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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 "

Определение сукр алозы методом высокоэффективной жидкостной
хроматографии

Foodstuffs. Determination of sucralose by high performance liquid chromatographic method

Дата введения -  2017-01-01

1 Область применения
Настоящий стандарт устанавливает метод определения сукралозы в пи­

щевых продуктах с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии 

(ВЭЖХ) с использованием колонки с оорагценно-фазовым сорбентом, водного 

раствора метанола в качестве подвижной фазы и рефрактометрического детек­

тирования Метод прошел валидацию путем двух меж лабораторных испыта­

ний, при этом анализ сукралозы проводили в пробах кетчупа, майонеза, биск­

вита, йогурта, растворимых сухих напитков и конфет с добавлением сукралозы 

от 83 мг/кг (млнт1) до 737 мг/кг (млн:1).

Подробная информация о результатах валидации метода содержится в 

приложении А.

2 Нормативные ссылки
Для применения настоящего стандарта необходим следующий ссылоч­

ный документ. В случае датированной ссылки применяют только указанное из­

дание.

EN ISO 3696:1995 Water for analytical laboratory use -  Specification and test 

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

вания и методы испытаний).

Издание официальное
1
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3 Сущность метода

Пробы в зависимости от консистенции либо растворяют в воде, либо раз­

бавляют водой и при необходимости фильтруют или осветляют модифициро­

ванными растворами Карреза. Затем их подвергают очистке методом твердо­

фазной экстракции, элюирование проводят смесью метанола с водой

Содержание сукралозы определяют с помощью ВЭЖХ с использованием 

колонки с обращенно-фазовым сорбентом, водного раствора метанола в каче­

стве подвижной фазы и последующего рефрактометрического детектирования

В качестве альтернативы может быть использован испарительный детек­

тор по светорассеянию. Для количественного определения применяют метод 

внешнего стандарта За содержание сукралозы в пищевом продукте принимают 

содержание 1,6-дихлор-1,6-дидезокси-Р-0-фруктофуранозил-4-хлор4-дезокси- 

a-D-галактопиранозида, определенное в соответствии с методом, приведенным 

в настоящем стандгрте.

4 Реактивы

Для проведения испытания при отсутствии особо оговоренных условий 

используют только реактивы гарантированной аналитической чистоты и воду 

не ниже первой степени чистоты noE N IS O  3696. Используемые растворители 

по степени чистоты должны быть пригодны для применения в анализе с помо­

щью ВЭЖХ, если не оговорены другие условия Допускается использование 

доступных для приобретения готовых растворов при условии, что их характе­

ристики не отличаются от приведенных ниже.

4.1 Сукралоза, С^зНюСЬОв, М  = 397,63 г/моль.

4 .2 Калий железистосинеродистый (n),K 4[Fe(CN)6]' 3 ЕГО.

4.3 Цинк азотнокислый, Zn(NOa)2 * 6ЕВО.

4.4 Метанол для ВЭЖХ.

4.5 Основной раствор сукралозы ps* массовой концентрации

приблизительно 1000 мг/дм*

2
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Навеску сукр алозы массой пр иол гонте ль но 100 мг, взвешенную с точно­

стью до 0,1 мг, помещают в мерную колбу вместимостью 100 см3, растворяют в 

небольшом количестве воды и доводят содержимое до метки водой. Свежий 

раствор готовят ежедневно. Следует учитывать содержание влаги и чистоту 

стандартного вещества, из которого готовят раствор.

4.6 Градуировочные растворы массовой концентрации (р$к) от

20 мг/дм* до 100 мг/дм3

Концентрации градуировочных растворов, приведенные ниже, носят ре­

комендательный характер и могут быть изменены в зависимости от чувстви­

тельности прибора и диапазона определяемых концентраций. Следует стараться 

не заходить за линейную область системы детектора

Готовят не менее пяти градуировочных растворов из основного раствора 

сукралозы по 4.5 разбавлением его таким образом, чтобы получились растворы 

с концентрацией сукралозы, например, 20, 40, 60, 80 и 100 мг/дм3. Готовят све­

жие растворы ежедневно вдень анализа

4.7 Модифицированные растворы Карреза

4.7.1 Раствор А [к алий железист о синеродистый (11)1

Разбавляют 53,45 г калия желез и сто синерод истого (П) по 4.2 водой до 

500 см3.

4.7.2 Раствор В (цинк азотнокислый)

148,75 г цинка азотнокислого по 4.3 разбавляют водой до 500 см3.

4.8 Подвижная фаза для ВЭЖХ.

Смешивают одну объемную часть метанола по 4.4 с тремя объемными 

частями воды

5 Основное и вспомогательное оборудование

При проведении испытания используют обычное оборудование, в частно­

сти, перечисленное ниже.

3
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5.1 Мембранный фильтр для фильтрования пробы с диаметром пор не бо­

лее 0,45 мкм.

5.2 Фильтр складчатый.

5.3 Колонка (патрон) для твердофазной экстракции, заполненная обра­

щенной азовым сорбентом с привитыми октадецильными группами С-18, мас­

сой 500 мг

5.4 Система для ВЭЖХ в указанной ниже комплектации:

- насос для подачи подвижной фазы,

-устройство для ввода проб;

- рефрактометрический детектор с кюветой с контролируемой температу­

рой или как альтернатива испарительный детектор по светорассеянию;

- термостат колоночный,

- система обработки данных

5.5 Колонка для ВЭЖХ аналитическая, длиной 250 мм с внутренним диа­

метром 4 мм, заполненная обращенно-фазовым сорбентом (С 18) с привитыми 

октадецильными группами, например Lichrospher®1* 100 PJP-18, диаметром ча­

стиц 5 мкм, либо аналогичная им колонка

Для защиты аналитической колонки используют предколонку, заполнен­

ную тем же сорбентом

6 Процедура проведения испытания

6.1 Подготовка пробы

Гомогенизируют испытуемую пробу подходящим способом Например, 

пробы жидких продуктов перемешивают, пробы твердых продуктов, таких как 

конфеты, измельчают, а пробы продуктов, таких как жевательная резинка, под­

вергают глубокому замораживанию и затем измельчают. Пробы густых жидких

!) Lichrospher® 100 RP-13 приведена как пример подходящей колонки, имеющейся в 
продаже Эта информация дана для удобства пользователей настоящего стандарта и не явля­
ется рекламой С EN данного продукта
4
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продуктов, таких как йогурт или кетчуп, гомогенизируют перемешиванием и 

при необходимости осветляют модифицированными растворами Карреза по 

4.7.

Некоторые пробы требуют предв зритель ной подготовки с использовани­

ем патрона для тверд оф аз ной экстракции

6.2 Приготовление растворов пробы длю анализа

6.2.1 Растворимые в воде продукты (например, карамель и анало­

гичные пр одукты)

Измельченную пробу для анализа массой 5 г, взвешенную с точностью до 

1 мг, растворяют в воде в мерной колбе вместимостью 50 см3 и доводят содер­

жимое водой до метки Если раствор мутный, фильтруют через мембранный 

фильтр.

6.2.2 Продукты, не полностью растворимые в воде (например, пи­

рожные, жевательная резинка, йогурт, кетчуп, майонез)

Измельченную пробу массой 5 г, взвешенную с точностью до 1 мг, по­

мещают в мерную колбу вместимостью 50 см3. В колбу добавляют около 25 см3 

воды, после чего содержимое в колбе перемешивают в течение 30 мин при по­

мощи магнитной мешалки при температуре от 40 °С до 60 °С либо обрабатыва­

ют в ультразвуковой бане. В растворы проб, содержащих белок, вносят по 1 см3 

каждого из модифицированных растворов Карреза (4.7.1 и 4.7.2). Колбы с со­

держимым встряхивают после добавления каждого раствора Затем полученные 

растворы охлаждают до комнатной температуры, и объем раствора в колбе до­

водят водой до метки Полученный раствор фильтруют сначала через складча­

тый фильтр, а затем, если раствор остается мутным, фильтруют через мембран­

ный фильтр.

6.23 Проведение твердофазной экстракции

Колонку для твердофазной экстракции по 5.3 кондиционируют путем 

пропускания через нее метилового спирта и воды порциями по 5 см3 каждая

5
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Вводят по 5 см3 раствора пробы по 6.2.1 или 6.2.2 в кондиционированные ко­

лонки. Затем патроны промывают водой тремя порциями по 5 см3 каждая, не 

допуская при этом попадания воздуха в патрон Далее сукралозу элюируют из 

патрона 5 см3 подвижной фазы для ВЭЖХ по 4.8 в мерную колбу вместимо­

стью 10 см3 до полного освобождения патрона от растворителя, водой доводят 

объем в колбе до метки Фильтруют элюат через мембранный фильтр по 5.1 во 

флаконы для ВЭЖХ.

6.3 Анализ с помощью высокоэффективной жидкостной хроматогра­

фии

Приведенные ниже параметры обеспечивают удовлетворительное каче­

ство хроматографического анализа при использовании колонки по 5.5:

- объем инжекции до 100 мм3,

- подвижная фаза по 4.8,

- температура термостата колонки 35 °С,

- температура рефрактометрического детектора 30 °С,

- скорость потока подвижной фазы около 1,2 см3/мин

6.4 Идентификация

Вводят аликвоту анализируемого раствора в систему ВЭЖХ и проводят 

хроматографический анализ, соблюдая параметры, рекомендованные в 6.3. Пик 

сукралозы на хроматограмме раствора пробы идентифицируют по совпадению 

его времени удерживания со временем удерживания пика аналита на хромато­

грамме градуировочного раствора сукралозы. Кроме того, идентификацию пика 

аналита можно также проводить путем сравнения хроматограмм раствора про­

бы с добавлением и без добавления стандартного раствора анап ита

6.5 Количественное определение

Массовую концентрацию анализируемого вещества в растворе пробы 

рассчитывают, исходя из интегрированной площади пика сукралозы на хрома­

тограмме раствора пробы и соотношения между площадью пика и массовой

6
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концентрацией аналита в стандартном растворе, используя градуировочную 

функцию

В системе координат строят градуировочную функцию, откладывая по­

лученные площади пиков против соответствующих значений концентраций 

градуировочных растворов аналита Получают прямую линию, отвечающую 

уравнению вида: у  = а + bx ф -  величина наклона линейной функции; а -  

координата точки пересечения оси ординат градуировочной функцией).

Полученную функцию проверяют на соответствие требованиям линейно­

сти

7 Обработка результатов

Массовую концентрацию сукралозы pw, мг/дм3, или массовую долю су- 

кралозы vv’suc, мг/кг (млн1), в анализируемом растворе пробы определяют путем 

интегрирования площади пика R, полученного при анализе введенного раствора 

пробы Количество сукралозы в пробе затем вычисляют, используя градуиро­

вочную функцию, по формуле

рл1сили w sue
( R - a ) V

b -т ( 1)

где R ~ площадь пика сукралозы, полученного при анализе раствора анализи­

руемой пробы;

а -  координата точки пересечения оси ординат градуировочной линией 

по 6.5,

b -значение наклона градуировочной линии по 6.5,

V -  общий объем раствора пробы (например, 50 см3); 

т -  масса анализируемой пробы (например, 5 г).

Результат выражают целым числом

7



ГОСТ E N 16155-2015

8 Прецизионность

8.1 Общие положения

Данные по прецизионности методики определения сукралозы получены в 

2007, 2008 гг. в результате двух межлабораторных испытаний на пробах про­

дуктов: кетчупа, майонеза с высоким и низким содержанием сукралозы, биск­

вита, йогурта, двух видов растворимых сухих напитков и двух видов конфет 

(прессованные таблетки) различного вкуса и с различным содержанием подсла­

стителя Значения метрологических характеристик, полученные в результате 

межлабораторных испытаний, могут быть не применимы к другим содержани­

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

8.2 Повторяемость

Абсолютное расхождение между результатами двух независимых еди­

ничных испытаний, полученными одним методом на идентичном объекте ис­

пытаний в одной лаборатории одним оператором с использованием одного и 

того же оборудования в течение короткого промежутка времени, не должно 

превышать предел повторяемости г более чем в 5 % случаев

Предел повторяемости зависит от уровня концентрации аналита в образ­

це:

- кетчуп:

х  = 128,83 мг/кг (млн’1), /- = 8,38 мг/кг (млн:1);

- майонез 1:

х  =463,03 мг/кг (млн’1), /- = 38,58 мг/кг (млн'1);

- майонез 2:

X = 175,84 мг/кг (млн-1), /• = 27,87 мг/кг (млн’1);

- бисквит:

х  =737,30 мг/кг (млн'1), /- = 31,12 мг/кг (млн'1);

- йогурт:

х  = 87,53 мг/кг (млн'1), г = 7,88 мг/кг (млн'1);

S
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- растворимый сухой напиток 1:

х  = 249,52 мг/кг (млн*1), г = 24,61 мг/кг (млн’1);

- растворимый сухой напиток 2:

х  = 225,21 мг/кг (млн’1), /• = 16,88 мг/кг (млн’1);

- конфеты 1:

х  = 471,14 мг/кг (млн’1), г = 25,30 мг/кг (млн’1);

- конфеты 2:

х  = 139,35 мг/кг (млн'1), г = 10,73 мг/кг (млн'1).

8.3 Воспроизводимость

Абсолютное расхождение между результатами двух единичных испыта­

ний, полученными одним методом на идентичном объекте испытаний в разных 

лабораториях разными операторами с использованием разного оборудования, 

не должно превышать предел воспроизводимости R более чем в 5 % случаев

При проведении испытаний предел воспроизводимости равен следующим 

значениям:

- кетчуп:

х  = 128,83 мг/кг (млн'1), R= 18,16 мг/кг (млн'1);

- майонез 1:

х  =463,03 мг/кг (млн'1), R = 69,92 мг/кг (млн'1);

- майонез 2:

х  = 175,84 мг/кг (млн'1), R = 53,55 мг/кг (млнт1);

- бисквит:

х  =737,30 мг/кг (млн'1), R = 130,89 кг/кг (млн:1);

- йогурт:

х  = 87,53 мг/кг (млн'1), R = 22,18 мг/кг (млн'1);

- растворимый сухой напиток 1:

х  = 249,52 мг/кг (млн'1), R = 64,44 мг/кг (млнт1);

- растворимый сухой напиток 2:

9
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х  = 225,21 мг/кг (млн'1), R = 48,89 мг/кг (млн'1);

- конфеты 1:

х  =471,14 мг/кг (млн'1), .Я = 43,64 мг/кг (млн'1);

- конфеты 2:

х  = 139,35 мг/кг (млн'1), Я = 25,40 мг/кг (млнт1).

9 Протокол испытаний

Протокол испытаний должен содержать как минимум следующие сведе­

ния:

a) всю информацию, необходимую для идентификации пробы,

b) ссылку на настоящий стандгрт или на другой используемый метод,

c) дату и время отбора пробы (если они известны);

d) дату поступления пробы в лабораторию,

e) дату проведения испытания,

£) результаты испытания с указанием единиц измерения,

g) все особенности, наблюдавшиеся при проведении испытания,

h) все операции, не оговоренные в настоящем методе или рассматривае­

мые как необязательные, которые могли повлиять на результаты испытания

10
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Приложение А  
(справочное)

Данные по прецизионности методики

Приведенные в таблице А 1 данные получены в результате двух межла­

бораторных испытаний, в которых участвовали 10 и 9 участников, соответ­

ственно. Метод подготовлен рабочей группой «Подсластители» Федерального 

бюро защиты прав потребителей и безопасности пищевых продуктов Германии

[Si­

ll



Т а б л и ц а  А. 1 -  Данные по прецизионности методики

Проба Кетчуп Майонез 1 Майонез 2 Бисквит Йогурт
Растворимый 
сухой напиток 

(Персик- 
Холодкыйчай)

Р«с творимый 
сухой напиток 

(Яблоко)
Конфеты 

(Апельс ик)’
Конфеты
(Мятная)"

Год проведения ic питаний 2007/200S 2007/200S 2007/200S 2007/200S 2007/200S 2007/200S 2007/200S 2007/200S 2007/200S
Лаборатории-участников 10 7 7 10 10 10 9 9 9
Число принятых результатов 5 5 5 5 5 5 6 6 6
Лаборатории, оставшееся по­

сле исключения в ыбросов 9 7 7 9 9 9 S S S
Выбросов (лабораторий) 1 0 0 1 1 1 1 1 1
Среднее значение X , кг/кг 

(млн-1) 12S,S3 463,03 175,S4 737,30 S7,53 249,52 22531 471,14 139,35
Стандартное отклонен» по­

вторяемости s,, мг/кг 2,99 13,7S 9,95 11,11 231 S.79 6,03 9,04 ззз
Относительное стандартное 

отклонегае повторяемости RSD,, 
% 2,32 2,9S 5,66 1.51 331 3,52 2.6S 2,75

Предел пов торяемости г , 
мг/кг S3S 3S.5S 27.S7 31,12 73S 24,61 16.SS 25,30 Щ73

Стандартное отклонегае вос- 
протоводимости in, мг/кг 6,4S 24,97 19,12 46,75 7,92 2305 17,46 15,59 9Ц7

Относительное стандартное 
отклонегае воспроизводимости
R SD *,% 5,03 539 mss 6,34 9,05 9,24 7,75 331 631

Предел воспроизводимости 
R. мг/кг 1S,16 69,92 53,55 130,S9 22.1S 64,55 4S.S9 43,64 25,40

Относительное стандартное 
отклонегае по Горвицу, Н 7,70 6,35 735 5,92 S,16 6,97 7,0S 633 731

Значение индекса Гор вица,
RSDpJH

" Межлабораторное испытание
035

2.
0,S5 Ms 1,07 ,M1 1,33 1,09 032 036
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Приложение ДА  
(справочное)

Сведения о соответствии межгосударственных 
стандартов ссылочным европейским региональным стандартам

Т а б л и ц а  ДАЛ

Обозначение и наименование 

европейского регионального 

стандарта

Степень

соответствия

Обозначение и наименова­

ние ме жго суд арстве иного 

стандарта

E N ISO  3696 1995 Вода для ла­
бораторного анализа Техниче­
ские требования и методы ис­
пытаний

*

Соответствующий межгосударственный стандарт отсутствует. До его 
утверждения рекомендуется использовать перевод на русский язык данного ев­
ропейского регионального стандарта Перевод данного европейского регио­
нального стандарта находится в Федеральном информационном фонде техни­
ческих регламентов и стандартов.
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