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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 учреждением «Всероссийский государственный Центр качества и стандартизации лекарственных средств для животных и кормов» (ФГБУ «ВГНКИ»)
2 ВНЕСЕН Федеральным агентством по техническому регулированию и метрологии (Росстандарт)
3 ПРИНЯТ Евразийским советом по стандартизации, метрологии и сертификации (протокол от                                         №                               )
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














4 ВВЕДЕН ВПЕРВЫЕ

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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Исключительное право официального опубликования настоящего стандарта на территории указанных выше государств принадлежит национальным (государственным) органам по стандартизации этих государств.
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Feed additives
Methods for determining the sorption capacity for mycotoxins


Дата введения — 
1 Область применения
[bookmark: _Hlk224116722]Настоящий стандарт распространяется на кормовые добавки и устанавливает порядок и последовательность действий при проведении определения сорбционной емкости кормовых добавок к афлатоксину В1, фумонизину В1, Т-2 токсину, охратоксину А, зеараленону и дезоксиниваленолу методом иммуноферментного анализа или методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием.

2 Нормативные ссылки
В настоящем стандарте использованы нормативные ссылки на следующие межгосударственные стандарты:
ГОСТ 12.1.004 Система стандартов безопасности труда. Пожарная безопасность. Общие требования
ГОСТ 12.1.005 Система стандартов безопасности труда. Общие санитарно-гигиенические требования к воздуху рабочей зоны
ГОСТ 12.1.007 Система стандартов безопасности труда. Вредные вещества. Классификация и общие требования безопасности 
ГОСТ 12.1.018 Система стандартов безопасности труда. Пожаровзрывобезопасность статического электричества. Общие требования
ГОСТ 12.1.019 Система стандартов безопасности труда. Электробезопасность. Общие требования и номенклатура видов защиты
ГОСТ 12.2.007.0 Система стандартов безопасности труда. Изделия электротехнические. Общие требования безопасности
ГОСТ 12.4.009 Система стандартов безопасности труда. Пожарная техника для защиты объектов. Основные виды. Размещение и обслуживание
ГОСТ 12.4.021 Система стандартов безопасности труда. Системы вентиляционные. Общие требования
ГОСТ 61 (СТ СЭВ 5375-85) Реактивы. Кислота уксусная. Технические условия
ГОСТ 1770 (ИСО 1042, ИСО 4788) Посуда мерная лабораторная стеклянная. Цилиндры, мензурки, колбы, пробирки. Общие технические условия
ГОСТ 3118 (СТ СЭВ 4276-83) Реактивы. Кислота соляная. Технические условия
ГОСТ 4204 (СТ СЭВ 3856-82) Реактивы. Кислота серная. Технические условия
ГОСТ 5848 Реактивы. Кислота муравьиная. Технические условия
ГОСТ 6709 Межгосударственный стандарт. Вода дистиллированная. Технические условия
ГОСТ 12026 Бумага фильтровальная лабораторная. Технические условия
ГОСТ 13496.0 Комбикорма, комбикормовое сырье. Методы отбора проб ГОСТ ISO 6497 Корма. Отбор проб
ГОСТ 25336 Посуда и оборудование лабораторные стеклянные. Типы, основные параметры и размеры
ГОСТ 27752 Часы электронно-механические кварцевые настольные, настенные и часы-будильники. Общие технические условия
ГОСТ 34037 Упаковка стеклянная для химических реактивов и особо чистых химических веществ. Общие технические условия
ГОСТ ИСО 5725-6 Точность (правильность и прецизионность) методов и результатов измерений. Часть 6. Использование значений точности на практике
ГОСТ OIML R 76-1 Государственная система обеспечения единства измерений. Весы неавтоматического действия. Часть 1. Метрологические и технические требования. Испытания 
Примечание – При пользовании настоящим стандартом целесообразно проверить действие ссылочных стандартов и классификаторов в сети Интернет  на официальном сайте Межгосударственного совета по стандартизации, метрологии и сертификации (www.easc.by), или в указателях национальных стандартов, издаваемых в государствах, указанных в предисловии, или на официальных сайтах соответствующих 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 Сущность метода
Сорбционная емкость кормовой добавки к микотоксину определяется как отношение количества сорбированного микотоксина к общему количеству микотоксина, выраженное в процентах. Количество сорбированного микотоксина рассчитывается как разность исходной концентрации микотоксина и концентрации микотоксина после второго этапа (десорбции). 
В подкисленный муравьиной кислотой раствор микотоксина вносят 1 г сорбента, инкубируют 1 час при температуре (37 ± 1) °С и скорости вращения 150 оборотов в минуту. К полученному после сорбции раствору добавляют раствор гидроксида натрия, доводят рН до 8 и инкубируют 1 час при температуре (37 ± 1) °С и скорости вращения 150 оборотов в минуту. Измерение концентрации микотоксина до начала инкубации и после этапа десорбции выполняется методом иммуноферментного анализа или методом высокоэффективной жидкостной хроматографией с масс-спектрометрическим детектированием.

4 Требования безопасности и условия выполнения измерений
4.1 Применяемые в работе реактивы относятся к веществам 1-го и 2-го классов опасности, при работе с ними необходимо соблюдать общие требования безопасности обращения с вредными веществами, установленные ГОСТ 12.1.007. Содержание вредных веществ в воздухе рабочей зоны не должно превышать норм, установленных ГОСТ 12.1.005.  
4.2 Помещения, в которых проводят измерения и подготовку проб, должны быть оборудованы приточно-вытяжной вентиляцией в соответствии с ГОСТ 12.4.021 и защищены от действия прямого солнечного или ультрафиолетового излучения.
4.3 Приготовление и использование градуировочных растворов аналитов следует проводить в вытяжном шкафу при включенной вентиляции. 
4.4 При проведении испытаний соблюдают правила безопасной эксплуатации сосудов, работающих под давлением (в случае использования), в соответствии с обязательными требованиями нормативных правовых актов, действующих на территории государства, принявшего настоящий стандарт.
4.5 При работе с электроприборами следует соблюдать правила электробезопасности в соответствии с ГОСТ 12.1.019, ГОСТ 12.2.007.0, пожаровзрывобезопасности – ГОСТ 12.1.018 и инструкцией по эксплуатации приборов.
4.6 Помещения, в которых проводят измерение и подготовку проб, должны соответствовать требованиям пожарной безопасности по ГОСТ 12.1.004 и должны быть оснащены средствами пожаротушения по ГОСТ 12.4.009.
4.7 При работе с микотоксинами необходимо использовать средства индивидуальной защиты (халат, перчатки и защитные очки). Запрещается сливать отходы, содержащие микотоксины, в канализацию. Перед утилизацией расходных материалов, загрязненных микотоксинами, необходимо обработать их 5% раствором гипохлорита натрия.
4.8 К выполнению измерений допускают специалистов, прошедших соответствующий инструктаж, владеющих техникой хроматографии и изучивших инструкции по эксплуатации используемых приборов, обученных работе с сосудами, работающими под давлением (в случае использования).
4.9 При выполнении измерений должны быть соблюдены следующие условия:
- температура окружающего воздуха – от 15 °С до 25 °С; 
- атмосферное давление - 630 – 800 мм рт.ст.;
- относительная влажность воздуха – от 20 % до 80 %. 


5 Средства измерений, вспомогательное оборудование, 
материалы, посуда и реактивы 
5.1 При выполнении измерений применяют следующие средства измерений, вспомогательное оборудование, материалы и реактивы: 
- весы специального класса (I) точности по ГОСТ OIML R 76-1 с поверочным интервалом (е) не более 1 мг и действительной ценой деления (d) не более 0,1 мг;
- весы высокого (II) класса точности по ГОСТ OIML R 76-1 с поверочным интервалом (e) не более 0,1 г и действительной ценой деления (d) не более 0,01 г;
- масс-спектрометр, оснащенный источником ионизации с электрораспылением, квадрупольными анализаторами, с диапазоном измерений от 25 до 1050 атомных единиц массы (а.е.м.), и относительным среднеквадратическим отклонением выходного сигнала по площади пика не более 10 %, с режимом получения и анализа фрагментных ионов (режим МС/МС);
- система высокоэффективной жидкостной хроматографии, состоящая из градиентного насоса, системы фильтрования и дегазации подвижных фаз, термостата хроматографической колонки, обеспечивающей температуру нагрева до (40 ± 1) °С;
-  колонка хроматографическая, заполненная обращенно-фазовым сорбентом С 18 с диаметром частиц не более 5 мкм, длиной 150 мм и внутренним диаметром 2,1 мм; 
- компьютер с установленным программным обеспечением для управления масс-спектрометром и обработки результатов измерений;
- анализатор иммуноферментный, позволяющий проводить измерение оптической плотности при длине волны 450 нм, диапазоном измерений ОП от 0,01 до 3,00 ед. ОП с погрешностью измерений ± (0,01 · ОП + 0,010) при значениях от 0 до 2,0 ед. ОП и ± (0,015 · ОП + 0,010) при значениях от 2,0 до 3,0 ед. ОП
- компьютер с установленным программным обеспечением для управления иммуноферментным анализатором и обработки результатов измерений;
- дозаторы механические автоматические переменной вместимости (2 – 20) мм3, (10 – 100) мм3, (100 – 1000) мм3 , (500 – 5000) мм3;
- часы электронно-механические по ГОСТ 27752;
- встряхиватель (шейкер) вибрационный для пробирок орбитального типа движения с амплитудой встряхивания 3 мм и диапазоном скоростей от 150 до 2500 об/мин;  
- рН-метр, позволяющий проводить измерения в диапазоне от 3 до 12 ед. рН с погрешностью ± 0,05 ед. рН;
- шейкер-инкубатор любого типа, поддерживающий температуру (37 ± 1) °С и скорость вращения 150 оборотов в минуту;
- микроцентрифуга лабораторная рефрижераторная со скоростью вращения не менее 15000 оборотов в минуту и диапазоном задаваемых температур от 4 ºС до 20 ºС, с адаптерами для микроцентрифужных пробирок вместимостью 1,5 см3.
- шкаф сушильный любого типа, обеспечивающий создание и поддержание температуры с погрешностью ±5 °С; 
- баня ультразвуковая с рабочей частотой не менее 20 кГц и объемом не менее 1000 см3;
- измельчитель – гомогенизатор лабораторный;
- холодильник бытовой с рабочим диапазоном температур от 2 °С до 8 °С;
- колбы 2-10 (100) -2 по ГОСТ 1770;
- колбы Кн-1–250–14/23 ТС по ГОСТ 25336;
- цилиндры 1-1000-2 по ГОСТ 1770;
- бутыли стеклянные с горловиной под крышку с винтовой резьбой вместимостью 1000 см3 по ГОСТ 34037;
- стакан вместимостью 1000 см3;
- система получения деионизированной воды высокой чистоты;
- пробирки полипропиленовые вместимостью 15 и 50 см3 с навинчиваемыми пластмассовыми крышками;
- пробирки полипропиленовые микроцентрифужные вместимостью 1,5 см3;
- виалы (флаконы) стеклянные вместимостью 2 см3;
- фильтры мембранные с размером диаметра пор не более 0,22 мкм;
- фильтровальная бумага «Ф» по ГОСТ 12026;
- фильтры бумажные «Синяя лента»;
- наконечники для дозаторов переменного объема;
- индикаторная бумага универсальная диапазон рН 0 – 14;
- шприцы инъекционные однократного применения вместимостью 2 см3 (мл);
- тест-системы для количественного определения афлатоксина В1, фумонизина В1, охратоксина А, Т-2 токсина, зеараленона, дезоксиниваленола методом ИФА, в состав которых входят:
- планшет разборный с микролунками с иммобилизованными антителами (12 или 6 стрипов по 8 лунок), упакованный в фольгированный пакет с замком;
- флакон с раствором ферментного конъюгата;
- флакон со стоп-раствором;
- флакон с раствором субстрата;
- флакон с буферным раствором;
- флакон с промывочным раствором;
- градуировочные растворы, содержащие микотоксины разной концентрации для градуировки тест-системы.
Примечание — допускается наличие дополнительного разборного микролуночного полистиролового планшета без антител для смешивания реагентов (12 или 6 стрипов по 8 лунок);
Срок и условия хранения всех реактивов, входящих в комплект тест-системы, устанавливает ее изготовитель. Не допускается замораживание реагентов.
Неиспользованные стрипы (лунки) хранят упакованными в плотно закрытом оригинальном фольгированном пакете вместе с имеющимся в нем осушителем в холодильнике при температуре от 2 °С до 8 °С.
5.2 При выполнении измерений применяют следующие реактивы: 
- кислота серная концентрированная, по ГОСТ 4204, х.ч;
- кислота соляная по ГОСТ 3118;
- бихромат калия технический;
- ацетонитрил для ВЭЖХ/МС, содержание основного вещества не менее 99,8 %;
- метанол для ВЭЖХ/МС, содержание основного вещества не менее 99,5 %;
- ацетат аммония, содержание основного вещества не менее 99 %;
- уксусная кислота по ГОСТ 61, содержание основного вещества не менее 98 %;
- муравьиная кислота для ВЭЖХ/МС по ГОСТ 5848, содержание основного вещества не менее 99 %;
- гидроксид натрия, х.ч.;
- вода дистиллированная по ГОСТ 6709;
- вода деионизированная с удельным сопротивлением 18 мОм·см при температуре 20 °С.
5.3 При выполнении измерений применяют следующие стандартные образцы микотоксинов с чистотой не менее 85%: 
- афлатоксин В1;
- дезоксиниваленол;
- зеараленон;
- охратоксин А;
- Т-2 токсин;
- фумонизин В1.
5.4 Допускается применение других средств измерений, посуды не уступающих вышеуказанным по метрологическим и техническим характеристикам, и обеспечивающим необходимую точность измерения, а также вспомогательного оборудования, реактивов и материалов по качеству не ниже вышеуказанных. Средства измерения должны быть исправны и поверены.

6 Подготовка лабораторной посуды
6.1 Подготовка стеклянной посуды
При подготовке к проведению измерений лабораторную стеклянную посуду моют один раз хромовой смесью, 10 раз промывают водопроводной водой, 3 раза ополаскивают дистиллированной водой и высушивают в сушильном шкафу при температуре 50 °С.
6.2 Подготовка оборудования
Подготовку и проверку иммуноферментного анализатора проводят в соответствии с руководством по эксплуатации прибора.
Подготовку и проверку хромато-масс-спектрометра проводят в соответствии с руководством по эксплуатации прибора.

7 Подготовка к проведению измерений

7.1 Приготовление растворов
7.1.1 Приготовление раствора муравьиной кислоты с рН 3
В стакан вместимостью 1000 см3 вносят дистиллированную воду и по каплям добавляют концентрированную муравьиную кислоту до рН 3. Уровень рН контролируют с помощью рН-метра.
Срок хранения раствора при температуре от 18°С до 28°С – 1 нед.
7.1.2 Приготовление раствора гидроксида натрия с концентрацией 5 моль/дм3
В мерную колбу вместимостью 100 см3 вносят навеску гидроксида натрия массой (20,00 ±0,01) г, добавляют 80 см3 дистиллированной воды, тщательно перемешивают до полного растворения. Доводят объем раствора дистиллированной водой до метки, закрывают пробкой и аккуратно перемешивают.
Срок хранения раствора при температуре от 18°С до 28°С – 1 мес.
7.1.3 Приготовление раствора соляной кислоты с концентрацией 2 моль/дм3
В мерную колбу вместимостью 100 см3 вносят 17 см3 концентрированной соляной кислоты, доводят объем раствора дистиллированной водой до метки, закрывают пробкой и тщательно перемешивают.
Срок хранения раствора при температуре от 18°С до 28°С в вытяжном шкафу – 1 мес.
7.1.4 Приготовление исходного раствора микотоксина с концентрацией 1 мг/см3
В мерную колбу вместимостью 10 см3 вносят рассчитанную по формуле (1) навеску в мг, с точностью до первого десятичного знака, с учетом содержания основного вещества микотоксина, доводят объем до метки метанолом, тщательно перемешивают до полного растворения.
										(1)
где С — концентрация исходного раствора, мкг/см3;
V — объем мерной колбы, см3;
Pi — массовая доля основного вещества, %.
Срок хранения раствора при температуре от минус 28°С до минус 18°С – 3 мес.
7.1.5 Приготовление рабочего раствора С0 афлатоксина В1 с концентрацией 50 нг/см3
В мерную колбу вместимостью 250 см3 вносят 7,5 мм3 стандартного раствора афлатоксина В1, приготовленного (п. 7.1.4), и доводят до метки раствором муравьиной кислоты (п. 7.1.1), тщательно перемешивают. Отбирают по 100 мм3 приготовленного раствора в микроцентрифужные пробирки вместимостью 1,5 см3.  
Данные растворы является контрольными образцами и анализируются методом ИФА или ВЭЖХ-МС одновременно с испытуемыми пробами. 
Раствор готовится непосредственно перед применением и годен в течение 3 ч.
7.1.6 Приготовление рабочего раствора С0 фумонизина В1 с концентрацией 1000 нг/см3
В мерную колбу вместимостью 250 см3 вносят 250 мм3 стандартного раствора фумонизина В1, приготовленного по 7.1.4, и доводят до метки раствором муравьиной кислоты, приготовленного по 7.1.1, тщательно перемешивают. Отбирают 100 мм3 приготовленного раствора в микроцентрифужные пробирки вместимостью 1,5 см3 и маркируют С0. 
Данный раствор является контрольным образцом и анализируются методом ИФА или ВЭЖХ-МС одновременно с испытуемой пробой. 
Раствор готовится непосредственно перед применением и годен в течение 3 ч.
7.1.7 Приготовление рабочего раствора С0 охратоксина А с концентрацией 100 нг/см3
В мерную колбу вместимостью 250 см3 вносят 25 мм3 стандартного раствора охратоксина А, приготовленного по 7.1.4, доводят до метки раствором муравьиной кислоты, приготовленного по 7.1.1, тщательно перемешивают. Отбирают 100 мм3 приготовленного раствора в микроцентрифужные пробирки вместимостью 1,5 см3 и маркируют С0. 
Данный раствор является контрольным образцом и анализируются методом ИФА или ВЭЖХ-МС одновременно с испытуемой пробой. 
Раствор готовится непосредственно перед применением и годен в течение 3 ч.
7.1.8 Приготовление рабочего раствора С0 Т-2 токсина с концентрацией 100 нг/см3
В мерную колбу вместимостью 250 см3 вносят 25 мм3 стандартного раствора Т-2 токсина, приготовленного по 7.1.4, доводят до метки раствором муравьиной кислоты, приготовленного по 7.1.1, тщательно перемешивают. Отбирают 100 мм3 приготовленного раствора в микроцентрифужные пробирки вместимостью 1,5 см3 и маркируют С0. 
Данный раствор является контрольным образцом и анализируются методом ИФА или ВЭЖХ-МС одновременно с испытуемой пробой. 
Раствор готовится непосредственно перед применением и годен в течение 3 ч.
7.1.9 Приготовление рабочего раствора С0 зеараленона с концентрацией 1000 нг/см3
В мерную колбу вместимостью 250 см3 вносят 250 мм3 стандартного раствора зеараленона, приготовленного по 7.1.4, доводят до метки раствором муравьиной кислоты, приготовленного по 7.1.1, тщательно перемешивают. Отбирают 100 мм3 приготовленного раствора в микроцентрифужные пробирки вместимостью 1,5 см3 и маркируют С0. 
Данный раствор является контрольным образцом и анализируются методом ИФА или ВЭЖХ-МС одновременно с испытуемой пробой. 
Раствор готовится непосредственно перед применением и годен в течение 3 ч.
7.1.10 Приготовление рабочего раствора дезоксиниваленола с концентрацией 1000 нг/см3
В мерную колбу вместимостью 250 см3 вносят 250 мм3 стандартного раствора дезоксиниваленола, приготовленного по 7.1.4, доводят до метки раствором муравьиной кислоты, приготовленного по 7.1.1, тщательно перемешивают. Отбирают 100 мм3 приготовленного раствора в микроцентрифужные пробирки вместимостью 1,5 см3 и маркируют С0. 
Данный раствор является контрольным образцом и анализируются методом ИФА или ВЭЖХ-МС одновременно с испытуемой пробой. 
Раствор готовится непосредственно перед применением и годен в течение 3 ч.
Примечание – При исследовании величины сорбционной емкости одной кормовой добавки на несколько микотоксинов, готовят один рабочий раствор (контрольный), содержащий концентрации анализируемых микотоксинов согласно пунктам 7.1.5 -7.1.10.
7.1.11 Приготовление хромовой смеси
Навеску бихромата калия массой (5,00±0,01) г растворяют в 50 см3 воды. Затем к полученному раствору добавляют 100 см3 концентрированной серной кислоты.
Раствор хранится в защищённой от света ёмкости при температуре от 18°С до 28°С в вытяжном шкафу до изменения цвета. Если смесь приобретает зеленый оттенок, ее готовят заново.
7.1.12 Приготовление подвижных фаз для ВЭЖХ
Подвижная фаза «А»
В бутыль вместимостью не менее 1000 см3 вносят 890 см3 деионизированной воды, добавляют 100 см3 метанола, 10 см3 уксусной кислоты и (0,20 ±0,01 ) г ацетата аммония. Полученный раствор дегазируют на ультразвуковой бане в течение 5 минут.
Подвижная фаза «Б»
В бутыль вместимостью не менее 1000 см3 вносят 970 см3 метанола, добавляют 20 см3 деионизированной воды, 10 см3 уксусной кислоты и (0,20±0,01) г ацетата аммония.
Приготовленные растворы хранят при температуре от 15°С до 25°С в течение 1 мес.
8 Отбор и подготовка проб  
8.1 Отбор проб
8.1.1 Отбор проб кормовых добавок проводят по ГОСТ 13496.0.
8.1.2 Отобранные пробы, при отсутствии возможности испытаний в день отбора, хранят при условиях, указанных изготовителем в течение периода, не превышающего срок годности продукции, установленный изготовителем. 
8.2 Подготовка к выполнению измерений
8.2.1. Подготовка проб для анализа методом ИФА 
8.2.1.1 Этап сорбции
Пробы кормовой добавки измельчают (при необходимости) на лабораторной мельнице.
Навеску образца кормовой добавки массой (1,000 ±0,002) г помещают в коническую колбу вместимостью 250 см3, содержащую 100 см3 рабочего раствора микотоксина, приготовленного по пункту 7.1.5 - 7.1.10 или 100 см3 смеси рабочих растворов микотоксинов и перемешивают в течение 1 ч на термошейкере при температуре (37 ± 1) °С и скорости вращения 150 об/мин. 
8.2.1.2 Этап десорбции
В коническую колбу с раствором, полученным после этапа сорбции, по каплям добавляют раствор гидроксида натрия с концентрацией 5 моль/дм3, доводят рН до 8. Уровень рН контролируют универсальной индикаторной бумагой. Колбу помещают в термошейкер и перемешивают в течение 1 ч при температуре (37 ± 1) °С и скорости вращения 150 об/мин. После окончания перемешивания содержимое колбы отстаивают в течение 5 мин, переносят 1 см3 в полипропиленовую пробирку вместимостью 1,5 см3 .
8.2.2 Подготовка проб для анализа методом ВЭЖХ-МС/МС
Пробы кормовой добавки измельчают (при необходимости) на лабораторной мельнице.
Навеску образца кормовой добавки массой (1,000 ±0,002) г помещают в коническую колбу вместимостью 250 см3, содержащую рабочий раствор микотоксина, приготовленный по 7.1.5 и перемешивают в течение 1 ч на термошейкере при температуре (37 ± 1) °С и скорости вращения 150 об/мин. 
После окончания перемешивания в содержимое колбы по каплям добавляют раствор гидроксида натрия с концентрацией 5 моль/дм3, доводят рН до 8. Уровень рН контролируют универсальной индикаторной бумагой. Колбу помещают в термошейкер и перемешивают в течение 1 ч при температуре (37 ± 1) °С и скорости вращения 150 об/мин.
После окончания перемешивания содержимое колбы отстаивают в течение 5 мин, переносят 100 мм3 жидкого слоя в микроцентрифужную пробирку вместимостью 1,5 см3, добавляют 900 мм3 раствора муравьиной кислоты (7.1.1), перемешивают, центрифугируют при 15000 об/мин в течение 10 мин при 10°С и фильтруют через микрофильтр с нейлоновой мембраной в виалу вместимостью 2 см3. 
Полученный раствор и контрольный раствор микотоксина по п. 7.1.5 используют для ВЭЖХ-МС/МС анализа.
9 Порядок выполнения измерений
9.1 Проведение измерения концентрации микотоксина методом ВЭЖХ-МС/МС
Для определения сорбционной емкости проводят анализ в соответствии с требованиями, указанными ниже.
9.1.1 Параметры настройки жидкостного хроматографа
Температура колонки – 40 °С;
Температура в отсеке устройства ввода проб – 10 °С;
Скорость подвижной фазы – 250 мм3/мин;
Объем вводимой пробы – 10 мм3.
Разделение проводят в режиме градиентного элюирования (приготовление растворов подвижных фаз согласно п.6.1.12) согласно таблице 1.
Таблица 1 – Условия хроматографического разделения
	Время, мин
	Подвижная фаза А, %
	Подвижная фаза Б, %

	0,0
	100
	–

	2,0
	100
	–

	12,0
	–
	100

	16,0
	–
	100

	16,1
	100
	–

	25
	100
	–


Могут быть применены другие параметры настройки хроматографической системы в зависимости от модели применяемого оборудования и хроматографической колонки.
9.1.2 Параметры настройки масс-спектрометрической системы
Параметры настройки масс-спектрометрической системы приведены в таблицах 2, 3, 4.
Таблица 2 – Параметры масс-спектрометрического детектора
	Параметр
	Значение

	Температура источника (TEM)
	500 °С

	Напряжение на капилляре (IS)
	4500 В

	Разрешение Q1/Q3
	Unit

	Значение вспомогательного газа (CUR)
	20

	Значение газа источника (GS1)
	45

	Значение распыляющего газа (GS2)
	45

	Значение газа ячейки коллизий (CAD)
	5



Таблица 3 – Настройки режима мониторинга выбранных реакций (MRM) при регистрации положительных ионов (+)

	Соединение
	Ион-предшественник, m/z
	Дочерние ионы, m/z
	Потенциал декласте-ризации, В
	Энергия соударений, эВ

	T-2 токсин 1
	484.3
	215.2
	90
	29

	T-2 токсин 2
	484.3
	185.2
	90
	31

	Фумонизин B1 1
	722.5
	334.4
	190
	57

	ФумонизинB1 2
	722.5
	704.4
	190
	43

	Охратоксин A 1
	404
	239
	120
	37

	Охратоксин A 2
	404
	102
	120
	105

	Афлатоксин B1 1
	313
	128.1
	190
	91

	Афлатоксин B1 2
	313
	241.1
	190
	51



Таблица 4 – Настройки режима мониторинга выбранных реакций (MRM) при регистрации отрицательных ионов (-)

	Соединение
	Ион-предшественник, m/z
	Дочерние ионы, m/z
	Потенциал декласте-ризации, В
	Энергия соударений, эВ

	ДОН 1
	355.1
	58.9
	-55
	-40

	ДОН 2
	355.1
	295.2
	-55
	-14

	Зеараленон 1
	317.1
	131
	-90
	-40

	Зеараленон 2
	317.1
	175
	-90
	-34



Могут быть применены другие параметры настройки масс-спектрометрического детектора в зависимости от модели применяемого оборудования.

9.2 Проведение измерения концентрации микотоксина методом ИФА
Концентрация микотоксина в растворах определяется методом иммуноферментного анализа согласно инструкции по применению, прилагаемой к тест-системе. Полученные растворы микотоксинов С0 (п. 7.1.4) и подготовленные пробы образцов (п. 7.1.5- п. 7.1.10) разводят согласно инструкции к набору. В случае если концентрации рабочих растворов микотоксинов превышают значение верхней границы диапазона определения используемой тест-системы растворы микотоксинов необходимо дополнительно развести.

10 Обработка результатов измерений
10.1 Для метода ИФА
Расчет сорбционной емкости к микотоксину в % выполняют по формуле:
					(2)
где СЕ – сорбционная емкость, выраженная в проценте сорбированного микотоксина, %;
С0 – исходная концентрация микотоксина, мкг/кг;
С1 – концентрация микотоксина в растворе после этапа десорбции, мкг/кг.
В случае, если СЕ принимает отрицательные значения, рекомендуется повторить анализ. В случае повторного отрицательного значения – принимать СЕ равным 0.
10.2 Для метода ВЭЖХ-МС/МС
Расчет сорбционной емкости выполняют по формуле:

		   				(3)
где СЕ – сорбционная емкость, выраженная в проценте сорбированного микотоксина, %;
S0 – площадь пика микотоксина, полученная при анализе контрольной пробы, усл. ед.;
S1 – площадь пика микотоксина, полученная при анализе опытной пробы, усл. ед.
В случае, если СЕ принимает отрицательные значения, рекомендуется провести анализ заново. В случае повторного отрицательного значения – принимать СЕ равным 0.
10.3 Критерий приемлемости
За результат измерений принимают среднее арифметическое значение результатов двух параллельных определений, если выполняется условие приемлемости (4):
	 
	
(4)



где Х1, Х2 – результаты параллельных определений сорбционной емкости сорбента, %;
 – показатель повторяемости, % (таблица 1 или 2).
Если условие (4) не выполняется, получают еще два результата в полном соответствии с данной методикой измерений. За результат измерений принимают среднее арифметическое значение результатов четырех определений, если выполняется условие (5):
	[image: ],
	(5)


где Хmax, Хmin – максимальное и минимальное значения из полученных четырех результатов параллельных определений сорбционной емкости, %; 
СR0,95 – значение критического диапазона для уровня вероятности Р = 0,95 и n – результатов определений.
Значение критического диапазона определяется по формуле 6:
[image: ]					 (6)
[bookmark: _Toc31812849][bookmark: _Toc31801743][bookmark: _Toc31801632][bookmark: _Toc30171115][bookmark: _Toc535232381][bookmark: _Toc533763294][bookmark: _Toc425864055][bookmark: _Toc379371383][bookmark: _Toc374114524][bookmark: _Toc346027414][bookmark: _Toc333334814][bookmark: _Toc333334565][bookmark: _Toc333334489][bookmark: _Toc333334034][bookmark: _Toc320720011][bookmark: _Toc320719912][bookmark: _Toc158381013]Для n = 4 значение критического диапазона вычисляется по формуле 7:
	[image: ]
	((7)


где σr – показатель повторяемости, % (таблица 1 или 2).
[bookmark: _Toc158381014]Если условие (7) не выполняется, выясняют причины превышения критического диапазона, устраняют их и повторяют выполнение измерений в соответствии с требованиями методики измерений.
11 Оформление результатов измерений
Результат анализа в документах, предусматривающих его использование, представляют в виде:
                                                      [image: ], при k=2,                                    (8)
где [image: ] – среднее арифметическое значение результатов n определений сорбционной емкости, признанных приемлемыми по пункту 12, %; 
Uk,c – значение относительной расширенной неопределенности, % (таблица 5 или 6).
11 Метрологические характеристики
Установленный в настоящем стандарте метод обеспечивает показатели точности и получение результатов определения сорбционной емкости с погрешностью, не превышающей значений, приведенных в таблицах 5 и 6.
Таблица 5 – Показатели точности методики при определении сорбционной емкости к афлатоксину В1, охратоксину А, фумонизину, зеараленону, дезоксиниваленолу и Т-2 токсину методом иммуноферментного анализа. 
	Объект
	Диапазон измерений сорбцион-ной емкости, %
	Расширенная относительная неопределен-
ность при коэффициенте охвата k = 2 Up, %
	Суммарная неопределен-ность, Uс, %
	Показатель повторяемости (относительное среднеквадрати-ческое отклонение повторяемости), σr, %
	Показатель промежуточной прецезионности (относительное стандартное отклонение результатов в условиях промежуточной прецезионности), σI(TO), %

	Афлатоксин В1
	от 0 до 100 включ.
	8
	4
	2
	4

	Охратоксин А
	от 0 до 100 включ.
	31
	16
	6
	15

	Фумонизин
	от 0 до 100 включ.
	35
	18
	13
	15

	Зеараленон
	от 0 до 100 включ.
	13
	7
	4
	6

	Дезоксиниваленол
	от 0 до 100 включ.
	33
	16
	12
	14

	Т-2 токсин
	от 0 до 100 включ.
	28
	14
	10
	12



Таблица 6 ‒ Метрологические характеристики методики при определении сорбционной емкости к афлатоксину В1, охратоксину А, фумонизину, зеараленону, дезоксиниваленолу и Т-2 токсину методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием
	Объект
	Диапазон измерений сорбционной емкости, %
	Расширенная относительная неопределен-ность при коэффициенте охвата k = 2 Up, %
	Суммарная неопределен-ность, Uс, %
	Показатель повторяемости (относительное среднеквадрати-ческое отклонение повторяемости), σr, %
	Показатель промежуточной прецезионности (относительное стандартное отклонение результатов в условиях промежуточной прецезионности), σI(TO), %

	Афлатоксин В1
	от 0 до 100 включ.
	8
	4
	2
	4

	Охратоксин А
	от 0 до 100 включ.
	27
	14
	9
	12

	Фумонизин
	от 0 до 100 включ.
	35
	18
	13
	15

	Зеараленон
	от 0 до 100 включ.
	13
	7
	4
	6

	Дезоксиниваленол
	от 0 до 100 включ.
	32
	16
	8
	15

	Т-2 токсин
	от 0 до 100 включ.
	14
	7
	5
	6


[bookmark: _Toc158381015][bookmark: _Toc31801745][bookmark: _Toc333334567][bookmark: _Toc333334491][bookmark: _Toc320720013]12 Контроль качества результатов измерений при реализации методики в лаборатории
Контроль качества результатов измерений при реализации методики в лаборатории осуществляют по ГОСТ Р ИСО 5725-6-2002, используя контроль стабильности среднеквадратического (стандартного) отклонения повторяемости и показателя правильности по 6.2.4 ГОСТ Р ИСО 5725-6-2002. Проверку стабильности осуществляют с применением контрольных карт Шухарта.
Периодичность контроля стабильности результатов выполняемых измерений регламентируют в Руководстве по качеству лаборатории.
Рекомендуется устанавливать контролируемый период так, чтобы количество результатов контрольных измерений было от 20 до 30.
При неудовлетворительных результатах контроля, например, при превышении предела действия или регулярном превышении предела предупреждения, выясняют причины этих отклонений, в том числе проводят смену реактивов, проверяют работу оператора.
[bookmark: _Toc158381016][bookmark: _Toc31812852][bookmark: _Toc31801746][bookmark: _Toc31801635][bookmark: _Toc30171118][bookmark: _Toc535232384][bookmark: _Toc425864058][bookmark: _Toc379371386][bookmark: _Toc333334569][bookmark: _Toc333334493][bookmark: _Toc320720015]12.1 Контроль стабильности среднеквадратического (стандартного) отклонения повторяемости с применением карт Шухарта
Контроль стабильности результатов измерений при реализации методики в лаборатории осуществляют по ГОСТ Р ИСО 5725-6-2002 «Точность (правильность и прецизионность) методов и результатов измерений», используя контроль стабильности среднеквадратического (стандартного) отклонения повторяемости рутинного анализа.
Применяя метод контрольных карт Шухарта, проверяют стабильность этих результатов измерений и оценивают стандартное отклонение повторяемости. После отбора испытуемую пробу от каждой партии подготавливают в лаборатории для анализа. Одну и ту же пробу анализирует один и тот же оператор, использующий одно и то же оборудование, в одно и то же время, получая результаты Х1 и Х2. Значение стандартного отклонения повторяемости (σr) устанавливают в лаборатории по результатам измерений за предыдущий период. Параметры контрольной карты пределов для каждого диапазона рассчитывают следующим образом:
средняя линия [image: ]
верхний предел действия [image: ]

верхний предел предупреждения 
где σr – среднеквадратическое отклонение повторяемости, %. 
Рассчитывают расхождения w по формуле 9 и наносят на карту в течение контролируемого периода:
	[image: ],
	(9)


где Х1 и Х2 – значения единичных результатов измерений.
Рекомендуется устанавливать контролируемый период так, чтобы количество результатов контрольных измерений было от 20 до 30. После этого проводят оценку стандартного отклонения повторяемости (Sr) результатов по формуле 10:
	[image: ]
	(10)


где mk – число измерений.
Полученное значение Sr используют для последующего контроля стабильности результатов измерений.
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