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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                                         №                               )
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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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Метод определения индивидуальных жирных кислот методом газовой хроматографии с пламенно-ионизационным детектированием 
 
Feed, combine feed, combine feed raw materials
Method for determining individual fatty acids by gas chromatography with flame ionization detection


Дата введения — 
1 Область применения
Настоящий стандарт распространяется на корма, комбикорма и комбикормовое сырье и устанавливает метод определения содержания индивидуальных жирных кислот и суммы жирных кислот в кормах, кормовом сырье и кормовых добавках с помощью газовой хроматографии с пламенно-ионизационным детектированием в диапазоне измерений массовых долей от 0,1 до 100%.
Метод не распространяется на определение содержания моно-, ди- и триглицеридов.

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 3118 (СТ СЭВ 4276-83) Реактивы. Кислота соляная. Технические условия
ГОСТ 4166 (СТ СЭВ 1698-79) Реактивы. Натрий сернокислый. Технические условия
ГОСТ 4220 Реактивы. Калий двухромово-кислый. Технические условия
ГОСТ 6995 Реактивы. Метанол-яд. Технические условия
ГОСТ 9147 Посуда и оборудование лабораторные фарфоровые. Технические условия
ГОСТ 13496.0 Комбикорма, комбикормовое сырье. Методы отбора проб ГОСТ ISO 6497 Корма. Отбор проб
ГОСТ 27752 Часы электронно-механические кварцевые настольные, настенные и часы-будильники. Общие технические условия
ГОСТ 32905 (ISO 6492:1999) Корма, комбикорма, комбикормовое сырье. Метод определения содержания сырого жира
ГОСТ ИСО 5725-1 Точность (правильность и прецизионность) методов и результатов измерений. Часть 1. Основные положения и определения
ГОСТ ИСО 5725-2 Точность (правильность и прецизионность) методов и результатов измерений. Часть 2. Основной метод определения повторяемости и воспроизводимости стандартного метода измерений
ГОСТ ИСО 5725-6 Точность (правильность и прецизионность) методов и результатов измерений. Часть 6. Использование значений точности на практике
ГОСТ ISO 6497 Корма. Отбор проб
ГОСТ ISO 6498 Корма, комбикорма. Подготовка проб для испытаний
ГОСТ ISO 7886-1 Шприцы инъекционные однократного применения стерильные. Часть 1. Шприцы для ручного использования
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
Метод основан на извлечении жира из анализируемой пробы, преобразовании глицеридов жирных кислот в метиловые эфиры переэтерификацией раствором гидроксида калия в метаноле, свободных жирных кислот и их солей – этерификацией раствором соляной кислоты в метаноле (метод KOH/HCl). Метиловые эфиры жирных кислот (МЭЖК) разделяют методом газовой хроматографии с использованием капиллярной колонки и идентифицируют с применением пламенно-ионизационного детектора. 
Количественное содержание индивидуальных жирных кислот и суммы жирных кислот определяют методом абсолютной градуировки или методом внутренней нормализации в диапазоне измерений массовых долей от 0,1 % до 100,0%.



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 К выполнению измерений допускают специалистов, прошедших соответствующий инструктаж, владеющих техникой газовой хроматографии и изучивших инструкции по эксплуатации используемых приборов, обученных работе с сосудами, работающими под давлением (в случае использования).
4.8 При выполнении измерений должны быть соблюдены следующие условия:
- температура окружающего воздуха – от 15 °С до 25 °С; 
- относительная влажность воздуха – от 20 % до 80 %. 


5 Средства измерений, вспомогательное оборудование, 
материалы, посуда и реактивы 
5.1 Для определения массовых долей индивидуальных жирных кислот применяют следующие средства измерений, вспомогательное оборудование, материалы и посуду: 
- 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;
- хроматограф газовый, включающий детектор пламенно-ионизационный с пределом детектирования не выше 5×10-12г/с, обеспечивающий нагрев до температуры выше температуры колонки; инжектор для ручного или автоматического ввода проб; термостат, обеспечивающим нагрев и поддержание температуры колонки до 260°С; колонку храмтографическую капиллярную, предназначенную для разделения метиловых эфиров жирных кислот (МЭЖК) и программное обеспечение для сбора и обработки данных;
- дозаторы одноканальные переменной вместимости    20 – 200, 100 – 1000 мм3, 1 – 5 см3 по ГОСТ 28311;
- часы электронно-механические по ГОСТ 27752;
-центрифугу лабораторную рефрижераторную с относительным центробежным ускорением не менее  10000 g[footnoteRef:1] и диапазоном задаваемых температур от 4 °С до 20 °С, с адаптером  для пробирок вместимостью 15 см3 и 50 см3;   [1:  В случае отсутствия возможности установки режима центрифугирования в единицах относительного центробежного ускорения (g) следует произвести расчет скорости вращения для конкретной центрифуги S (об/мин) по формуле  
,
где g – относительная центробежная сила;
      R – радиус ротора, см;
      1,118 · 10-5  – коэффициент, учитывающий зависимость центробежнрого ускореня 
                             от скорости ротора и расстояния между частицей и осью вращения.
 ] 

- электропечь сопротивления, поддерживающую работу при температуре (85±3) °С;
- встряхиватель (шейкер) для пробирок вибрационного типа; 
- вортекс; 
- измельчитель – гомогенизатор лабораторный;
          -ступку фарфоровую 1 (50 мм х 35 мм) по ГОСТ 9147;
- пестик фарфоровый 1 (22 мм х 90 мм) по ГОСТ 9147;
- холодильник бытовой с рабочим диапазоном температур от 2 °С до 8 °С;
- колбу мерную 1-50-2 по ГОСТ 1770-74;
- пробирки полипропиленовые вместимостью 15 и 50 см3 с навинчиваемыми пластмассовыми крышками;
- виалы (флаконы) стеклянные вместимостью 2 см3 с навинчиваемыми или обжимными крышками и тефлоновыми прокладками, совместимые с автосемпером газового хроматографа;
- реакционные виалы (флаконы) стеклянные вместимостью 10, 20 см3 с навинчиваемыми крышками с вкладышем;
- шприцевые фильтры с гидрофобной мембраной из ПТФЭ диаметром корпуса 13 мм и размером пор не более 0,45 мкм; 
- шприцы инъекционные однократного применения вместимостью 5 см3 (мл) по ГОСТ ISO 7886-1;
- микрошприцы для хроматографии МШ-10 с диапазоном дозируемого объёма 1–10 мм3;
- воздушный компрессор;
- генератор чистого водорода;
- газ-носитель – азот, гелий, водород для газовой хроматографии марки 6.0. 
5.2 При выполнении измерений применяют следующие реактивы:
- гексан х.ч. для хроматографии с массовой долей основного вещества не менее 99,5%;
- кислота соляная, по ГОСТ 3118, х.ч.;
- калия гидроксид, по ГОСТ 24363, х.ч.;
- метанол-безводный с массовой долей основного вещества не менее 99,9% по ГОСТ 6995;
- сульфат натрия безводный, по ГОСТ 4166, х.ч.
5.3 При определении содержания индивидуальных жирных кислот 
в качестве образцов сравнения применяют: 
- идентификационную смесь метиловых эфиров жирных кислот, состоящую из 37 аналитов С4-С24, (Метилбутират, Метилгексаноат , Метилоктаноат, Метилдеканоат, Метилундеканоат, Метиллаурат, Метилтридеканоат, Метилмиристат, Метилмиристолеат, Метилпентадеканоат, Метил цис-10-пентадеценоат, Метилпальмитат, Метилпальмитолеат, Метилгептадеканоат, Метиловый эфир цис-10-гептадекановой кислоты, Метилстеарат, Метиловый эфир транс-9-элаидиновой кислоты, Метиловый эфир цис-9-олеиновой кислоты, Метиллинолелаидат, Метиллинолеат, Метиларахидат,  Метил-γ-линоленат, Метил цис-11-эйкосеноат, Метиллиноленат, Метилхенеикозаноат,  Метиловый эфир цис-11,14-эйкозадиеновой кислоты, Метил бегенат, Цис-8,11,14-метиловый эфир эйкозатриеновой кислоты, Метилэрукат,  Цис-11,14,17-метиловый эфир эйкозатриеновой кислоты, Цис-5,8,11,14-метиловый эфир эйкозатетраеновой кислоты, Метилтрикозаноат, Цис-13,16-метиловый эфир докозадиеновой кислоты, Метиллигноцерат, Цис-5,8,11,14,17-метиловый эфир эйкозапентаеновой кислоты, Метилнервонат,  Цис-4,7,10,13,16,19-метиловый эфир докозагексаеновой кислоты) массовой концентрации не менее 10 мг/см3  (в сумме) для хроматографии; например, Supelco 37 Component FAME Mix (CRM 47885),  
- индивидуальные метиловые эфиры жирных кислот с массовой долей основного вещества не менее 98 %.
- индивидуальные жирные кислоты с массовой долей основного вещества не менее 98 %.
5.3 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 к проведению измерений
6.1 Приготовление растворов
6.1.1 Приготовление раствора гидроксида калия в метаноле с молярной концентрацией 2 моль/дм3
В мерную колбу вместимостью 50 см3 вносят 6,55 г гидроксида калия, растворяют в 40 см3 метанола, перемешивают и охлаждают до комнатной температуры, доводят метанолом до метки. Перенести готовый раствор в полипропиленовую пробирку с завинчивающейся крышкой.
Срок хранения при температуре от 2 °С до 8 °С – не более 3 мес. 
При хранении раствора образуется небольшое количество белого осадка карбоната калия, который не оказывает влияния на приготовление метиловых эфиров.
6.1.2 Приготовление раствора соляной кислоты в метаноле 
В полипропиленовую пробирку вместимостью 50 см3 вносят 10 см3 соляной кислоты и 40 см3 метанола. Перемешивают и охлаждают до комнатной температуры.
Срок хранения раствора в плотно закрытой емкости в темноте не более 3 мес.
6.2 Приготовление градуировочных растворов для расчёта методом абсолютной градуировки
Для приготовления градуировочных растворов в качестве образцов сравнения применяют индивидуальные метиловые эфиры жирных кислот (МЭЖК) или индивидуальные жирные кислоты. Индивидуальные жирные кислоты преобразуют в МЭЖК методом KOH/HCI.
6.2.1 Приготовление исходного градуировочного раствора C0 с массовыми концентрациями индивидуальных жирных кислот 6,25 мг/см3    
Для приготовления исходного градуировочного раствора С0 рассчитывают необходимые массы (m) метиловых эфиров жирных кислот или индивидуальных жирных кислот, мг, с учетом содержания основного вещества в образцах сравнения аналитов по формуле
                                          (1)
где:   
m – масса образцов сравнения аналитов, соответствующая 25 мг основного вещества, 
P – массовая доля основного вещества в образцах сравнения, %;
Kмэ – коэффициент пересчёта МЭЖК в соответствующие жирные кислоты, если в качестве образцов сравнения применяют готовые метиловые эфиры жирных кислот (значения Kмэ приведены в приложении Б);
Kмэ = 1, если в качестве образцов сравнения применяют индивидуальные жирные кислоты;
100 – коэффициент для пересчёта окончательного результата в мг.
Если в качестве образцов сравнения применяют МЭЖК, в  пробирку для взвешивания вместимостью 15 см3 вносят рассчитанные по формуле (1) массы образцов сравнения метиловых эфиров жирных кислот (взвешивание проводят с точностью до четвертого десятичного знака), добавляют 4 см3гексана, перемешивают на шейкере 5 мин до полного растворения аналитов. 
Если в качестве образцов сравнения применяют индивидуальные жирные кислоты, в стеклянную реакционную виалу (флакон) вместимостью 10 или 20 см3 вносят рассчитанные по формуле (1) массы образцов сравнения индивидуальных жирных кислот (взвешивание проводят с точностью до четвертого десятичного знака), добавляют 4 см3 гексана, перемешивают на шейкере 5 мин до полного растворения аналитов. Гексановый раствор жирных кислот используют для получения МЭЖК методом KOH/HCI.

6.2.2 Приготовление градуировочных растворов индивидуальных жирных кислот С1–С6  
Градуировочные растворы С1–С6 готовят в виалах вместимостью 2 см3 в соответствии с таблицей 1.
Таблица 1 – Приготовление градуировочных растворов С1–С6 
	Обозначение градуировочного раствора
аналитов
	Массовая концентрация градуировочного раствора
аналитов, мг/см3
	Объем раствора С0, см3
	Объем раствора С2, см3

	Объем раствора С3, см3

	Объем раствора С4, см3

	Объем гексана, см3


	С1
	2,5
	0,4
	–
	–
	–
	0,6

	С2
	1,25
	0,2
	–
	–
	–
	0,8

	С3
	0,625
	0,1
	–
	–
	–
	0,9

	С4
	0,125
	–
	0,1
	–
	–
	0,9

	С5
	0,0625
	–
	–
	0,1
	–
	0,9

	С6
	0,0125
	–
	–
	–
	0,1
	0,9



6.2.3 Градуировочные растворы С0–С6 готовят непосредственно перед применением. 

6.3 Установление градуировочной характеристики  
6.3.1 Градуировку хроматографа проводят с использованием не менее трех градуировочных растворов С0 – С6 (по 6.2)
6.3.2 Объем градуировочного раствора С0 – С6 (по 6.2) для проведения градуировки – 1 мм3.
6.3.3 Вычисление результата измерения градуировочных растворов проводят с помощью программного обеспечения.
6.3.4 Градуировка считается приемлемой, если значение квадрата коэффициента корреляции для градуировочной кривой каждого аналита не менее 0,98.
6.3.5 Идентификацию жирных кислот проводят по полученным для градуировочных растворов значениям времени удерживания.
6.3.6 Градуировочную характеристику строят заново для каждой серии измерений.
6.3.7 Для расчёта методом внутренней нормализации устанавливают порядок выхода и время удерживания 37 аналитов идентификационной смеси метиловых эфиров жирных кислот.  Порядок выхода и время удерживания аналитов, не входящих в состав идентификационной смеси, устанавливают с использованием индивидуальных образцов сравнения.

7 Отбор и подготовка проб  
7.1 Отбор проб
7.1.1 Отбор проб комбикормов, комбикормового сырья – по ГОСТ 13496.0, ГОСТ ISO 6497.
7.1.2 Отобранные пробы до проведения испытаний допускается хранить при условиях, указанных их изготовителем в течение периода, не превышающего срок годности продукции, установленный изготовителем. 
7.2 Подготовка проб 
7.2.1 Пробы корма, кормовых добавок, кормового сырья в форме таблеток или гранул предварительно измельчают, гомогенизируют и тщательно перемешивают.
Подготовку проб комбикормов и комбикормового сырья проводят по ГОСТ ISO 6498-2014 (раздел 7).
7.2.2 Экстракция жира из образцов кормов, кормовых добавок, кормового сырья.
Из пробы, подготовленной в соответствии с 7.2.1, извлекают жир по ГОСТ 32905 и определяют его содержание. Пробы жира используют для получения МЭЖК.
7.2.2.1 Получение МЭЖК методом KOH/HCl
От 50 до 75 мг пробы извлеченного жира (7.2.2), взвешенного с точностью до 0,2 мг, помещают в стеклянную реакционную виалу (флакон) вместимостью 10 или 20 см3,  добавляют 4 см3(V) гексана, перемешивают на шейкере 5 мин. Добавляют 0,2 см³ раствора гидроксида калия в метаноле, интенсивно встряхивают на шейкере 5 мин. Вносят 2 см³ раствора соляной кислоты в метаноле. Реакционную виалу закрывают, перемешивают, помещают в электропечь, заранее нагретую до  85 С и выдерживают 20 мин. Виалу с содержимым охлаждают до комнатной температуры  в холодной воде. Содержимое переносят в центрифужную пробирку и центрифугируют 5 мин при 10000g и комнатной температуре. 
1 см³ верхнего прозрачного гексанового слоя, содержащего МЭЖК, переносят 
в виалу для хроматографического анализа, при недостаточной прозрачности  фильтруя через шприцевой фильтр с гидрофобной мембраной из ПТФЭ диаметром корпуса 13 мм и размером пор не более 0,45 мкм. 
Готовые растворы МЭЖК в гексане хранят при температуре (6 ± 2)С не более 2 суток.
7.2.3 Ускоренный способ получения МЭЖК методом KOH/HCI.  Определение содержания жира в образце не проводят.
От 50 до 75 мг исследуемой пробы кормовой добавки, кормового сырья., взвешенной с точностью до 0,2 мг, помещают в реакционную виалу и проводят испытания согласно (7.2.2.1). 
7.2.4 Одновременно с исследуемой пробой, используя те же реактивы, материалы и посуду, готовят холостую (реактивную) пробу, не содержащую аналита. В стеклянную реакционную виалу (флакон) вместимостью 10 или 20 см3,  добавляют 4 см3гексана и далее по 7.2.2.1.  Если на хроматограмме (8.2.2) присутствуют пики, по времени удерживания близкие к пику определяемого аналита, это указывает на загрязнение холостой пробы. В таком случае необходимо найти и устранить причины загрязнения (проверяют материалы, посуду или реактивы), после чего контроль повторяют.
Анализ холостой (реактивной) пробы проводят при смене реактивов, материалов или посуды.

  
8 Порядок выполнения измерений
8.1 Условия хроматографического разделения 
8.1.1 Подготовку хроматографа к работе проводят в соответствии с руководством (инструкцией) по эксплуатации.  
8.1.2 Условия хроматографирования зависят от типа и характеристик рабочей колонки и должны обеспечивать разделение 37 аналитов идентификационной смеси метиловых эфиров жирных кислот. Условия хроматографирования для некоторых рабочих колонок, рекомендованные производителями колонок или сертификатами на идентификационную смесь 37 аналитов МЭЖК, приведены в приложении А. Рекомендуемый критерий разрешения колонки 1,0 – 1,5.


8.2 Газохроматографическое измерение
8.2.1 Для определения содержания метиловых эфиров жирных кислот проводят газохроматографический анализ в соответствии с руководством (инструкцией) по эксплуатации применяемого оборудования в условиях хроматографических измерений с параметрами, указанными в 8.1.
8.2.2 В инжектор хроматографа вводят по 1 мм3 раствора испытуемой пробы, подготовленной по 7.2 и выполняют измерения в условиях, указанных в 8.1. Для каждой анализируемой пробы проводят параллельные определения с двумя разными навесками и получают два результата измерений.
Регистрируют на хроматограммах пики, соответствующие времени удерживания аналита, найденного при измерении градуировочных растворов.
8.2.3 Массовая концентрация аналитов в растворе пробы должна находиться в диапазоне концентраций градуировки. Если измеренное значение массовой концентрации аналита в растворе пробы превышают значения верхней границы диапазона линейности градуировочной характеристики, аликвоту раствора пробы разбавляют гексаном так, чтобы массовая концентрация аналита в разбавленном растворе пробы находилась в диапазоне концентраций градуировки, и измерения проводят заново.
8.2.4 Время удерживания каждого аналита, полученное при анализе градуировочных хроматограмм, используют для идентификации пиков на хроматограмме испытуемой пробы. Определяют площади пиков, идентифицированных аналитов и, используя градуировочные характеристики (см. 6.3), вычисляют массовую долю этих аналитов в растворе испытуемой пробы.
8.2.5 Используя метод внутренней нормализации, предполагают, что общая площадь пиков всех аналитов испытуемой пробы составляет 100%. При делении площади пика анализируемого аналита на сумму площадей пиков всех аналитов получают массовую долю аналита в процентах. 

9 Обработка результатов   измерений
9.1 Расчёт методом абсолютной градуировки
Содержание индивидуальных жирных кислот Х, % вычисляют по формуле 2 (испытания по 7.2.2, 7.2.2.1 и пересчёт на готовый продукт) или формуле 3 (испытания по 7.2.2, 7.2.2.1 без пересчёта на готовый продукт или по 7.2.3 в готовом продукте) 

	
	(2)

	
	(3)

	
	(4)



где C – концентрация МЭЖК в растворе испытуемой пробы, мг/см3 (8.2.3);
V – объем гексана, добавляемого к испытуемой пробе, см3(7.2.2.1);
К – коэффициент разбавления раствора испытуемой пробы (8.2.3) для аналитов, массовая концентрация которых в растворе пробы превышают значения верхних границ диапазона линейности градуировки;
G – содержание жира в образце, %, (7.2.2);
        М – масса анализируемой пробы, г;
Vо – общий объем разбавленного гексаном раствора испытуемой пробы, см3 (8.2.3);  
Vа – объем аликвоты испытуемой пробы, взятой для разбавления, см3 (8.2.3);  
       1000 (10) – коэффициенты для пересчёта окончательного результата измерений в проценты.
9.2 Расчёт методом внутренней нормализации
9.2.1 Содержание индивидуальных жирных кислот Хi % вычисляют по формуле 5 (применяют аналогично формуле 2) или по формуле 6 (применяют аналогично формуле 3)

	
	(5)

	
	(6)



                                                      
где Si   – площадь пика i-го МЭЖК, выраженная в единицах площади; 
∑ Si – сумма площадей всех пиков МЭЖК на хроматограмме, выраженная в единицах площади; 
G – содержание жира в образце, %;
Kмэ   – коэффициент пересчёта МЭЖК в ЖК (значения Kмэ приведены в приложении Б);

       100 – коэффициент для пересчёта окончательного результата измерений в проценты.
9.2.2 Расчёт с поправочным коэффициентом
Поправочный коэффициент используют для учёта того факта, что равные количества разных МЭЖК пробы приводят к формированию в детекторе выходных сигналов разной величины. 
Если испытуемые образцы содержат жирные кислоты с числом атомов углерода менее 10 (С3-С10), относительное содержание каждой жирной кислоты Хi % вычисляют по формуле 7 (применяют аналогично формуле 2) или по формуле 8 (применяют аналогично формуле 3)


	
	(7)


	
	(8)



где (Si  fi )  – скорректированная площадь пика i-го МЭЖК, выраженная в единицах площади; 
∑ (Si  fi) – сумма скорректированных площадей всех пиков МЭЖК на хроматограмме, выраженная в единицах площади; 
fi  – поправочный коэффициент для i-го МЭЖК;
G – содержание жира в образце, %;
Kмэ   – коэффициент пересчёта МЭЖК в ЖК (значения Kмэ приведены в приложении Б);
       100 – коэффициент для пересчёта окончательного результата измерений в проценты.
Расчёт коэффициента чувствительности ПИД, поправочного коэффициента ПИД и таблица поправочных коэффициентов для разных МЭЖК приведены в приложении  В.
Если испытуемые образцы не содержат жирные кислоты с числом атомов углерода менее 10 (С3-С10), то поправочные коэффициенты fi   не учитывают  и расчёт содержания индивидуальных жирных кислот проводят согласно 9.2.1. 

9.3 За результат измерений принимают среднее арифметическое значение результатов двух параллельных определений, если выполняется условие приемлемости (8):
	
                                                      
	(9)


где Х1, Х2 – результаты параллельных определений массовой доли определяемого аналита, %,
r – значение предела повторяемости, % (таблица 2).
Если условие (9) 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:
	
                                      ,
	(10)


где Хmax, Хmin – максимальное и минимальное значения из полученных четырех результатов параллельных определений массовой доли индивидуальных жирных кислот %;
СR0,95 – значение критического диапазона для уровня вероятности Р = 0,95 и n – результатов определений.

,
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,
	(11)


где σr – показатель повторяемости, % (таблица 3).
Если условие (10) не выполняется, выясняют причины превышения критического диапазона, устраняют их и повторяют выполнение измерений в соответствии с требованиями методики измерений.

Т а б л и ц а 2 – Относительные значения пределов повторяемости, внутрилабораторной прецезионности и воспроизводимости при определении массовой доли индивидуальных жирных кислот при доверительной вероятности p=0,95  
	Наименование аналита
	Диапазон измерений массовой доли, %
	Предел повторяемости (допускаемое для принятой вероятности Р=0,95 расхождение между двумя результатами анализа, полученными в условиях повторяемости), r %
	
Предел внутрилабораторной прецизионности (допускаемое для принятой вероятности Р=0,95 расхождение между двумя результатами анализа, полученными в условиях внутрилабораторной прецизионности), , %
	Предел воспроизводимости (допускаемое для принятой вероятности Р=0,95 расхождение между двумя результатами анализа, полученными в двух разных лабораториях), R %

	Пропионовая кислота (С 3:0)
	От 0,1 до 10,0 включ
	22
	36
	43

	
	Св. 10,0 до 100 включ.
	17
	19
	23

	Масляная кислота (С 4:0)
	От 0,1 до 5,0 включ
	30
	36
	43

	
	Св. 5,0 до 100 включ.
	25
	30
	36

	Валериановая кислота (С 5:0)
	От 0,1 до 100 включ
	25
	28
	33

	Капроновая кислота (С 6:0)
	От 0,1 до 100 включ
	25
	30
	36

	Гептановая кислота (С 7:0)
	От 0,1 до 100 включ
	22
	28
	33

	Каприловая кислота (С 8:0)
	От 0,1 до 5,0 включ
	33
	36
	43

	
	Св. 5,0 до 100 включ.
	22
	28
	33

	Нонановая кислота (С 9:0)
	От 0,1 до 100 включ
	25
	28
	33

	Каприновая кислота (С 10:0)
	От 0,1 до 100 включ
	25
	33
	40

	Лауриновая кислота (С 12:0)
	От 0,1 до 100 включ
	28
	33
	40

	Миристиновая кислота (С 14:0)
	От 0,1 до 5,0 включ
	28
	33
	40

	
	Св. 5,0 до 100 включ.
	25
	28
	33

	Пальмитиновая кислота (С 16:0)
	От 0,1 до 100 включ
	22
	28
	33

	Стеариновая кислота (С 18:0)
	От 0,1 до 100 включ
	22
	28
	33

	Олеиновая кислота (С 18:1)
	От 0,1 до 5,0 включ
	33
	36
	43

	
	Св. 5,0 до 100 включ.
	22
	28
	33

	Линолевая кислота (С 18:2)
	От 0,1 до 100 включ
	19
	22
	26

	Линоленовая кислота (С 18:3)
	От 0,1 до 100 включ
	22
	28
	33

	Арахиновая кислота (С 20:0)
	От 0,1 до 5,0 включ
	22
	36
	43

	
	Св. 5,0 до 100 включ.
	19
	22
	26

	Гондоиновая (эйкозеновая) (С20:1)
	От 0,1 до 100 включ
	22
	28
	33

	Арахидоновая кислота (С 20:4)
	От 0,1 до 5,0 включ
	30
	36
	43

	
	Св. 5,0 до 100 включ.
	14
	19
	23

	Бегеновая кислота (С 22:0)
	От 0,1 до 100 включ
	22
	30
	36

	Эруковая (докозеновой) (С22:1)
	От 0,1 до 100 включ
	22
	28
	33

	Эйкозапентаеновая кислота (С 20:5)
	От 0,1 до 100 включ
	25
	28
	33

	Эйкозагексаеновая кислота (С 22:5)
	От 0,1 до 100 включ
	22
	28
	33

	Докозагексаеновая кислота (С 22:6)
	От 0,1 до 5,0 включ
	22
	33
	40

	
	Св. 5,0 до 100 включ.
	17
	19
	23

	Лигноцериновая(тетракозановая) (С24:0)
	От 0,1 до 100 включ
	22
	28
	33

	Селахолевая (тетракозеновая) (С24:1)
	От 0,1 до 100 включ
	25
	28
	33




[bookmark: _Toc338155263]10 Метрологические характеристики
Установленный в настоящем стандарте метод обеспечивает выполнение измерений массовых долей индивидуальных жирных кислот с относительной расширенной неопределенностью результатов аналитических измерений, указанной в таблице 3 при коэффициенте охвата k = 2 и доверительной вероятности Р = 0,95.
Т а б л и ц а 3 -  Значения относительной расширенной неопределенности результатов измерений, относительное среднеквадратическое отклонение повторяемости  

	Наименование аналита
	Диапазон измерений массовой доли, % 
	Показатель точности (границы относительной погрешности при вероятности p=0,95), ±δл1, %
	Показатель повторяемости (относительное стандартное отклонение повторяемости), σr, %
	Показатель внутрилабораторной прецезионности (относительное стандартное отклонение внутрилабораторной прецезионности), σRл, %

	Пропионовая кислота (С 3:0)
	От 0,1 до 10,0 включ
	26
	8
	13

	
	Св. 10,0 до 100 включ.
	15
	6
	7

	Масляная кислота (С 4:0)
	От 0,1 до 5,0 включ
	27
	11
	13

	
	Св. 5,0 до 100 включ.
	22
	9
	11

	Валериановая кислота (С 5:0)
	От 0,1 до 100 включ
	20
	9
	10

	Капроновая кислота (С 6:0)
	От 0,1 до 100 включ
	22
	9
	11

	Гептановая кислота (С 7:0)
	От 0,1 до 100 включ
	22
	8
	10

	Каприловая кислота (С 8:0)
	От 0,1 до 5,0 включ
	26
	12
	13

	
	Св. 5,0 до 100 включ.
	20
	8
	10

	Нонановая кислота (С 9:0)
	От 0,1 до 100 включ
	21
	9
	10

	Каприновая кислота (С 10:0)
	От 0,1 до 100 включ
	25
	9
	12

	Лауриновая кислота (С 12:0)
	От 0,1 до 100 включ
	25
	10
	12

	Миристиновая кислота (С 14:0)
	От 0,1 до 5,0 включ
	25
	10
	12

	
	Св. 5,0 до 100 включ.
	22
	9
	10

	Пальмитиновая кислота (С 16:0)
	От 0,1 до 100 включ
	21
	8
	10

	Стеариновая кислота (С 18:0)
	От 0,1 до 100 включ
	21
	8
	10

	Олеиновая кислота (С 18:1)
	От 0,1 до 5,0 включ
	26
	12
	13

	
	Св. 5,0 до 100 включ.
	20
	8
	10

	Линолевая кислота (С 18:2)
	От 0,1 до 100 включ
	17
	7
	8

	Линоленовая кислота (С 18:3)
	От 0,1 до 100 включ
	20
	8
	10

	Арахиновая кислота (С 20:0)
	От 0,1 до 5,0 включ
	27
	8
	13

	
	Св. 5,0 до 100 включ.
	16
	7
	8

	Гондоиновая (эйкозеновая) (С20:1)
	От 0,1 до 100 включ
	20
	8
	12

	Арахидоновая кислота (С 20:4)
	От 0,1 до 5,0 включ
	26
	11
	13

	
	Св. 5,0 до 100 включ.
	15
	5
	7

	Бегеновая кислота (С 22:0)
	От 0,1 до 100 включ
	22
	8
	11

	Эруковая (докозеновой) (С22:1)
	От 0,1 до 100 включ
	20
	7
	11

	Эйкозапентаеновая кислота (С 20:5)
	От 0,1 до 100 включ
	23
	9
	10

	Эйкозагексаеновая кислота (С 22:5)
	От 0,1 до 100 включ
	21
	8
	10

	Докозагексаеновая кислота (С 22:6)
	От 0,1 до 5,0 включ
	26
	8
	12

	
	Св. 5,0 до 100 включ.
	16
	6
	7

	Лигноцериновая(тетракозановая) (С24:0)
	От 0,1 до 100 включ
	20
	7
	11

	Селахолевая (тетракозеновая) (С24:1)
	От 0,1 до 100 включ
	21
	8
	12

	1 - соответствует относительной расширенной неопределенности при коэффициенте охвата k =2.






 

11 Оформление результатов измерений
[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2][bookmark: _Toc309309198][bookmark: _Toc338155264]Результат измерений в документах, предусматривающих их использование, представляют для индивидуальной жирной кислоты в виде: 
при P=0,95,	     	 (12)

где  – среднеарифметическое значение результатов n определений, признанных приемлемыми в соответствии с п. 9.3,  %;
где  – относительное значение показателя точности методики, которое приведено в таблице 3, %.
Числовое значение результата измерения должно оканчиваться цифрой того же разряда, что и значение границы точности (неопределенности). Значение границ точности (неопределенности) выражают числом, содержащим не более двух значащих цифр.

12 Контроль качества результатов измерений при реализации 
методики в лаборатории
Оценку прецизионности результатов испытаний в условиях повторяемости и внутрилабораторной прецизионности проводят в соответствии с ГОСТ ИСО 5725-1, ГОСТ ИСО 5725-2.
Периодичность получения результатов контрольных процедур и формы их регистрации приводят в документах лаборатории, устанавливающих порядок и содержание работ по организации методов контроля стабильности результатов измерений в пределах лаборатории.
[bookmark: _Toc158715862]12.1 Оперативный контроль процедуры измерений 
12.1.1 Оперативный контроль процедуры измерений проводит исполнитель измерений с целью проверки готовности лаборатории к проведению измерений рабочих проб или оперативной оценки качества результатов измерений, полученных совместно с результатом контрольного измерения. Оперативный контроль проводят в следующих случаях:
– при внедрении методики;
– при появлении факторов, которые могут повлиять на стабильность результатов измерений (смена реактивов, использование средств измерений после ремонта и т.д.);
– при получении двух из трёх последовательных результатов измерений рабочих проб в виде медианы.


12.1.2 Оперативный контроль процедуры измерений проводит непосредственно исполнитель измерений на основе оценки отдельно взятой контрольной процедуры () и сравнения результата процедуры с нормативом контроля ().
12.1.3 Оперативный контроль процедуры измерений проводят по следующей схеме:
– проведение контрольного измерения и получение результата контрольной процедуры;

– расчёт результата контрольной процедуры ();

– расчет норматива контроля ().
Реализация решающего правила контроля – сопоставление результата контрольной процедуры с нормативом контроля и выводы по результатам контроля. 
12.1.4 Оперативный контроль процедуры измерений может быть проведён:
– с применением метода добавок (по 12.2);
Применение метода добавок используют при наличии условий для создания проб с введенными добавками, адекватных анализируемым пробам и при отсутствии образцов для контроля.
При организации контроля исполнитель анализа в соответствии с выбранным алгоритмом проведения контрольной процедуры анализа выбирает (при необходимости готовит) средства контроля.
Результаты контрольных измерений, полученные при оперативном контроле процедуры анализа, проводимом с каждой серией рабочих проб, могут быть использованы при реализации любой из форм контроля стабильности результатов анализа.
[bookmark: _Toc158715863]12.2 Оперативный контроль процедуры измерений с применением метода добавок 
12.2.1 Средствами контроля являются:
– пробы продукции, исследуемые по методике (рабочие пробы);
– пробы продукции, исследуемые по методике с известной добавкой индивидуальных жирных кислот (рабочие пробы с добавкой). 

Рабочие пробы для проведения оперативного контроля выбирают таким образом, чтобы массовая доля индивидуальных жирных кислот в пробе с добавкой не превышала верхней границы диапазона измерений. Анализируемую пробу делят на 2 равные части. Одну часть оставляют без изменения, во вторую делают добавку индивидуальных жирных кислот , в зависимости от показателя внутрилабораторной прецизионности согласно таблицы 3. 


12.2.2 В соответствии с данной методикой в условиях повторяемости получают результаты контрольных измерений массовой доли индивидуальных жирных кислот в рабочей пробе –  и в рабочей пробе с внесённой известной добавкой индивидуальных жирных кислот – . 

12.2.3. Результат контрольной процедуры  рассчитывают по формуле:

, %. 		(13)

12.2.4. Норматив контроля рассчитывают по формуле: 

, %, 		(14)

где – характеристика погрешности результатов контрольного измерения, соответствующая массовой доли индивидуальных жирных кислот в пробе с добавкой, рассчитанная по формуле:

, %,	 			(15)

– характеристика погрешности результатов контрольного измерения, соответствующая массовой доли индивидуальных жирных кислот в пробе, рассчитанная по формуле:

 %, 					(16)

– относительное значение характеристики погрешности результатов измерений.
12.2.5. Реализация решающего правила контроля.

		(17)
При невыполнении этого условия контрольную процедуру повторяют. При повторном невыполнении условия (12) выясняют причины, приводящие к неудовлетворительному результату, и принимают меры к их устранению.



П р и м е ч а н и е – Если в рабочей пробе установлено отсутствие индивидуальных жирных кислот на уровне нижней границы диапазона измерений, установленного методикой измерений, то эта рабочая проба с введённой добавкой индивидуальных жирных кислот  может служить образцом для контроля с аттестованным значением . В этом случае результат контрольной процедуры  рассчитывают по формуле:

	, %,				(18) 

где – результат контрольного измерения массовой доли индивидуальных жирных кислот в образце для контроля;

– массовая доля введенной добавки, %.









Приложение А
(справочное)

Рекомендуемые условия хроматографирования для некоторых рабочих колонок, обеспечивающие разделение 37 аналитов идентификационной смеси метиловых эфиров жирных кислот 
Таблица А.1  
	Колонка
	DB-23 (60м0,25мм0,15мкм)
	Select FAME
(100м0,25мм0,25мкм)
	CP-Sil 88 for FAME (100м0,25мм0,20мкм)

	Термостат колонки
	80⁰С (1,5мин); 45⁰С/мин до 205⁰С (11 мин); 12⁰С/мин до 235⁰С (10 мин)
	80⁰С (1мин); 20⁰С/мин до 160⁰С (0 мин); 1⁰С/мин до 198⁰С (0 мин); 5⁰С/мин до 250⁰С (5 мин)
	100⁰С (5мин); 8⁰С/мин до 180⁰С (9 мин); 1⁰С/мин до 230⁰С        (15 мин)

	Инжектор
	260⁰С
	220⁰С
	260⁰С

	Детектор
	260⁰С
	275⁰С
	260⁰С

	Деление потока
	1:50
	1:50
	1:50

	Поток/Давление
	1 мл/мин
	1 мл/мин
	2,2 бар (32 psi)

	Тип газа-носителя
	Гелий, Азот
	Гелий, Азот
	Гелий, Азот

	Время анализа, мин
	28
	59
	89









Приложение Б
 (справочное)
[bookmark: _Hlk186757050]Значения коэффициентов пересчёта МЭЖК в соответствующие жирные кислоты 
Таблица Б.1 
	Обозначение жирной кислоты (Сжк)
	Kмэ

	3:0
	0,8409

	4:0
	0,8629

	5:0
	0,8792

	6:0
	0,8927

	7:0
	0,9027

	8:0
	0,9114

	9:0
	0,9186

	10:0
	0,9247

	12:0
	0,9346

	14:0
	0,9421

	16:0
	0,9481

	18:0
	0,9530

	18:1
	0,9526

	18:2
	0,9524

	18:3
	0,9520

	20:0
	0,9570

	20:1
	0,9568

	20:4
	0,9530

	20:5
	0,9527

	22:0
	0,9604

	22:1
	0,9602

	22:5
	0,9594

	22:6
	0,9563

	24:0
	0,9632

	24:1
	0,9630



Сжк – № углерода жирной кислоты (ЖК); 
Kмэ   – коэффициент пересчёта МЭЖК в ЖК.

Б.1 Расчёт коэффициента пересчёта Kмэ
Коэффициент пересчёта МЭЖК в соответствующую жирную кислоту (ЖК) рассчитывают по формуле


                                                      Mжк  
                                        Kмэ  =   --------- , 
                                                                                (19)         
                                                      Mмэ

        где Mжк – молекулярная масса жирной кислоты;
Mмэ – молекулярная масса соответствующего МЭЖК. 



Приложение В
(справочное)

Поправочные коэффициенты ПИД и расчёт поправочных коэффициентов ПИД для метиловых эфиров жирных кислот 

Таблица В.1 
Коэффициент чувствительности ПИД и поправочный коэффициент ПИД для метиловых эфиров жирных кислот 

	МЭЖК (Сi) 
	Mi
	(ni – 1)
	Fi
	fi

	3:0
	88,10
	3
	2,445
	1,74

	4:0
	102,13
	4
	2,126
	1,51

	5:0
	116,16
	5
	1,934
	1,37

	6:0
	130,19
	6
	1,807
	1,28

	7:0
	144,21
	7
	1,715
	1,22

	8:0
	158,24
	8
	1,647
	1,17

	9:0
	172,27
	9
	1,594
	1,13

	10:0
	186,30
	10
	1,551
	1,10

	12:0
	214,35
	12
	1,487
	1,06

	14:0
	242,40
	14
	1,442
	1,02

	16:0
	270,46
	16
	1,407
	1,00 (эталон)

	18:0
	298,52
	18
	1,381
	0,98

	18:1
	296,50
	18
	1,372
	0,97

	18:2
	294,47
	18
	1,362
	0,97

	18:3
	292,46
	18
	1,353
	0,96

	20:0
	326,57
	20
	1,360
	0,97

	20:1
	324,54
	20
	1,351
	0,96

	20:4
	318,49
	20
	1,326
	0,94

	20:5
	316,50
	20
	1,318
	0,94

	22:0
	354,62
	22
	1,342
	0,95

	22:1
	352,59
	22
	1,334
	0,95

	22:5
	344,50
	22
	1,304
	0,93

	22:6
	342,51
	22
	1,296
	0,92

	24:0
	382,68
	24
	1,328
	0,94

	24:1
	380,65
	24
	1,321
	0,94



Сi – № углерода i-того МЭЖК; 
Mi – относительная молекулярная масса i-того МЭЖК; 
ni – количество атомов углерода i-того МЭЖК; 
Fi – коэффициент чувствительности ПИД для i-того МЭЖК;
        fi – поправочный коэффициент ПИД для i-того МЭЖК.

        В.2 Расчёт коэффициента чувствительности ПИД
Коэффициент чувствительности ПИД для i-того МЭЖК рассчитывают по формуле
                                                             Mi
                                        Fi =   -------------------,                                                                    (20)         
                                                     (ni – 1)  Ас
	
где Ас – относительная атомная масса углерода (Ас = 12,01).

        В.3 Расчёт поправочного коэффициента ПИД
Поправочный коэффициент ПИД для i-того МЭЖК рассчитывают по формуле
                                                      Fi  
                                        fi =   ---------,                                                                                 (21)         
                                                     Fэ	

где Fэ – коэффициент чувствительности ПИД для С16:0 (Fэ = 1,407).
Коэффициент чувствительности ПИД для С16:0 (Fэ = 1,407) принимают за эталон и поправочный коэффициент ПИД для С16:0 принимают равным 1,00 (fэ = 1,00).
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