении испытания используют общеупотребительные лабора­

торную посуду и оборудование, в частности, перечисленные ниже.

5.2 Встряхиватель лабораторный орбитальный.

5.3 Пробирки центрифужные вместимостью 250 см3 с винтовыми 

пробками

5.4 Центрифуга лабораторная, обеспечивающая центробежное ускоре-

5
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ние 2500g.

5.5 Фильтры бумажные диаметром пор от 20 до 25 мкм.

5.6 Фильтры стекловолоконные диаметром пор 11 мкм

5.7 Резервуары для элюента вместимостью 25 см3, снабженные адапте­

рами для соединения с иммуноаф фи иными колонками

5.8 Микрошприцы или микропипетки градуированные вместимостью 

от 25 до 1000 мм3.

5.9 Весы лабораторные, пригодные для взвешивания с точностью до

0,01г.

5.10 Весы аналитические, пригодные для взвешивания с точностью до

0,1 мг.

5.11 Устройство для вакуумной фильтрации многопозиционное, при­

способленное для установки иммуноаф финных колонок (манифолд).

5.12 Устройство перемешивающее (миксер) типа Вортекс.

5.13 Устройство для выпаривания растворителей, снабженное нагрева­

телем, или аналогичное.

5.14 Фильтры мембранные для водных растворов диаметром пор 0,45 мм3 

5 15 Система для ВЭЖХ в указанной ниже комплектации:

5.15.1 Насос для подачи подвижной фазы изокрэтический, пригодный 

для создания постоянной скорости потока 1 см3/мин

5.15 2 Инжектор, обеспечивающий объем ввода 20 мм3.

5.15.3 Колонка для В ЭЖХ аналитическая, заполненная обращенно- 

фазовым сорбентом, например, с привитыми октадецильными группами 

(ODS), обеспечивающая отделение пиков фумонизинов от сопутствующих 

пиков на уровне базовой линии, со следующими характеристиками: 

материал корпуса -  нержавеющая сталь, 

длина колонки -  150 мм, 

внутренний диаметр колонки -  4,6 мм; 

диаметр частиц сорбента -  5 мкм,

защитная колонка, заполненная подходящим обращенно-фазовым сор-

6
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бентом.

5.15.4 Детектор флу ори метрический, снабженный проточной кюветой, 

позволяющий проводить измерения при длине волны возбуждения 335 нм и 

длине волны эмиссии 440 нм, обеспечивающий предел обнаружения фумо- 

низинов Bi и Вз не менее 0,5 нг при отношении уровня аналитического сиг­

нала к уровню шума равном 3.

5.15.5 Компьютерная система обработки данных.

6 Отбор проб

Необходимо, чтобы проба, поступающая в лабораторию, была предста­

вительной и не была испорчена при транспортировании или хранении.

7 Процедура проведения испытания
7.1 Подготовка пробы

Пробу измельчают до частиц, проходящих через сито размером ячеек 

1 мм. Измельченную пробу перемешивают до гомогенного состояния

7.2 Экстракция

Пробу для анализа массой 20 г, измеренной с точностью до 0,1 г, по­

мещают в центрифужную пробирку по 5.3. В пробирку добавляют 50 см3 экс­

трагента по 4.14. Пробирку укупоривают, после чего встряхивают в течение 

20 мин с использованием орбитального встряхивателя по 5.2. По окончании 

встряхивания содержимое пробирки центрифугируют в течение 10 мин при 

центробежном ускорении 2500 g. Центрифугат фильтруют через бумажный 

фильтр по 5.5, при этом следят, чтобы осадок не попадал на фильтр. Осадок в 

центрифужной пробирке подвергают повторной экстракции, для чего в про­

бирку вносят новую порцию экстрагента объемом 50 см3. Содержимое про­

бирки снова встряхивают в течение 20 мин, затем центрифугируют в течение 

10 мин при центробежном ускорении 2500 g Центрифугат фильтруют через 

бумажный фильтр, фильтрованные экстракты объединяют.

7
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Пипеткой отбирают аликвоту объединенного экстракта объемом 

10,0 см3 и помещают ее в колбу вместимостью 100 см3. В колбу добавляют 

40 см3 фосфатно-хлоридного буферного раствора по 4.16, содержимое колбы 

тщательно перемешивают и фильтруют через стекловолоконный фильтр по 

5.6. Для дальнейшей очистки на иммуноаффинной колонке отбирают аликво­

ту фильтрата объемом 10 см3, эквивалентную 0,4 г пробы

7.3 Очистка экстракта на колонке с иммуно аффинным сорбент ом

Из входного отверстия колонки удаляют пробку и соединяют колонку с

резервуаром для элюента по 5.7. Далее из выходного отверстия колонки уда­

ляют пробку и присоединяют колонку к вакуумному манифолду по 5.11. В 

резервуар колонки пипеткой вносят аликвоту экстракта объемом 10 см3 и 

пропускают ее через колонку со скоростью одна -  две капли в секунду, элюат 

отбрасывают. Далее колонку промывают, пропуская через нее 10,0 см3 фос­

фатно-хлоридного буферного раствора по 4.16 со скоростью одна -  две капли 

в секунду до тех пор, пока колонка не заполнится воздухом, промывной 

элюат отбрасывают. Фумонизины элюируют порцией метанола по 4.2 объе­

мом 1,5 см3 со скоростью не более одной капли в секунду, элюат собирают во 

флакон вместимостью 4 см3. Собранный элюат выпаривают досуха с помо­

щью устройства по 5.13 в токе азота при температуре не более 60 °С. До про­

ведения дериватизации и хроматографического анализа сухой остаток хранят 

при температуре около 4 °С.

7.4 Дериватив ацил

7.4.1 Дериватизация фумонизинов в градуировочных раствор ах

Дериватизацию проводят непосредственно перед хроматографическим 

анализом градуировочных растворов На дно пробирки небольшой вмести­

мости помещают 50 мм3 градуировочного раствора смеси фумонизинов Bi и 

В2 и 50 мм3 реактива для дериватизации по 4.19. Содержимое пробирки ин­

тенсивно перемешивают в течение 30 с с помощью миксера типа Вортекс по 

5.12, после чего полученный раствор анализируют методом ВЭЖХ по 7.5.2. 

При этом для всех градуировочных растворов соблюдают равные промежут-
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ки времени с момента внесения реактива для дериватизации до момента хро­

матографического анализа, которые, однако, не должны превышать 3 мин 

Допускается проводить дериватизацию с использованием автоматизирован­

ной системы Массовая концентрация фумонизинов в градуировочных рас­

творах после дериватизации указана в таблице 2.

Т а 6 л и ц а 2  -  Массовая концентрация фумонизинов в градуировочных рас-
творах после дериватизации

Градунр овочнын 
раствор

М ассо вая ко нцентр ацня 
фумонюнна В» в градуировоч­

ном р аствор е, нг/мм3

Массовая концентрация 
фумоннзнна Вг в гр адунр о веч­

ном растворе, нг/мм3

1 0,050 0,025

2 0,125 0,063

3 0,500 0,250

4 1,000 0,500

7.4.2 Приготовление раствора пробы для хроматографического 

анализа

Дериватизацию фумонизинов в растворе пробы проводят непосред­

ственно перед его хроматографическим анализом Сухой остаток, получен­

ный после очистки экстракта по 7.3, растворяют в 200 мм3 водно- 

ацетонитриль-ной смеси по 4.15. Аликвоту полученного раствора объемом 50 

мм3 помещают непосредственно на дно пробирки небольшой вместимости В 

пробирку добавляют 50 мм3 реактива для дериватизации по 4.19. Содержи­

мое пробирки интенсивно перемешивают с помощью миксера типа Вортекс 

по 5 12, после чего полученный раствор анализируют с помощью ВЭЖХ по 

7.5.3. При этом для серии растворов проб соблюдают равные промежутки 

времени с момента внесения реактива для дериватизации до момента хрома­

тографического анализа, которые, однако, не должны превышать 3 мин

7.5 Анализ с помощью ВЭЖХ

7.5.1 Условия хроматографического анализа

9
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Приведенные ниже параметры обеспечивают удовлетворительное ка­

чество хроматографического анализа (см. рисунок А.1, приложение А) при 

использовании аналитической колонки по 5.15.3 внутренним диаметром

4,6 мм, длиной 150 мм и диаметром частиц сорбента 5 мкм, а также подвиж­

ной фазы по 4.18.

Скорость подачи подвижной фазы -  1,0 см3/мин

Параметры работы флуориметрического детектора: длина волны воз­

буждения 335 нм, длина волны эмиссии 440 нм

Объем инжекции анализируемых растворов -  20 мм3

7.5.2 Анализ градуировочных растворов

Градуировку по фумонизинам Bi и В;> осуществляют ежедневно перед 

анализом растворов проб или при изменении условий хроматографического 

анализа Для этого проводят хроматографический анализ приготовленных по

7.4.1 градуировочных растворов при объеме инжекции 20 мм3. Для всех гра­

дуировочных растворов соблюдают равные промежутки времени с момента 

внесения реактива для дериватизации по 4.19 до момента хроматографиче­

ского анализа, не превышающие 3 мин. Коэффициент вариации площади пи­

ков фумонизинов Bi и В2, рассчитанный по результатам 10 повторных анали­

зов градуировочного раствора смеси фумонизинов№ 3 по таблице 1, не дол­

жен превышать 5 %.

7.5.3 Анализ растворов проб

Проводят хроматографический анализ растворов проб по 7.4.2 при 

объеме инжекции 20 мм3, соответствующем 0,02 г пробы. При анализе серии 

растворов проб соблюдают равные промежутки времени с момента внесения 

реактива для дериватизации по 4.19 до момента хроматографического анали­

за, не превышающие 3 мин

7.5.4 Идентификация пиков

Пики фумонизинов Bj и В2 на хроматограмме раствора анализируемой 

пробы идентифицируют по совпадению их времени удерживания со време­

нем удерживания пиков фумонизинов Bi и В2 на хроматограмме градуиро-

10
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вочного раствора. При возникновении сомнений в правильности идентифи­

кации пики фумонизинов на хроматограмме раствора пробы идентифициру­

ют путем ее сопоставления с хроматограммой раствора пробы с добавлением 

градуировочного раствора фумонизинов

7.5.5 Количественное определение

Количественное определение фумонизинов проводят методом внешне­

го стандарта, для чего определяют площадь или высоту пика фумонизина на 

хроматограмме раствора анализируемой пробы и сопоставляют ее с градуи­

ровочным графиком При этом диапазон массовых концентраций фумонизи­

нов, в котором построен градуировочный график, должен находиться в пре­

делах его линейной области, которую устанавливают методом регрессионно­

го анализа.

Объем инжекции раствора пробы для анализа должен быть равен объ­

ему инжекции градуировочных растворов, использованных при построении 

градуировочного графика

Если величина пика фумонизина на хроматограмме раствора пробы для 

анализа превышает верхнюю границу диапазона градуировки, проводят де- 

риватизацию и хроматографический анализ нового раствора анализируемой 

пробы, приготовленного путем дополнительного разбавления очищенного 

экстракта водно-ацетонитрильной смесью по 4.15.
Приме  ч а н и я :

1 Необходимо соблюдать равные промежутки времени, не превышающие 3 мин, с 
момента внесения реактива для дериватизации по 4.19 до момента хроматографического 
анализа градуировочн от о раствора или раствора анализируемой пробы, поскольку по ис­
течении 3 мин интенсивность флуоресценции производных фумонизинов ослабевает с 
нарастающей скоростью.

2 Пределы обнаружения и количественного определения фумонизинов существен­
но варьируют в зависимости от чувствительности используемого детектора Для боль­
шинства современных моделей детекторов достижимы пределы количественного опреде­
ления фумонизинов В[ и В: 50 мкг/кг при отношении уровня аналитического сигнала к 
уровню шума, равном б.

3 Типичные хроматограммы кукурузной муки и хлопьев, загрязненных фумонизи- 
нами естественным путем, представлены в приложении В.

8 Обработка результатов
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По градуировочное графику определяют массу фумонизина Bi и фу- 

мо низин а В:, нг, соответствующую площади пика фумонизина на хромато­

грамме раствора пробы.

Содержание каждого фумонизина в пробе, wlt мкг/кг, рассчитывают по 

формуле

где та

У,

D

W

Vi

т У. D 
WVi ( 1)

масса фумонизина в инжектированной аликвоте раствора про­
бы, нг,
объем раствора пробы для анализа после дериватизации, мм3 

(Vt = 100 мм3),

коэффициент, соответствующий кратности разбавления раство­

ра пробы для анализа, если таковое имело место, 

масса пробы для анализа, эквивалентная аликвоте экстракта, 

взятой для дериватизации (W  = 0,1 г при объеме аликвоты экс­

тракта, взятом для дериватизации, равном 50 мм3); 

объем инжекции раствора пробы для анализа, мм3 (Vt = 20 мм3).

9 През иди они ость
9.1 Общие положения

Подробности межлабораторных испытаний по определению прецизи­

онности метода приведены в приложении А. Значения метрологических ха­

рактеристик, полученные в результате межлабораторных испытаний, могут 

быть не применимы к другим содержаниям аналита и другим типам матриц, 

чем те, что указаны в данном приложении

9.2 Повторяемость

Абсолютное расхождение между результатами двух независимых еди­

ничных испытаний, полученными одним методом на идентичном объекте 

испытаний в одной лаборатории одним оператором с использованием одного 

оборудования в течение короткого промежутка времени, не должно превы-

12
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шать предел повторяемости г более чем в 5 % случаев

Предел повторяемости при определении фумонизина Bi в кукурузной 

муке равен следующим значениям

при х = 369 мкг/кг г = 249 мкг/кг;

при х  = 646 мкг/кг /- = 381 мкг/кг (искусственно загрязненная проба); 

при х =780 мкг/кг /'= 412  мкг/кг; 

при х = 1414 мкг/кг /•= 792 мкг/кг.

Предел повторяемости при определении фумонизина В: в кукурузной 

муке равен следующим значениям

при х  = 90 мкг/кг г = 56 мкг/кг; 

при х = 203 мкг/кг г = 148 мкг/кг;

при х = 295 мкг/кг /-=154 мкг/кг (искусственно загрязненная проба); 

при х = 558 мкг/кг г = 350 мкг/кг.

Предел повторяемости при определении фумонизина Bi в кукурузных 

хлопьях равен следующим значениям: 

при х = 323 мкг/кг г = 188 мкг/кг; 

при х = 565 мкг/кг г = 238 мкг/кг;

при х = 922 мкг/кг г = 238 мкг/кг (искусственно загрязненная проба); 

при х = 1046 мкг/кг г=  325 мкг/кг.

Предел повторяемости при определении фумонизина В2 в кукурузных 

хлопьях равен следующим значениям: 

при х = 128 мкг/кг г = 78 мкг/кг; 

при х = 237 мкг/кг г = 98 мкг/кг;

при х = 392 мкг/кг /- = 84 мкг/кг (искусственно загрязненная проба); 

при х = 457 мкг/кг г = 134 мкг/кг.

9.3 Воспроизводимость

Абсолютное расхождение между результатами двух единичных испы­

таний, полученными одним методом на идентичном объекте испытаний в 

разных лабораториях разными операторами с использованием разного обо­

рудования не должно превышать предел воспроизводимости R более чем в

13
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5% случаев

Предел воспроизводимости при определении фумонизина Bi в куку­

рузной муке равен следующим значениям: 

при х = 369 мкг/кг R= 291 мкг/кг;

при х = 646 мкг/кг R =459 мкг/кг (искусственно загрязненная проба); 

при х = 780 мкг/кг R = 557 мкг/кг, 

при х = 1414 мкг/кг R = 868 мкг/кг.

Предел воспроизводимости при определении фумонизина В: в куку­

рузной муке равен следующим значениям: 

при х = 90 мкг/кг R = 56 мкг/кг; 

при х = 203 мкг/кг R=  168 мкг/кг,

при х = 295 мкг/кг R = 188 мкг/кг (искусственно загрязненная проба); 

при х = 558 мкг/кг R = 403 мкг/кг

Предел воспроизводимости при определении фумонизина Bi в куку­

рузных хлопьях равен следующим значениям: 

при х = 323 мкг/кг R = 288 мкг/кг, 

при х = 565 мкг/кг R =440 мкг/кг,

при х = 922 мкг/кг Я = 762 мкг/кг (искусственно загрязненная проба); 

при х = 1046 мкг/кг R = 804 мкг/кг.

Предел воспроизводимости при определении фумонизина В2 в куку­

рузных хлопьях равен следующим значениям: 

при х = 128 мкг/кг R = 123 мкг/кг, 

при х = 237 мкг/кг R = 182 мкг/кг,

при х = 392 мкг/кг R = 339 мкг/кг (искусственно загрязненная проба); 

при х = 457 мкг/кг R = 333 мкг/кг.

10 Протокол испытаний
Протокол результатов испытаний должен содержать следующие сведе­

ния:

14



r O C T E N  14352-2013

- всю информацию, необходимую для идентификации пробы (вид про­

бы, ее происхождение и назначение);

- ссылку на настоящий стандарт;

-дату и способ отбора пробы (если известны);

- дату поступления пробы в лабораторию,

-дату проведения испытания,

-результаты испытания с указанием единиц измерения,

- указание, была ли оценена повторяемость;

-все особенности, наблюдавшиеся при проведении испытания,

- все операции, не оговоренные в методике или рассматриваемые как 

необязательные, которые могли повлиять на результат испытания

15
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Приложение A 

(справочное)
Данные по прецизионности метода

Приведенные в таблице А 1 данные получены в результате межлабора­
торных испытаний, организованных в рамках Программы по стандартизации, 
измерениям и испытаниям Европейского сообщества в соответствии с Руко­
водством АОАС по проведению межлабораторных испытаний для определе­
ния характеристик эффективности методов анализа [4].

Т а б л и ц а  А. 1 -  Данные по прецизионности метода для кукурузной муки
Н м м т о п м м е п ж и а п я Ф ум вош м  Bl Ф умаоокк В;

Хо.чв-
стая

проба

Проба с 
лоб а» - 
.toot ап 
ф>**о- 

KKixMa 
800

M Ktfxr

Пробы, 1 н р я ш в а а >  
румокн<мнами « т е  

с п а о а м л у т м

Хож-
с тм

проба

Проба с 
лоб а» - 
лемма» 
ф>**о-

KMiMMa
400

Mxiftcr

Пробы. i агря Iмоемые 
фумоаспмтмм есте- 

сткеммым путем
км t кое 
содер- 
жаике
фумо-
KHIK-
ко>

средаее 
содер­
жанке 
фумо- 
мм не­
мо»

ш со-
хое

содер­
жанке
фумо-
MKIM-
ко»

MMt кое
содер­
жанке
фумо-
ММ IM­
HO!

средаее
содер­
жанке
фумо-
ММ IM­
HO!

11.1C о
хое

содер­
жанке
фумо-
MKIM-
МО!

Год прогедення испыта­
ний 3000 2000

Колнчесио лабораторий-
'/Ч*£‘ГКЮ.ОХ 31* 31*

Кояичеспо лабораторий, 
остаюкнхея после исключения 
КИбрОСО! 31 31 31 30 31 31 31 17 31 31

Кояичест» т о р о с  от (ла­
бораторий) 0 0 0 1 0 0 0 4 0 0

Число принятых реjyjaта- 
то» 43 43 43 43 43 43 43 *4 43 43

Среднее sMa**HMi X , 
ккг/хг 41 546 369 7S0 1414 7 395 90 203 558

Ставдартиое отклонен» 
по» торяемэс тн а „ икт^г . 136 S9 147 3S3 . 55 30 54 135

0  тиос иге я»ное ставдарт- 
мое откг.оиекие попоряеюэ-
стн RED „ У. 31,1 343 1S,S 20,0 1S,5 22Д 26,8 335

Предел по»торяехостнт
(т -3 ,8 а гХ »1/кт 3S1 349 413 793 _ 154 56 148 350
Ставдартиое отклонение _ 164 104 199 310 _ 67 30 60 144
Отиосителгное ставдарт­

иое отк ломе ик е »оспрою»о- 
дииостк RSD,, '/• 35.7 36Д 25,5 21,9 22,6 22,1 29,7 25,9

Предел яоелроигюяюео- 
сти 3,8 алХ икг/кг 459 391 557 868 188 56 16S 403

Полнота обнаружения, % - 75,6
Д»е лаборатории ш верюиачалкишс 33 лабораторий -  участии»! били исключены по причине медеесяособиостн.
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Т а б л и ц а  A . 2 -  Данные по прецизионности методики для кукурузной хло­
пьев
Н ж и ш с а м с е п ж  з  ателя Фумсоовмм Bi Фумсаовмн В;

Холо­
стая

Г^обас
даба*-

Пробы, «агресмеммые 
р у м м и и м з о м  « Ж -

Холо­
стая

П робас
даба*-

Пробы, сатря сменные 
иумомк 1нналм « те -

проба д ц о н м ( п е ю а л е  путем проба лекныа с п е м м л е  путем

нмпвса
800

мнтАсг

МИ1КОС
с одер-

среднее
‘ одер-

высо­
кое

0У»*>-
ннпвеа

400
мкгбег

н и к о е
содар-

среднее
содар-

высо­
кое

жакие
фум>-
ю в к

жамне
фум>-
KMSM-

‘ одер­
жание
фумв-

жамне
фум>-
KMSM-

жамне
фум>-
KMSM-

‘ одер­
жание
фуми

но* но* т о й МО* МО* МММ-
ко* МО*

Год проведения игпхгта- 
инй

2000 2000

?Сог.нчестю яабораторнй- 
уч act кто.о» з Г 21’

Количество ЯАсора торий,
оставтяюсея посяе нсалва-
нения выбросов 21 20 20 21 21 21 20 21 21 21

Кояичестю выбросов 
(лабораторий) 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0

Чнсяо принятия ре:  уво-
ТАТОВ 42 40 40 42 42 42 40 42 42 42

Среднее вначенме X , 
нхт 1я 42 922 323 555 1046 4 362 126 237 457

Ставдартмэе отяяоненяе 
пов торяеиос тн м о Д а 85 67 85 116 30 28 35 4S

Относ нтеявное ста ада рт- 
ное отклонение повторяе­
мости RSDr, % 9А 20,6 15,0 11,1 7,7 21,7 14,6 10,4

П реде я по* то ряе мости t
(в -  2,8*гХ **г/м 238 1SS 238 325 S4 78 98 134

Ставдартиое отклонение

хкг/кт 272 103 157 287 121 44 65 119
Отеос нтеявное ста ада рт- 

ное отклонение »ос прото-
29,5 31,6 27,6 27,4 30,9 34,6 27,5 26,1""

П реде я 1 0 СПр0 Ю1 0 ДЮ«>-
сти R  (R *  3 ,8 **Х хкт/кг 762 2SS 440 804 339 123 182 333

Полнота обнаружения, % - 110,0 - - - - 97,0 - - -

Д»е пабораторннит перюклчлг.исих 23 лабораторий -  уч*стазоо* о и ш  хсключекп по причине недееспособности
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Приложение В 

(справочное)

Типичные хроматогр аммы

Условия хроматографического анализа:

способ дериватизации -  смешивание экстракта объемом 50 мм3 с дери- 

ватизирующим реагентом объемом 50 мм3,

объем инжекции -  20 мм3 (эквивалентен 20 мг анализируемой пробы); 

аналитическая колонка для ВЭЖХ -  длина 150 мм, внутренний диа­

метр 4,6 мм, заполненная сорбентом Discovery® CIS1;

подвижная фаза -  смесь метанола с фосфатным буферным раствором с 

pH 3,35 в объемном соотношении 77 : 23; 

скорость потока -  1 см3/мин,

условия флуориметрического детектирования: длина волны возбужде­

ния 335 нм, длина волны эмиссии 440 нм

1 Discovery® CIS -  пример подходящего сорбента, доступного для приобретения 
Данная информация дана для удобства использ ов ания настоящего стандарта и не является 
рекламной поддержкой данного продукта Допускается использовать другие сорбенты с 
анапогичньгми свойств аки, обеспечивающие качество хроматографического разделения 
не хуже данного.
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Аналитический сигнал, мВ 
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Рисунок В. 1 -  Типичная хроматограмма пробы кукурузных хлопьев, 

загрязненных фумонизинами естественным путем

I /
Фумонизин В1. 840 мкг/кг

Ч ало.

Фумонизин В2. 220 мкг/кг

-у\__л ._____

Аналитический сигнал, мВ

Рисунок В.2 -  Типичная хроматограмма пробы кукурузной муки, 

загрязненной фумонизинами естественным путем
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