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Предисловие
Цели, основные принципы и основной порядок проведения работ по 

межгосударственной стандартизации установлены ГОСТ 1.0 -  92 «Межгосу
дарственная система стандартизации Основные положения» и ГОСТ 1.2— 
2009 «Межгосударственная система стандартизации Стандарты межгосудар
ственные, правила и рекомендации по межгосударственной стандартизации 
Правила разработки, принятия, применения, обновления и отмены»

Сведения о стандарте
1 ПОДГОТОВЛЕН Открытым акционерным обществом «Всероссий

ский научно-исследовательский институт сертификации» (ОАО «ВНИИС») 
при участии специалистов Государственного научного учреждения Всерос
сийского научно-исследовательского института консервной и овощесушиль
ной промышленности Российской академии сельскохозяйственных наук 
(ГНУ ВНИИЬСОП Россельхозакадемии) на основе собственного аутентичного 
перевода на русский язык европейского регионального стандарта, указанного 
в пункте 4

2 ВНЕСЕН Федеральным агентством по техническому регулированию и 
метрологии (ТК 335)

3 ПРИНЯТ Межгосударственным советом по стандартизации, метрологии 
и сертификации (протокол №  58-П от 28 августа 2013 г.)

За принятие проголосовали:
Краткое наименование 

страны по МК 
(ИСО 3166) 004-97

Код страны по 
МК(ИСО 

3166)004-97

Сокращенное наименование 
национального органа 

по стандартизации

Армения AM Минэкономики Р еспублики Армения

Беларусь BY Г ос стандарт Республики Беларусь

Кыргызстан KG Кыргьтз стандарт
Молдова MD М ап д ов a-С т анд арт
Р оссийская Ф е дерация RU Росстандарт

Узбекистан UZ Уз стандарт

4 Настоящий стандарт идентичен европейскому региональному стан
дарту EN 15850:2010 «Foodstuffs. Determination of zearalenone in maize based 
baby food, barley flour, maize flour, polenta, wheat flour and cereal based foods 
for infants and young children. HPLC method with immun о affinity column clean
up and fluorescence detection» (Продукты пищевые. Определение зеараленона 
в продуктах для детского питания на кукурузной основе, ячменной, кукуруз
ной и пшеничной муке, поленте и продуктах на зерновой основе для питания 
грудных детей и детей раннего возраста. Метод ВЭЖХ с применением им-
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муноаффинной колоночной очистки экстракта и флуориметрическим детек
тированием).

Перевод с английского языка (ел)
Официальный экземпляр европейского регионального стандарта, на 

основе которого подготовлен настоящий межгосударственный стандарт, 
имеется в Федеральном агентстве по техническому регулированию и метро
логии Российской Федерации

Степень соответствия -  идентичная (IDT)

5 Приказом Федерального агентства по техническому регулированию и 
метрологии от 22.11.13г №  1710-ст межгосударственный стандарт ГОСТ 
EN 15850-2013 введен в действие в качестве национального стандарта Рос
сийской Федерации с 1 июля 2015 г.

6 ВВЕДЕН ВПЕРВЫЕ

Информаг/ия об изменениях к настоящему стандарту пубтхуется в ежегодно из

даваемом информационном указателе «Национальные стандсрты». а текст изменений и 

поправок -  в ежемесячно издаваемом информационном указателе «Национальные стан

дарты». В случае пересмотра (замены) или отмены наспюящего стандарта соответ- 

ствукицее уведомление будет опубликовано в ежемесячно издаваемом информационном 

указателе «Национальные стандарты». Соответствующая информация, уведомление 

и тексты размещаются также в информационной системе общего пользования -  на 

официальном сайте Федерального агентства по техническому регулированию и 

метрологии в сети Интернет

О Стандартинформ, 2013

В Российской Федерации настоящий стандарт не может быть полно
стью или частично воспроизведен, тиражирован и распространен в качестве 
официального издания без разрешения Федерального агентства по техниче
скому регулированию и метрологии
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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

ПРОДУКТЫ ПИЩЕВЫЕ

Опр еделение зеараленона в пр одуктах для детского питания на кукуруз
ной основе, ячменной, кукурузной и пш шичной муке, поленте и продук

тах на зерновой основе для питания грудных детей и 
детей раннего возраста

Метод ВЭЖХ с применением иммуноаффинной колоночной очистки 
экстракта и флуориметрическим детектированием

Foodstuffs.
Determination of zearalenone in maize based baby food, barley flour, maize flour, 

polenta, wheat flour and cereal based foods for infants and young children. 
HPLC method with immun о affinity column cleanup and fluorescence detection

Дата введения -  2015-07-01

1 Область применения
Настоящий стандгрт устанавливает метод определения зеараленона в 

продуктах для детского питания на основе кукурузы, ячменной, кукурузной и 

пшеничной муке, поленте и продуктах на зерновой основе для питания груд

ных детей и детей раннего возраста с помощью высокоэффективной жид

костной хроматографии (ВЭЖХ) с применением очистки экстракта на колон

ке с иммуноаффинным сорбентом и флуориметрическим детектированием 

Метод прошел валидацию путем двух меж лабораторных испытаний. В одном 

случае объектом испытаний были пробы продуктов для детского питания на 

основе кукурузы, ячменная, кукурузная, пшеничная мука и полента с содер

жания зеараленона от 10 до 335 мкг/кг. Во втором случае объектом испыта

ний были пробы продуктов на зерновой основе для питания грудных детей и 

детей раннего возраста с содержанием зеараленона от 9 до 44 мкг/кг.

Подробная информация о результатах валидации метода содержится в 

разделе 9 и приложении В

Издание официальное 1
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2 Нормативные ссылки
Приведенные ниже ссылочные нормативные документы являются обя

зательными для применения настоящего стандарта Датированные ссылки 

предполагают возможность использования только указанного издания доку

мента В случае недатированных ссылок используют последнее издание до

кумента, включая все дополнения

EN ISO 3696:1995 Water for analytical labor at сну use -  Specification and 

test methods (ISO 3696:1987) (Вода для лабораторного анализа. Технические 

требования и методы испытаний).

3 Сущность метода
Зеараленон экстрагируют из пробы водно-ацетонитрильной смесью 

или метанолом, в зависимости от вида пробы. Экстракт разбавляют фосфат- 

но-хлоридным буферным раствором и пропускают через имму но аффинную 

колонку, заполненную сорбентом, содержащим антитела, специфичные к зе- 

араленону, при этом происходит очистка экстракта и концентрирование зе- 

араленона Зеараленон элюируют с колонки ацетонитрилом или метанолом, 

после чего количественно определяют с помощью ВЭЖХ с применением об

ращен но-фазовой аналитической колонки и флуориметрическим детектиро

ванием

4 Реактивы
4.1 Общие положения

Для проведения испытания при отсутствии особо оговоренных условий 

используют только реактивы гарантированной аналитической чистоты и воду 

не ниже первой степени чистоты по EN ISO 3696:1995. Используемые рас

творители по степени чистоты должны быть пригодны для применения в 

анализе с помощью ВЭЖХ, если не оговорены другие условия Допускается 

использование доступных для приобретения готовых растворов при условии.

2
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что их характеристики не отличаются от приведенных ниже.

4.2 Натрий фосфорнокислый двухзамещенный безводный (NasHPQj) 

или гидратированный (Na:H P04* 12Н20).

4.3 Калий хлористый.

4.4 Калий фосфорнокислый однозамещенный

4.5 Натрий хлористый.

4.6 Натрия гидроксид

4.7 Кислота соляная, водный раствор массовой долей w (НС1) = 37 %.

4.8 Кислота соляная, раствор молярной концентрации с(НС1) = 

ОД мо ль/дм3

Раствор готовят разбавлением 8,28 см3 раствора соляной кислоты по 

4.7 водой до 1 дм3.

4.9 Натрия гидроксид, раствор молярной концентрации с (NaOH) = 

0,1 моль/дм3

Растворяют 4 г гидроксида натрия по 4.6 в 1 дм3 воды

4.10 Раствор фосфатно-хлоридный буферный молярной концентра

ции хлористого натрия с (NaCl) = 120 ммоль/дм3, хлористого калия с (КС1) 

= 2,7 ммоль/дМ3, суммы фосфатов натрия и калия с (NajHPC^ + КН2РО4) 

= 10 ммоль/дм3, pH = 7,4

Растворяют 8,0 г хлористого натрия по 4.5, 1,2 г безводного двухзаме- 

щенного фосфорнокислого натрия [или 2,9 г гидратированного двухзаме- 

щенного фосфорнокислого натрия (Na^HPCV^HiO)] по 4.2, 0,2 г однозаме- 

щенного фосфорнокислого калия по 4.4 и 0,2 г хлористого калия по 4.3 в 

900 см3 воды.

Значение pH приготовленного раствора доводят до 7,4 путем добавле

ния раствора соляной кислоты по 4.8 либо раствора гидроксида натрия по 

4.9, после чего объем раствора доводят водой до 1 дм3

В качестве альтернативы для приготовления раствора допускается ис

пользовать доступный для приобретения препарат с аналогичными характе

ристиками

3
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4.11 Ацетонитрил

ПРЕДУЗТРЕЖДЕНИЕ -  Ацетонитрил является токсичным веще

ством, поэтому все операции по приготовлению растворов, содержащих 

ацетонитрил, следует проводить в вытяжном шкафу с использованием 

взрывобезопасного перемешивающего устройства. Фильтрование рас

творов, содержащих ацетонитрил, следует проводить также в вытяжном 

шкафу.

4 12 Метанол для ВЭЖХ.

4.13 Метанол технический

4.14 Экстрагент А

Смешивают 75 объемных частей ацетонитрила по 4.11 с 25 объемными 

частями воды.

4.15 Дилюент А  для приготовления раствора пробы для анализа с 

помощью ВЭЖХ

Смешивают четыре объемных части ацетонитрила по 4.11 с шестью 

объемными частями воды

4.16 Подвижная фаза А для ВЭЖХ

Подвижную фазу готовят смешиванием 53 объемных частей ацетонит

рила по 4.11 с 47 объемными частями воды. Перед использованием подвиж

ную фазу фильтруют и дегазируют.

4.17 Экстрагент В

Смешивают 75 объемных частей метанола по 4.13 с 25 объемными ча

стями воды.

4.18 Растворитель для промывания иммуноаффинной колонки

Смешивают 15 объемных частей метанола по 4.12 с 85 объемными ча

стями ф осфатно-хлоридного буф ерного раствора по 4.10.

4.19 Дилюент В для приготовления раствора пробы для анализа с 

помощью ВЭЖХ

Смешивают пять объемных частей метанола по 4.12 с пятью объемны

ми частями воды.

4
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4.20 Подвижная фаза В для ВЭЖХ

Смешивают 75 объемных частей метанола по 4.12 с 25 объемными ча

стями воды Перед использованием подвижную фазу фильтруют и дегазиру

ют.

4.21 Колонка с иммуноаффинным сорбентом

Для проведения испытания пригодна колонка с иммуноаффинным сор

бентом с иммобилизованными антителами, специфичными в отношении зе- 

араленона, имеющая сорбционную емкость по зеараленону не менее 1500 нг 

и обеспечивающая полноту обнаружения не менее 80 % при внесении в нее 

75 нг зеараленона в 10 см3 раствора, состоящего из 15 объемных частей ме

танола и 85 объемных частей фосфатно-хлоридного буферного раствора

4.22 Зеараленон кристаллический или в виде ампульного препарата в 

пленочной форме массовой долей основного вещества не менее 98 %, или в 

виде готового раствора

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ -  Зеараленон является эстрогенным веще

ством, поэтому с ним надлежит обращаться с особой осторожностью. Все 

работы, связанные с подготовкой пробы и приготовлением стандартных 

растворов должны проводиться в вытяжном шкафу с использованием 

защитной одежды, перчаток и защитных очков.

4.23 Зеараленон, основной раствор массовой концентрации 200 мкг/см3

Готовят раствор зеараленона массовой концентрации около 1,25 мг/см3

путем растворения 5 мг зеараленона по 4.22 в 4,0 см3 ацетонитрила по 4.11. 

Порцию полученного раствора объемом 800 мм3 разбавляют ацетонитрилом 

по 4.11 до объема 5 см3, получают основной раствор зеараленона массовой 

концентрации около 200 мкг/см3.

Раствор хранят при температуре от минус 18 °С до минус 20 °С. Перед 

использованием раствор выдерживают до достижения комнатной температу

ры. При указанных условиях хранения срок годности раствора составляет 

12 мес. При хранении основного раствора более 6 мес перед его использова

нием проверяют соответствие фактической массовой концентрации зеарале-

5



r O C T E N  15850-2013

нона ранее установленному значению.

4.24 Зеаралетон, основной раствор промежуточной концентрации 

(стандартный раствор для внесения в пробу при контроле полноты об

наружения) массовой концентрации 10 мкг/см3

Раствор зеараленона массовой концентрации около 10 мкг/см3 готовят 

путем смешивания 250 мм3 основного раствора зеараленона по 4.23 с 4,75 см3 

ацетонитрила по 4.11.

Для определения точной массовой концентрации зеараленона в полу

ченном растворе регистрируют его оптическую плотность в диапазоне длин 

волн от 200 до 300 нм в кварцевой кювете длиной оптического пути 1 см с 

использованием спектрофотометра по 5.25. В качестве раствора сравнения 

используют ацетонитрил по 4.11. По полученному спектру определяют длину 

волны, соответствующую максимальной оптической плотности, приблизи

тельно равную 274 нм Массовую концентрацию зеараленона в растворе, р;<ж, 

мкг/см3, рассчитывают по формуле

М  100 /1N= — ----- -------> (1)( Ъ

где Л,** -  максимальное значение оптической плотности в данном диапа

зоне длин волн (в данном случае при 274 нм);

М  -  молярная масса зеараленона, г/моль (М  = 318,4 г/моль);

г -  молярный коэффициент поглощения зеараленона в ацетонитри

ле, м2/моль, ( е =  1262 ьг/моль по [1]),

b -  длина оптического пути кюветы, см.

Раствор хранят в морозильной камере при температуре от минус 18 °С 

до минус 20 °С Перед использованием раствор выдерживают до достижения 

комнатной температуры При указанных условиях хранения срок годности 

раствора составляет 12 мес. При хранении основного раствора более 6 мес 

перед его использованием проверяют соответствие фактической массовой 

концентрации зеараленона ранее установленному значению.

4.25 Зеараленон, стандартный раствор А  массовой концентрации

6
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2,0 мкг/см3 (используется при испытании продуктов для детского пита

ния на кукурузной основе, ячменной, кукурузной, пшеничной муки и 

поленты)

Аликвоту основного раствора зеараленона промежуточной концентра

ции по 4.24, эквивалентную 10 мкг зеараленона, переносят во флакон по 5.9 

или в мерную колбу по 5.10 вместимостью 5 см3 и разбавляют ацетонитри

лом до объема 5 см3.

Раствор хранят в морозильной камере при температуре от минус 18 °С 

до минус 20 °С Перед использованием раствор выдерживают до достижения 

комнатной температуры При указанных условиях хранения срок годности 

раствора составляет 12 мес. При хранении основного раствора более 6 мес 

перед его использованием проверяют соответствие фактической массовой 

концентрации зеараленона ранее установленному значению.

4.26 Зеараленон, стандартный раствор В массовой концентрации 

0,4 мкг/см3 (используется при испытании продуктов на зерновой основе 

для питания грудных детей и детей р аннег о возраста)

Аликвоту основного раствора зеараленона промежуточной концентра

ции по 4.24, эквивалентную 2 мкг зеараленона, переносят во флакон по 5.9 

или в мерную колбу по 5.10 вместимостью 5 см3 и разбавляют ацетонитри

лом до объема 5 см3.

Раствор хранят в морозильной камере при температуре от минус 18 °С 

до минус 20 °С Перед использованием раствор выдерживают до достижения 

комнатной температуры. При указанных условиях хранения срок годности 

раствора составляет 12 мес. При хранении основного раствора более 6 мес 

перед его использованием проверяют соответствие фактической массовой 

концентрации зеараленона ранее установленному значению.

5 Приборы и оборудование
5.1 Общие положения

При проведении испытания используют общеупотребительные лабора-
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торную посуду и оборудование, в частности, перечисленные ниже.

5.2 Блендер высокоскоростной или гомогенизатор.

5.3 Весы аналитические, пригодные для взвешивания с точностью до
0,0001г.

5.4 Весы лабораторные, пригодные для взвешивания с точностью до 0,1 г.

5.5 Встряхиватель лабораторный вертикального или горизонтального 

типа с возможностью регулировки скорости встряхивания

5.6 Устройство перемешивающее лабораторное (миксер) типа Вортекс 

или аналогичный

5.7 Мельница лабораторная с комплектом решеток.

5.8 Миксер барабанного типа лабораторный

5.9 Флаконы стеклянные различного объема

5.10 Колбы мерные вместимостью 3, 5 и 10 см3.

5.11 Стакан вместимостью 250 см3.

5.12 Колбы конические с винтовой крышкой или стеклянной пробкой 

вместимостью 100, 250 и 500 см3

5.13 Фильтры бумажные, например, для качественного анализа, быст- 

рофильтрующие, прочные, диаметром 24 см, размером пор 30 мкм, или ана

логичные.

5.14 Фильтры из стеклянного микроволокна, задерживающие частицы 

размером от 1,6 мкм, или аналогичные.

5.15 Пипетки вместимостью от 25 до 250 мм3, 1, 5 и 10 см3.

5.16 Микро пипетки выдувные или микрошприцы газонепроницаемые 

вместимостью 100, 500 и 1000 мм3.

5.17 Устройство для вакуумной фильтрации многопозиционное, при

способленное для установки иммуноафф инных колонок (манифолд) или ав

томатизированная система для вакуумной фильтрации

5.18 Резервуары для элюента вместимостью от 50 до 75 см3 в комплек

те с приспособлениями для подсоединения иммуноафф инных колонок.

5.19 Шприцы пластиковые вместимостью 5 см3.

S
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5.20 Насос вакуумный, пригодный для создания разрежения 1 кПа про

изводительностью не менее 18 дм3/мин

5.21 Устройство для вакуумной ф ильтрации растворителей в комплекте 

с фильтрами из стеклянного микроволокна диаметром 47 мм.

5.22 Фильтры мембранные нейлоновые шприцевые диаметром пор 

0,45 мкм

Перед использованием следует убедиться в отсутствии потерь зеарале- 

нона при фильтрации экспериментально проверив полноту его обнаружения.

П р и м е  чан  ие -Некоторые фильтрующие материалы могут задерживать зеар ап енон

5.23 Баня ультразвуковая лабораторная.

5.24 Система для ВЭЖХ в указанной ниже комплектации:

5.24.1 Инжектор, обеспечивающий объем ввода от 100 до 300 мм3.

5.24.2 Насос для подачи подвижной фазы, обеспечивающий скорость по

дачи подвижной фазы от 0,5 до 1,5 см3/мин при отсутствии пульсаций

5.24.3 Колонка для ВЭЖХ аналитическая, заполненная обращенно- 

фазовым сорбентом

Для проведения испытания пригодна колонка, обеспечивающая отде

ление пика зеараленона от сопутствующих пиков других компонентов мат

рицы пробы Перекрывание пика зеараленона другими пиками не должно 

превышать 10 % его высоты.

В отношении указанных ниже колонок установлена пригодность для 

проведения испытания при использовании подвижной фазы А по 4.16.

Колонка длиной 150 мм, внутренним диаметром 4,6 мм, заполненная 

сорбентом Phenom ena Prodigy®* ODS-3 размером частиц 5 мкм и размером 

пор 25 нм и колонка длиной 250 мм, внутренним диаметром 4,6 мм, запол

ненная сорбентом Spherisorb® ODS-2 Excel размером частиц 5 мкм и разме

ром пор 25 нм

* Phenomenex Piochgy®, Spherisorb® и Supelkosil®-примеры подходящих изделий, 
доступных для приобретения Эта информация дана для удобств а применения настоящего 
стандарта и не является рекламной поддержкой указанных изделий Допускается исполь
зование других сорбентов с аналогичными свойствами, удовлетворяющими указанным 
требованиям

9
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Указанная ниже колонка найдена пригодной при использовании по

движной фазы В по 4.20.

Колонка длиной 250 мм, внутренним диаметром 4,6 мм, заполненная 

сорбентом Supelkosil®* (Cis) с блокированными остаточными силанольными 

группами размером частиц 5 ж м и  размером пор 18 нм

5.24.4 Колонка защитная внутренним диаметром 4 мм, заполненная тем 

же сорбентом, что и аналитическая колонка, или аналогичным, диаметром 

частиц 5 мкм

5.24 5 Детектор флуоориметрический с проточной кюветой, пригодный 

для проведения измерений при длинах волн возбуждения и эмиссии соответ

ственно 274 или 275 нм и 446 или 450 нм

5.24.6 Самописец, интегратор или компьютерная система обработки 

данных.

5.24.7 Дегазатор (применяется по выбору пользователя) для дегазации 

подвижной фазы.

5.25 Спектрофотометр, пригодный для измерений оптической плотности 

в ультрафиолетовой области спектра, в комплекте с кварцевыми кюветами.

6 Процедура проведения испытания
6.1 Экстракция

6.1.1 Экстракция при испытании ячменной, кукурузной и пшенич

ной муки, поленты и продуктов для детского питания на кукурузной ос

нове

Измельченную пробу для анализа массой 25 г, измеренной с точностью 

до 0,1 г, помещают в стакан по 5.11. В стакан добавляют 100 см3 экстрагента 

А по 4.14. Содержимое стакана гомогенизируют с использованием гомогени

затора по 5.2 в течение 3 мин при высокой скорости перемешивания, после 

чего экстракт фильтруют через складчатый фильтр по 5.13.

Отбирают пипеткой по 5.15 аликвоту фильтрата объемом 12 см3 и по

мещают ее в коническую колбу по 5.12. В колбу добавляют 88 см3 фосфатно-

10
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хлоридного буферного раствора по 4.10, содержимое колбы тщательно пере

мешивают. Если при этом раствор в колбе становится мутным, его количе

ственно фильтруют через фильтр из стеклянного микроволокна по 5.14.

6.1.2 Экстракция при испытании продуктов на зерновой основе 

для питания грудных детей и детей раннего возраста

20 г пробы для анализа, взвешенной с точностью до 0,1 г, помещают в 

коническую колбу с винтовой крышкой по 5.12. В колбу добавляют 150 см3 

экстрагента В по 4.17, содержимое колбы перемешивают вручную в течение 

нескольких секунд до получения гомогенной суспензии, после чего встряхи

вают в течение 1 ч с помощью встряхивателя по 5.5, либо помещают на 15 

мин в ультразвуковую баню по 5.23, а затем встряхивают в течение 15

мин с помощью встряхивателя по 5.5.

Экстракт фильтруют через складчатый фильтр по 5.13 в коническую 

колбу по 5.12 вместимостью 100 см . Аликвоту фильтрата объемом 30 см3 

переносят в мерный цилиндр вместимостью 150 см3 с пробкой. Объем со

держимого в цилиндре доводят до 150 cmj фосфатно-хлоридным буферным 

раствором по 4.10. Содержимое цилиндра перемешивают и фильтруют через 

фильтр из стеклянного микроволокна по 5.14 с помощью вакуумного насоса 

по 5.21 при неглубоком разрежении Первые 20 см3 фильтрата отбрасывают, 

для дальнейшего анализа отбирают порцию последующего фильтрата объе

мом около 70 см3.

П р и м е ч а н и е  -  При фильтрации экстракта не следует применять глубокое 
ра-зрежение, поскольку при этом в озможно получение мутного фильтрата

После фильтрации экстракт немедленно подвергают очистке на имму- 

ноаффинной колонке по 6.2.

6.2 Очистка экстракта на иммуноаффинной колонке

Перед кондиционированием колонку выдерживают до достижения ею 

комнатной температуры. Иммуноаффинную колонку по 4.21 подсоединяют к 

вакуумному манифолду по 5.17, к верхнеьу концу колонки присоединяют 

резервуар для элюента по 5.18.

11
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Колонку кондиционируют путем пропускания через нее 20 см3 фос

фата о-хлор ид ного буферного раствора по 4.10 со скоростью от 3 до 

5 см3/мин Затем в резервуар для элюента вносят 50 см3 разбавленного и 

фильтрованного экстракта по 6.1.1 или 6.1.2. Экстракту дают полностью про

течь через колонку под действием силы тяжести при постоянной скорости 

протока до тех пор, пока его уровень не достигнет верхнего фильтра колонки. 

При прохождении экстракта через колонку скорость протока не должна пре

вышать одну-две капли в секунду.

После прохождения экстракта через колонку ее промывают 20 см3 во

ды, или, при испытании продуктов для детского питания, сначала 5 см3 рас

творителя для промывания по 4.18, затем 15 см3 воды со скоростью протока 

одна -  две капли в секунду. По окончании промывания из колонки удаляют 

воду путем пропускания через нее около 3 см3 воздуха или азота. Элюат, по

лученный на стадии промывания колонки, отбрасывают.
П р и м е  ч а н и я

1 Допускается использовать параметры предварительного кондиционирования и 
промывания колонки, оговоренные в инструкции по ее применению.

2 При проведении очистки экстракта следует обращать внимание, чтобы сорбци
онная емкость колонки не была превышена

6.3 Приготовление раствора пробы для хроматографического ана

лиза

6.3.1 Приготовление раствора пробы для хроматографического 

анализа при испытании ячменной, кукурузной и пшеничной муки, по

ленты и продуктов для детского питания на кукурузной основе

Под иммуноаффинную колонку помещают флакон по 5.9 для сбора 

апюата В резервуар для элюента по 5.18 пипеткой вносят 1,5 см3 ацетонит

рила по 4.11 и дают ему заполнить колонку. Колонку выдерживают в таком 

состоянии в течение 1 мин, после чего открывают выход растворителя и 

элюируют зеараленон со скоростью одна -  две капли в секунду. По оконча

нии элюирования для полного выведения из колонки растворителя и сбора 

всего элюата через колонку пропускают не менее 5 см3 воздуха.

12
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Элюат выпаиваю т досуха в токе азота. Остаток после выпаривания 

растворяют в 1 см3 дипюента А по 4.15 и тщательно перемешивают с исполь

зованием миксера типа Вортекс. Полученный раствор пробы для хромато

графического анализа переносят в стеклянный сосуд по 5.9.

В качестве альтернативы раствор пробы для хроматографического ана

лиза готовят разбавлением элюата водой до определенного объема, напри- 
змер, о см .

6.3.2 Приготовление раствора пробы для хроматографического 

анализа при испытании продуктов на зерновой основе для питания 

грудных детей и детей раннего возраста

Под колонку помещают мерную колбу по 5.10 вместимостью 3,0 см3 

для сбора элюата. Через колонку пропускают 0,75 см3 метанола по 4.12, со

бирая элюат. Как только весь метанол войдет в колонку, перекрывают выход 

элюата и выдерживают колонку в контакте с метанолом в течение 1 мин За

тем через колонку пропускают новую порцию метанола объемом 0,75 см3, 

собирая элюат Для полноты сбора элюата остаток растворителя в колонке 

аккуратно вытесняют воздухом

Объем содержимого в мерной колбе с элюатом доводят до метки во

дой, содержимое колбы перемешивают. В случае образования при разбавле

нии элюата мутного раствора, его фильтруют через мембранный фильтр по 

5.22 с помощью пластикового шприца по 5.19.

П р и м е  ч а н и я

1 При смешивании метанола с водой имеет место уменьшение объема смеси по от
ношению к сумме объемов каждого ее компонента Поэтому при необходимости после 
разбавления элюат а в од ой и перемешивания объем содержимого в мерной колбе повторно 
дов о д ят д о метки в о д ай

2 Операции очистки экстракта на иммуноаффинной колонке и элюирования зеара- 
ленона по 6.3.1 и 6.3.2 допускается проводить с использованием соответствующей авто
матизированной системы при соблюдении тех же объемных параметров и скорости про
тока.

6.4 Приготовление пробы с добавкой зеараленона

Для контроля полноты обнаружения готовят пробу с добавлением 

стандартного раствора зеарале но на по 4.24. Содержание зеараленона в пробе

13
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должно находиться в пределах диапазона градуировки, желательно, на сере

дине этого диапазона После внесения в пробу раствора зеараленона ее вы

держивают в покое в течение не менее 30 мин для удаления растворителя

7 Анализ с помощью ВЭЖХ
7.1 Условия хроматографического анализа
Приведенные ниже параметры обеспечивают удовлетворительное ка

чество хроматографического анализа при использовании колонки по 5.24.3 и 
подвижных фаз по 4.16 или 4.20 (см хроматограммы на рисунке А 1 и ри
сунке А.2, приложение А).

- скорость подачи подвижной фазы от 0,7 до 1,0 см3/мин,
- длина волны возбуждения флу ори метрического детектора от 274 до 

275 нм,
- длина волны эмиссии флуориметрического детектора от 440 до 

450 нм,
- объем инжекции: от 100 до 300 мыГ.
7.2 Приготовление градуировочных растворов
Готовят пять градуировочных растворов, для чего в мерные колбы вме

стимостью 10 см3 пипеткой по 5 15 или микрошприцем по 5.16 вносят стан

дартные растворы зеараленона в объемах, указанных в таблице 1 и 2, в зависи
мости от вида пробы Объем содержимого в каждой колбе доводят до метки 
подходящим дилюентом (дилюент А по 4.15 для приготовления растворов по 
таблице 1 и дилюент В по 4.19 для приготовления растворов по таблице 2).

Т а б л и ц а  1 -  Приготовление градуировочных растворов при испытании
ячменной, кукурузной и пшеничной муки, поленты и про
дуктов для детского питания на кукурузной основе

Градуировоч
ный раствор

О бьем стандартного раствора А по 4.25, 
взятый для приготовления градуировоч

ного раствора, мм3

Массовая концентрация зе
араленона в градуировоч

ном растворе, нг/см3

1 25 5

2 175 35

3 375 75

4 550 110

14



r O C T E N  15850-2013

5 750 150

Т а б л и ц а  2 -  Приготовление градуировочных растворов при испытании

продуктов на зерновой основе для питания грудных детей 

и детей раннего возраста

Градуировоч
ный раствор

О бьем стандартного раствора В по 
4.26, взятый для приготовления граду

ировочного раствора, мм3

Массовая концентрация зе
араленона в градуировочном 

растворе, нг/см3

1 50 2

2 200 S

3 350 14

4 500 20

5 650 26

При приготовлении градуировочных растворов допускается исполь

зовать как пипетки, так и другие подходящие стеклянные градуированные 

средства измерения объема

7.3 Построение гр адуир овочного гр афика

Градуировку осуществляют ежедневно перед проведением испытаний, 

для чего проводят хроматографический анализ градуировочных растворов, 

приготовленных в соответствии с таблицей 1 или 2. При построении градуи

ровочного графика в системе координат откладывают значения массовой 

концентрации зеараленона, нг/см3, против соответствующих величин анали

тического сигнала в виде площади или высоты пика зеараленона Получен

ный график проверяют на соответствие требованиям линейности с помощью 

регрессионного анализа (г2 > 0,998).

7.4 Определение зеараленона в растворе пробы

Проводят хроматографический анализ растворов проб, приготовлен

ных по 6.3.1 или 6.3.2, при тех же условиях, что были использованы при ана

лизе градуировочных растворов

7.5 Идентификация пиков

Пик зеараленона на хроматограмме раствора анализируемой пробы

15
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идентифицируют по совпадению его времени удерживания с временем удер

живания пика зеараленона на хроматограммах градуировочных растворов 

Необходимо, чтобы массовая концентрация зеараленона в анализируемом 

растворе пробы находилась в границах диапазона градуировки Если массо

вая концентрация зеараленона в растворе пробы превышает верхнюю грани

цу диапазона градуировки, раствор пробы разбавляют подвижной фазой для 

ВЭЖХ и проводят его повторный хроматографический анализ. Разбавление 

раствора пробы учитывают во всех последующих расчетах.

8 Обработка результатов
По градуировочному графику определяют массовую концентрацию зе

араленона в растворе пробы для анализа по 6.3.1 или 6.3.2, нг/см3.

Содержание зеараленона в пробе, w ^ ,  мкг/кг, рассчитывают по фор

муле

где ра

Ух

У2

Уз

Щ

Гг т,
(2)

массовая концентрация зеараленона в растворе пробы для хро

матографического анализа, определенная по градуировочному 

графику, нг/см3;

объем экстрагента, использованный для экстракции, см3 

(J\ = 100 см3 по 6.1.1 или Ух = 150 см3 по 6.1.2); 

объем приготовленного раствора пробы для хроматографиче

ского анализа, см3 (У> = 1,0 см3 или У> = 3,0 см3), 

объем аликвоты экстракта, взятой для очистки на иммуноаф- 

финной колонке, см3 (Уз = 6 см3 по 6 11 или Уз = 10 см3 по

6. 1. 2) ;

масса пробы для анализа, г (т, = 25 г по 6.1.1 или т, = 20 г по

6.1.2).

При соблюдении всех параметров, указанных в методике, содержание 

зеараленона рассчитывают по следующим упрощенным формулам

16
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При экстракции по 6.1.1 и объеме приготовленного раствора пробы для 

хроматографического анализа 1 см3:

w *>* = 0,667 .

При экстракции по 6.1.1 и объеме приготовленного раствора пробы для 

хроматографического анализа 3 см:

w = 2,0 р

При экстракции по 6.1.2 и объеме приготовленного раствора пробы для 

хроматографического анализа 3 см3:

^ л  = 3,25Ра

9 Прецизионность

9.1 Общие положения

Подробности меж лабораторных испытаний по определению прецизи

онности метода для продуктов для детского питания на кукурузной основе, 

ячменной, кукурузной, пшеничной муки и поленты приведены в таблице В 1, 

приложение В. Подробности межлабораторных испытаний по определению 

прецизионности метода для продуктов на зерновой основе для питания груд

ных детей и детей раннего возраста приведены в таблице В 2, приложение В 

Значения метрологических характеристик, полученные в результате межла- 

б оратор и ых испытаний, могут быть не пр имени мы к другим содержаниям 

аналита и другим типам матриц, чем те, что указаны в приложении В

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

шать предел повторяемости /• более чем в 5 % случаев

При проведении экстракции по 6 11 предел повторяемости равен сле

дующим значениям:

17
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- продукты для детского питания на кукурузной основе:

х = 10,9 мкг/кг г=11,0 мкг/кг (проба с искусственным внесением зе- 

араленона);

- ячменная мука:

X = 143 мкг/кг, 7=27,5 мкг/кг (проба с искусственным внесением зе- 

араленона);

- кукурузная мука:

х  = 87,2 мкг/кг, 7—34,8 мкг/кг (проба, загрязненная зеараленоном 

естественным путем);

- кукурузная мука:

х  = 335 мкг/кг, 7—82,9 мкг/кг (проба, загрязненная зеараленоном 

естественным путем);

- полента

х = 66,5 мкг/кг, /=16,6 мкг/кг (проба с искусственным внесением 

зеараленона);

- пшеничная мука:

х = 227 мкг/кг, 7=52,9 мкг/кг (проба с искусственным внесением зе

араленона).

Для продуктов на зерновой основе для питания грудных детей и детей 

раннего возраста при проведении экстракции по 6.1.2 предел повторяемости 

равен следующим значениям

X = 9,1 мкг/кг, 7=1,5 мкг/кг (проба, загрязненная естественным путем);

х = 17,1 мкг/кг, 7=2,5 мкг/кг (проба, загрязненная естественным пу

тем);

X = 44,0 мкг/кг, 7=3,4 мкг/кг (проба, загрязненная естественным пу

тем);

х = 18,4 мкг/кг, 7=4,5 мкг/кг (проба с искусственным внесением зеара

ленона);

х = 26,6 мкг/кг, 7=4,2 мкг/кг проба с искусственным внесением зеара

ленона).

18
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9.3 Воспрошводимость

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 £  более чем в 

5 % случаев

При проведении экстракции по 6 11 предел воспроизводимости равен 

следующим значениям:

- продукты для детского питания на кукуруз ной основе:

х = 10,9 мкг/кг £=11,7 мкг/кг (проба с искусственным внесением 

зеараленона);

- ячменная мука:

х = 143 мкг/кг, .£=71,8 мкг/кг (проба с искусственным внесением 

зеараленона);

- кукурузная мука:

х = 87,2 мкг/кг, £=50,4 мкг/кг (проба, загрязненная зеарапеноном 

естественным путем);

- кукурузная мука:

х = 335 мкг/кг, £=343,7 мкг/кг (проба, загрязненная зеарапеноном 

естественным путем);

- полента

X = 66,5 мкг/кг, £=30,6 мкг/кг (проба с искусственным внесением 

зеараленона);

- пшеничная мука:

х = 227 мкг/кг, £=107,9 мкг/кг (проба с искусственным внесением 

зеараленона).

Для продуктов на зерновой основе для питания грудных детей и детей 

раннего возраста при проведении экстракции по 6.1.2 предел воспроизводи

мости равен следующим значениям:

х = 9,1 мкг/кг, £=3,3 мкг/кг (проба, загрязненная естественным путем);
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X = 17,1 мкг/кг, R=6,2 мкг/кг (проба, загрязненная естественным пу

тем),

х = 44,0 мкг/кг, Я=12,5 мкг/кг (проба, загрязненная естественным пу

тем);

х = 18,4 мкг/кг, R=6,6 мкг/кг (проба с искусственным внесением зеара- 

ленона);

х = 26,6 мкг/кг, R=6, 1 мкг/кг (проба с искусственным внесением зеара- 

ленона).

10 Протокол испытании
Протокол испытаний должен содержать как минимум следующие све

дения:

a) всю информацию, необходимую для идентификации пробы;

b) ссылку на настоящий стандарт,

c) дату и способ отбора пробы (если известны);

d) дату поступления пробы в лабораторию,

e) дату проведения испытания,

f) результаты испытания с указанием единиц измерения;

g) все особенности, наблюдавшиеся при проведении испытания,

h) все операции, не оговоренные в методике или рассматриваемые как 

необязательные, которые могли повлиять на результат испытания
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Приложение A 
(справочное)

Типичные хроматогр аммы

Аналитический сигнал, мВ

Рисунок А 1 -  Хроматограмма пробы пшеницы, загрязненной 
зеараленоном естественным путем Содержание 
зеараленона 190 мкг/кг. Условия хроматографи
ческого анализа -  по 7.1

Аналитический сигнал. мВ

Рисунок А 2 -  Хроматограмма пробы пшеницы, загрязненной 
зеараленоном естественным путем Содержание 
зеараленона 36 мкг/кг. Условия хроматографиче
ского анализа -  по 7.1

21



r O C T E N  15850-2013

Приложение В 
(справочное)

Данные по прецизионности метода

Приведенные в таблице В.1 данные получены в результате межлабора
торных испытаний [2], [3], проведенных в соответствии с руководством 
АОАС по проведению межлабораторных испытаний для определения харак
теристик эффективности методов анализа [4].

Т а б л и ц а  В. 1  -  Данные по прецизионности методики при проведении экс
тракции по 6.1.1

Нлкхено» лкке 
поха!ателя

Прояухтяля 
Яетсхото пита
ния ка хуху- 

рузиой осиоае 
(проба с нс- 
хуееиенних 
»несеинех 

»еаралемока)

Муха ячхенкая 
(проб а с нс- 
хусстхеииих 
жесекнех 

»еаралемока)

Муха хуху- 
ру»км 

(проба, »*- 

трятненмая 
«еараленомэх 
естест»еииих

путех)

Полент* 
(проб* е  h c x j c -  

стаехиих *ме- 
сенмех»е*ра- 

лемока)

Муха п и с е  к и ч 

к а х

(проб* с мсхус- 
ст*екних «не
сение х»е*ра- 

леноиа)

Муха хухурут- 
мая

(проба, чагряз- 
меика* jeapa- 
яемомохесте- 
с и  емких nv- 

тех)

Год про»еяення 
испит* КИЙ 2002 2002 2002 2002 2002 2002

Ко лк чес я  о лабора
торий- участию, о* 29 29 29 29 29 28

Число мсхях>чеи- 
них регулгтато* 28 28 29 29 29 27

Колн чес по 1 поро
со» (лабораторий) 1 1 0 0 0 1

Число принятия 
ре туя» та т о » 23 25 27 27 27 27

С  ре яме е ! каче
ние V , y o i i l a 10,9 143 S7.2 66,5 227 335

Стаияарткое от- 
х ломе мне повторяе
мости*,, ххт/хт ъ ? 9 $ 12,4 5,9 18,9 29,6

Откосит ел» нов 
стаияартмое откло
нение похторяехости
A£D„ % 35,8 6 ? 14,2 s,9 S3 S,S

Прея ел попори*- 
«итиг (г-2,8 О, 
ххт/хт 11,0 27,5 34,8 16,6 52,9 S25>

Стаияарткое от- 
хломение » ос про ж -  

«оянхостн н а  f x i 4,2 25,6 1S,0 10,9 3S.6 123
Откосит ел» кое 

стаияартмое отхяо- 
кекне I  ос про» » оян- 
м о с т н  PJ-JD.. % 38,2

.  1 7 ’9
20,6 16,4 17 36,6

Прея ел » осп рож- 

« o r h x o o t h  R
(Л* 2,8 ip ) ,  ххт/хт 11,7 71,S 50,4 30,6 108 344
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Продолжение таблицы B.l
Н*хмемэ*АХме Продухтдл* Муха ячменная Муха хуху- Попе иг а Муха тпхеххч- Муха xyxypyi-

похдзлтеля детсхото пита- (проба с нс- pyixa* (проба с хсхус- ха* ха*
хх* ха хуху- хусстхехким (проба, ia- ея ех х и м х м ;- (проба с жхус- (проба, la rp e -

рузмой осмок * несением трлхенха* се НИ ем :е*рл- стееххимххе- хеххая ieapa-
(проба с не- leapar.exoxa) tea раде номом лемона) сеххем ieapa- леноном есте-

хуесиенхим естестаенним г.ехоха) ет* емким пу-
* несением путем) тем)

1 еараяехоха)
Полнота обхаруже- 
хх*. % * 100 93 91 91 95 9S

Значение хндехса 
Гор*нца, рассчитан-
нее h i прогноз нруе-
ХОГ О С ТАНДЛрТМЗТО
отхлохехи.* по ура*- 
хеххю /Томпсона [5],
и. 1,7 o,s 0,9 0,7 0,9 1,9

* Зхачекия полноти обнлружемк* по луче ни кезатхсхмо хаждой лабораторией no резугататам мс питаний едкихчмой 
дроби хаждого *хда м атрхаис «несением 1еаралсмохАНА уро»не 100 мхт/хт________________________________________

Т а б л и ц а  В . 2 -  Данные по прецизионности методики при проведении экс
тракции по 6.1.2

Н АЗЧХеКО! АККС 
гюмамхпл

Продухти ха 1ерио*ой осмоте дл
PAXHSTO

с исх\сст*еммим 1 месехнеМ!е- 
а рале нона.

* пита хм* трудхих детей идете й
* о) рас та
I а грязненное i еарале мохом есте- 

ст* емким путем
Год про* еде хх* хспитаххй 3005 3005 3005 3005 3005 3005
Колхчес-по яаборАторхй-участхххо* 17 17 19 19 19 19
Число жхлзоченхих peiyniTaro* 17 17 19 17 18 17
?.'олкчест*о торос о» (г.Аборггорхн) 0 0 0 2 1 2
Число прихятих pei vr.iTATOi 17 17 19 17 1S 17
Средхее i на немке А , жхт/хт 18,4 36,6 менее 3 9,1 17,1 44
Ставдартмое отклонение похторяемосткххт/хт 1,6 1,5 0,5 0,8 1,2
ОтносителмюеставдАртмое отхг.охехне тжяторл- 
емостх RSD„ % 8,7 5,7 5,9 5,3 2,8
Предел по*тор*емостхт (т “ 3,S i , \  мхт/хт 4,5 4,2 1,5 2,5 3.4
СтавдА.ртмое отклонение юспронзгодммюстм 
мхт/хт 2,4 _ 1,2 *> “> -у- 4,5
ОтносителгмоеставдАртное отхлохеххе юс прок:- 
ходхмости RSD,, У* 12,9 8,2 . 13Д 13,0 Ю,1

Предел юспроииодхмзстх R (А* 3,8 :р), мхт/хт 6,7 6,1 3,3 6,3 124
Полнота обнаружения. У» * 93 91
Зхачехме ххдехса Горянка, рас с чх та иное hi про- 
rxoixpyeMoioстахдАртното отхлонехм* по ура*- 
хеххю /Томпсона [5], [б] 0,4 0,3 0,4 0,4 0,4

* Значения полхоти обнаружения по луче ми мезлхмекмо ха»: дом лабораторией по результат am хспитаххй д*ух адех-
тхчких слепня проб хаждото 1Мда матрицы с жхесехмем зеараленока ха уротме 30мхт/хт х 30мхт/хт
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