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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 ПОДГОТОВЛЕН Некоммерческой организацией «Масложировой союз России» (НО «МЖСР») на основе собственного перевода на русский язык англоязычной версии стандарта, указанного в пункте 4 

2 ВНЕСЕН Межгосударственным техническим комитетом по стандартизации       МТК 238 «Масла растительные и продукты их переработки» 

3 ПРИНЯТ Евразийским советом по стандартизации, метрологии и сертификации (протокол от                     202  г. №                )
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4 Настоящий стандарт идентичен международному стандарту ISO 9167:2019 «Семена рапса, рапсовый жмых и шрот. Определение содержания глюкозинолатов. Метод высокоэффективной жидкостной хроматографии» («Rapeseed and rapeseed meals – Determination of glucosinolates content – Method using high-performance liquid chromatography», IDT). 
Международный стандарт разработан Подкомитетом SC 2 «Масличные семена и плоды, и продукты их переработки» Технического комитета ISO/TC 34 «Пищевые продукты» Международной организации по стандартизации (ISO). 
Наименование настоящего стандарта изменено относительно наименования указанного международного стандарта для приведения в соответствие с ГОСТ 1.5 (подраздел 3.6).
При применении настоящего стандарта рекомендуется использовать вместо ссылочных международных стандартов соответствующие им межгосударственные стандарты, сведения о которых приведены в дополнительном приложении ДА.
Дополнительная сноска в тексте стандарта, выделенная курсивом, приведена для пояснения текста оригинала

5 ВЗАМЕН ГОСТ ISO 9167-1–2015, ГОСТ ISO 10633-1–2022

6 Некоторые элементы настоящего стандарта могут быть объектом патентных прав. Международная организация по стандартизации (ISO) не несет ответственность за идентификацию какого-либо или всех патентных прав

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 органах по стандартизации.
В случае пересмотра, изменения или отмены настоящего стандарта соответствующая информация также будет опубликована на официальном интернет-сайте Межгосударственного совета по стандартизации, метрологии и сертификации в каталоге «Межгосударственные стандарты»
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Введение
Для анализа глюкозинолатов в семенах рапса, рапсовом жмыхе и шроте могут применяться хроматографический, ферментативный и спектроскопический методы. В настоящем стандарте описан хроматографический метод с двумя режимами элюирования (градиентным и изократическим) для качественного и количественного определения индивидуальных глюкозинолатов в семенах рапса, рапсовом жмыхе и шроте. Метод с градиентным элюированием является референтным, тогда как метод с изократическим элюированием рассматривается как упрощенный и приведен в приложении E, которое является информативным.
Настоящий стандарт устанавливает метод высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с градиентным элюированием в качестве референтного метода. Для изократического режима выбор внутреннего стандарта, хроматографические условия и результаты разделения отличаются от параметров референтного метода. Указанные особенности приведены в приложении E.
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	МЕЖГОСУДАРСТВЕННЫЙ СТАНДАРТ

	
СЕМЕНА РАПСА, ЖМЫХ И ШРОТ РАПСОВЫЕ
Определение содержания глюкозинолатов. 
Метод высокоэффективной жидкостной хроматографии 
Rapeseed and rapeseed meals. Determination of glucosinolates content. Method using high-performance liquid chromatography 


Дата введения – 
[bookmark: _Toc24818]
1 Область применения 

Настоящий стандарт устанавливает метод определения содержания индивидуальных глюкозинолатов в семенах рапса, рапсовом жмыхе и шроте методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (далее – ВЭЖХ) с градиентным элюированием.
Метод апробирован на семенах рапса, рапсовом жмыхе и шроте[footnoteRef:1] (Brassica rapa, Brassica napus и Brassica juncea), но может применяться и для других растительных материалов при условии, что содержащиеся в них глюкозинолаты предварительно идентифицированы и приведены в настоящем стандарте. В ином случае количественное определение соответствующего(их) глюкозинолата(ов) не проводят. [1:  Далее по тексту настоящего стандарта под рапсом имеются в виду семена рапса, рапсовый жмых и шрот. ] 


Примечание – Настоящий метод не позволяет определять глюкозинолаты, содержащие заместители в молекуле глюкозы, однако содержание этих веществ в семенах рапса, рапсовом жмыхе и шроте, имеющихся в продаже, незначительное. 

В приложении A представлены результаты межлабораторных испытаний метода ВЭЖХ с градиентным элюированием. В приложении B приведена процедура проверки титра приготовленного раствора внутреннего стандарта. Приложение C описывает приготовление и испытание очищенного раствора сульфатазы, а также проверку стадии десульфатирования на ионообменной колонке. Приложение D устанавливает критерии проверки работоспособности системы и колонки ВЭЖХ.
Анализ содержания глюкозинолатов в рапсе также можно проводить с использованием изократического режима элюирования. Для этого требуется внести корректировки в метод (в части внутреннего стандарта, ВЭЖХ-колонки и буферного раствора), которые описаны в приложении E.

2 Нормативные ссылки

В настоящем стандарте использованы нормативные ссылки на следующие стандарты [для датированных ссылок применяют только указанное издание ссылочного стандарта, для недатированных – последнее издание (включая все изменения)]:
ISO 664, Oilseeds – Reduction of laboratory sample to test sample (Семена масличных культур. Деление лабораторной пробы до пробы для испытания)
ISO 665, Oilseeds – Determination of moisture and volatile matter content (Семена масличных культур. Определение содержания влаги и летучих веществ)
ISO 771, Oilseed residues – Determination of moisture and volatile matter content (Жмыхи и шроты. Определение содержания влаги и летучих веществ)
ISO 3696, Water for analytical laboratory use – Specification and test methods (Вода для лабораторного анализа. Технические требования и методы испытаний)
ISO 5502, Oilseed residues – Preparation of test samples (Жмыхи и шроты. Подготовка образца для испытаний)

3 Термины и определения

В настоящем стандарте отсутствуют термины и определения.
Международная организация по стандартизации (ISO) и Международная электротехническая комиссия (IEC) ведут терминологические базы данных для использования в области стандартизации, доступ к которым можно получить по следующим адресам:
· Платформа ISO доступна по адресу: https://www.iso.org/obp/ 
· Электропедия IEC доступна по адресу: http://www.electropedia.org/


4 Сущность метода

Глюкозинолаты экстрагируют смесью воды и этанола с последующей очисткой и ферментативным десульфатированием на ионообменных колонках. Определение методом обратно-фазовой жидкостной хроматографии с градиентным (референтный метод) или изократическим (экспресс-метод) элюированием и детектированием методом УФ-абсорбциометрии.

5 [bookmark: _Toc136870163]Реактивы

Используют только реактивы подходящей аналитической степени чистоты, если не указано иное, и воду, соответствующую 2-ой степени чистоты по ISO 3696.
[bookmark: Пункт51]5.1	Этанол, объемная доля 50 %.
[bookmark: Пункт52]5.2	Ацетат натрия, c = 0,02 моль/дм3 при pH 4,0. Раствор готовят смешением ацетата натрия c = 0,02 моль/дм3 и уксусной кислоты c = 0,02 моль/дм3 до получения раствора с pH = 4,0.
5.3	Сульфатаза, Helix pomatia, тип H1, очищенная и разбавленная в соответствии с приложением C.
[bookmark: Пункт54]5.4	Формиат имидазола, c = 6 моль/дм3.
204 г имидазола растворяют в 113 см3 муравьиной кислоты в стакане вместимостью 500 см3. Полученную смесь переносят в мерный цилиндр вместимостью 500 см3 и доводят водой до метки.

[bookmark: Пункт55]5.5	Внутренний стандарт

В качестве внутреннего стандарта используют синигрин (моногидрат аллилглюкозинолат калия, M = 415,5 г/моль) (5.6) или глюкотропаеолин (бензилглюкозинолат калия, M = 447,5 г/моль или бензилглюкозинолат тетраметиламмония, M = 482,6 г/моль) (5.7). Глюкотропаеолин может использоваться в гидратированной форме, в этом случае молярная масса и степень чистоты должны быть известны и учтены при приготовлении раствора.
Выбор внутреннего стандарта определяется возможностью его полного хроматографического разделения от других глюкозинолатов пробы. Отсутствие внутреннего стандарта или неполное хроматографическое разделение сопутствующих глюкозинолатов в образце проверяют контрольным определением (9.3).
При градиентном элюировании на октильных или октадецильных стационарных фазах можно использовать синигрин или глюкотропаеолин. Однако глюкотропаеолин в некоторых случаях трудно отделить от других минорных глюкозинолатов природного происхождения.
При изократическом элюировании на цианопропильной стационарной фазе (приложение E) нельзя использовать синигрин для анализа рапса из-за невозможности отделить его от других глюкозинолатов. В данном случае следует использовать глюкотропаеолин.
В большинстве случаев (при предполагаемом содержании глюкозинолатов в рапсе от 10 до 50 мкмоль/г) внутренний стандарт используют в виде раствора с концентрацией 20 ммоль/дм3. Для рапса с предполагаемым содержанием глюкозинолатов менее 10 или более 50 мкмоль/г концентрации растворов внутреннего стандарта, используемых для каждого образца, указаны в таблице 1.
Контроль титра приготовленного раствора внутреннего стандарта проводят в соответствии с приложением B.
Таблица 1 – Концентрация раствора внутреннего стандарта в зависимости от предполагаемого содержания глюкозинолатов в образце
	Содержание глюкозинолатов в образце, мкмоль/г
	Концентрации растворов внутренних стандартов, ммоль/дм3

	< 10
	5

	> 10 и < 50
	20

	> 50
	40



[bookmark: Пункт56]5.6	Раствор синигрина

Раствор синигрина заданной концентрации (таблица 1) готовят согласно таблице 2. Синигрин взвешивают с точностью до 0,5 мг и растворяют в воде в мерной колбе вместимостью 100 см3. Объем раствора доводят до метки водой. Приготовленный раствор можно хранить в холодильнике при температуре около 4 °C не более недели или в морозильной камере при температуре минус 18 °C в течение более длительного срока.
Таблица 2 – Масса синигрина на 100 см3 воды для приготовления растворов с концентрацией 5, 20 и 40 ммоль/дм3
	Форма синигрина
	Молекулярная масса, 
г/моль
	Масса синигрина, г

	
	
	5 ммоль/дм3
	20 ммоль/дм3
	40 ммоль/дм3

	Моногидрат калия
	415,5
	0,2077 
	0,8310
	1,6620



[bookmark: Пункт57]5.7	Раствор глюкотропаеолина

Раствор глюкотропаеолина заданной концентрации (таблица 1) готовят согласно таблице 3. Глюкотропаеолин взвешивают с точностью до 0,5 мг и растворяют в воде в мерной колбе вместимостью 100 см3. Объем раствора доводят до метки водой. Приготовленный раствор можно хранить в холодильнике при температуре около 4 °C не более недели или в морозильной камере при температуре минус 18 °C в течение более длительного срока.
Таблица 3 – Масса глюкотропаеолина на 100 см3 воды для приготовления растворов с концентрацией 5, 20 и 40 ммоль/дм3
	Форма глюкотропаеолина
	Молекулярная масса,
 г/моль
	Масса глюкотропаеолина, г

	
	
	5 ммоль/дм3
	20 ммоль/дм3
	40 ммоль/дм3

	Калий
	447,5 
	0,2237
	0,8950
	1,7901

	Тетраметиламмоний
	482,6 
	0,2413
	0,9652
	1,9303



[bookmark: Пункт58]5.8	Элюент А: вода, очищенная путем пропускания через картридж с активированным углем, или вода эквивалентной степени чистоты.

Примечание – Использование недостаточно очищенной воды может привести к появлению на хроматограмме ложных пиков из-за примесей, элюируемых при увеличении доли ацетонитрила в элюенте.

[bookmark: Пункт59]5.9	Элюент B: ацетонитрил градиентной чистоты для ВЭЖХ, раствор в очищенной воде с объемной долей 20 %. Концентрация может быть скорректирована в зависимости от используемой колонки.
[bookmark: Пункт510]5.10	Раствор для промывания: ацетонитрил для ВЭЖХ, раствор в воде с объемной долей 70 %.
[bookmark: Пункт511]5.11	Ионообменная смола: суспензия DEAE Sephadex A25[footnoteRef:2]1), приготовленная следующим образом. [2: 1) DEAE Sephadex A25 – пример подходящего продукта, имеющегося в продаже. Эта информация приведена для удобства пользователей настоящего стандарта и не связана с поддержкой данного продукта со стороны ISO. ] 

10 г смолы DEAE Sephadex A25 (или другой аналогичной) смешивают с избыточным количеством 2 моль/дм3 раствора уксусной кислоты. Дают отстояться. Добавляют 2 моль/дм3 уксусной кислоты до тех пор, пока общий объем не станет равным удвоенному объему осадка.

6 Оборудование 

Используют стандартное лабораторное оборудование, в том числе перечисленное ниже.
[bookmark: Пункт61]6.1	ВЭЖХ-система с градиентным или изократическим элюированием, термостатированием колонки при 30 °C и детектированием методом ультрафиолетовой абсорбциометрии при длине волны 229 нм и, если возможно, при длине волны 275 нм.
Эффективная термостабилизация колонки при 30 °C может быть невозможна при температуре окружающей среды выше 25 °C. В таком случае рекомендуется использовать термостат с системой охлаждения-нагрева.
[bookmark: Пункт62]6.2	ВЭЖХ-колонки для градиентного элюирования.
ВЭЖХ-колонка с октильной (C8) или октадецильной (C18) стационарной фазой на силикагеле с размером частиц менее или равным 5 мкм.
Эффективность работы колонки следует регулярно контролировать, предпочтительно с использованием контрольного образца семян рапса. В частности, колонка не должна разрушать десульфо-4-гидроксиглюкобрассицин, являющийся важным, но относительно нестабильным десульфоглюкозинолатом. На рисунке 1 приведен пример хроматографического разделения глюкозинолатов с использованием градиентного режима ВЭЖХ. Новые колонки должны быть предварительно кондиционированы в соответствии с инструкциями производителя для получения воспроизводимых результатов.
6.3	pH-метр.
[bookmark: Пункт64]6.4	Микроизмельчитель, например, кофемолка.
6.5	Центрифуга, с возможностью использования пробирок (6.6), работающая при центробежном ускорении 5000 g. 
[bookmark: Пункт66]6.6	Полипропиленовые пробирки вместимостью 6 см3.
[bookmark: Пункт67]6.7	Водяная баня или другое нагревательное оборудование, способное поддерживать температуру на уровне (75 °C ± 3) °C.
[bookmark: Пункт68]6.8	Пипетки Пастера со стекловатой, длиной 150 мм, с соответствующим штативом или любым другим подходящим устройством.


[image: ]

1 – десульфоглюкоиберин; 2 – десульфопрогоитрин; 3 – десульфоэпипрогоитрин;
4 – десульфосинигрин; 5 – десульфоглюкорафанин; 6 – десульфоглюконаполеиферин;
7 – десульфоглюкоалиссин; 8 – десульфосиналбин; 9 – десульфоглюконапин; 
10 – десульфо-4-гидроксиглюкобрассицин; 11 – десульфоглюкобрассиканапин; 
12 – десульфоглюкотропаеолин; 13 – десульфоглюкобрассицин; 
14 – десульфоглюконастуртиин; 15 – десульфо-4-метоксиглюкобрассицин; 
16 – десульфонеоглюкобрассицин

Рисунок 1 – Пример типичной хроматограммы семян рапса, полученной методом градиентного элюирования
7 Отбор проб

Важно, чтобы в лабораторию была направлена представительная проба без повреждений и изменений в процессе транспортирования или хранения. 
Отбор проб не является частью метода, установленного в настоящем стандарте. Рекомендуемый метод отбора проб приведен в ISO 21294 [4] – для семян масличных и в ISO 5500 [1] – для жмыхов и шротов.
Если перед сокращением лабораторной пробы были удалены крупные нежировые посторонние примеси, это следует учесть при расчете.

8 Приготовление пробы для испытания 

Лабораторную пробу сокращают в соответствии с ISO 664 (для масличных семян) и ISO 5502 (для жмыхов и шротов).
Если содержание влаги и летучих веществ в рапсе превышает w = 10 %, то его следует предварительно высушить в потоке воздуха при температуре (45 °С ± 5) °С.
Массовая доля примесей обычно составляет 2 %. Если в образце (вместе с контрольным образцом) обнаружен синигрин, следует провести анализ примесей отдельно, так как источником синигрина могут быть посторонние примеси крестоцветных растений, присутствующие в рапсе.
Если семена были обработаны, то их промывают дихлорметаном и высушивают в потоке воздуха при комнатной температуре.
Лабораторную пробу сокращают до двух подпроб массой по 20 г каждая.
В одной подпробе определяют содержание влаги и летучих веществ в соответствии с ISO 665 (для масличных семян) и ISO 771 (для жмыхов и шротов), или с помощью другой соответствующей процедуры.
Вторую подпробу измельчают в микроизмельчителе (6.4) в течение 20 с. Перемешивают, затем измельчают еще в течение 5 с. Полученную пробу (9.1) немедленно взвешивают, чтобы избежать изменения содержания влаги и летучих веществ.




9 Проведение испытания 

[bookmark: _Toc228203128]9.1	Навеска

Две пробирки (6.6) маркируют как «A» и «B» и в каждую помещают подготовленную пробу для испытания (раздел 8): для масличных семян – 200 мг, для жмыхов и шротов – 100 мг, взвешенные с точностью до 0,5 мг. Пробирку A используют для испытания пробы, пробирку B – в качестве контрольной пробы (при необходимости). 

[bookmark: _Toc228203129][bookmark: Пункт92]9.2	Экстракция глюкозинолатов 

Пробирки помещают в водяную баню или другое нагревательное устройство (6.7) при температуре 75 °C и выдерживают 1 мин. Добавляют 3 см3 кипящего раствора этанола (5.1) и затем незамедлительно вносят в пробирку A 200 мм3, с точностью до 3 мм3, раствора внутреннего стандарта, приготовленного в соответствии с режимом ВЭЖХ-элюирования и предполагаемым содержанием глюкозинолатов в образце (5.5).
Температура раствора этанола должна быть максимально приближена к точке кипения для обеспечения быстрой денатурации фермента мирозиназы, который содержится в пробе для испытания.

Примечание – Неденатурированная мирозиназа способна расщепить глюкозинолаты за несколько минут.

Продолжают нагревать при температуре 75 °С еще в течение 10 мин, регулярно встряхивая пробирки. Объем каждой пробирки (A и B) доводят водой примерно до 4 см3, перемешивают и центрифугируют при ускорении 5000 g в течение 3 мин.
Надосадочную жидкость из каждой пробирки переносят в две новые пробирки (6.6), которые маркируют как A′ и B′. Объем в пробирках A′ и B′ доводят водой примерно до 5 см3 и перемешивают.
Полученные экстракты можно хранить в течение двух недель в темноте при температуре минус 18 °С в морозильной камере.

Примечание – Было установлено, что одностадийная экстракция 50 % этанолом в качестве растворителя обеспечивает достаточную эффективность [6].

[bookmark: _Toc228203130][bookmark: Пункт93]9.3	Контрольное определение 

Если необходимо (5.5), то проводят контрольное определение с применением аналогичной процедуры (9.2) на образце, взятом из той же пробы для испытания, но без использования раствора внутреннего стандарта (синигрина или глюкотропаеолина), заменив его 200 мм3 воды, что позволит обнаружить и определить количество синигрина или глюкотропаеолина (или других совместно элюирующихся соединений), присутствующих в образце.

[bookmark: _Toc228203131][bookmark: Пункт94]9.4	Подготовка ионообменных колонок 

Обрезают необходимое количество пипеток Пастера со стекловатой (6.8), т. е. по одной пипетке на каждый объединенный экстракт, таким образом, чтобы выше конуса сливного отверстия пипетки остался объем 1,2 см3. Пипетки устанавливают вертикально в штативе. 
Переносят 0,5 см3 хорошо перемешанной суспензии ионообменной смолы (5.11) в каждую пипетку и дают отстояться. 
Пипетки промывают 2 см3 формиата имидазола (5.4), после чего дважды порциями воды по 1 см3.

[bookmark: _Toc228203132][bookmark: Пункт95]9.5	Очистка и десульфатирование

9.5.1	Для каждого объединенного экстракта проводят действия, указанные в 9.5.2 – 9.5.5.
[bookmark: Пункт952]9.5.2	Переносят 1 или 0,5 см3 экстракта (9.2), в зависимости от предполагаемого содержания глюкозинолатов в образце (таблица 4), в подготовленную колонку (9.4), не затрагивая поверхность смолы, и дают жидкости стечь. Далее вносят две порции 0,02 M, pH 4,0 ацетатного буфера по 1 см3 (5.2), позволяя буферу стекать после каждого внесения.


[bookmark: Таблица4]Таблица 4 – Объем экстракта, перенесенного на ионообменную колонку, в зависимости от предполагаемого содержания глюкозинолатов в образце
	Содержание глюкозинолатов в образце, мкмоль/г
	Объем экстракта, 
см3

	< 50
	1,0

	> 50
	0,5



9.5.3	В колонку вносят 75 мм3 разбавленного очищенного раствора сульфатазы (C.4.4). Оставляют примерно на 15 ч при комнатной температуре.
9.5.4	Пробирку (6.6) помещают под колонку для сбора элюата. Элюируют полученные десульфоглюкозинолаты двумя порциями воды по 1 см3, позволяя воде стекать после каждого добавления.

Примечание – Полноту элюирования десульфоглюкозинолатов из ионообменной колонки можно проверить, добавив дополнительную порцию воды (1 см3) для элюирования. При хроматографии этой дополнительной порции не должно быть выявлено значимое количество десульфоглюкозинолатов.

[bookmark: Пункт955]9.5.5	Элюат тщательно перемешивают. Если элюат не используется для хроматографии сразу, то допускается его хранение в темноте при температуре минус 18 °С в морозильной камере в течение недели.

[bookmark: _Toc228203133][bookmark: Пункт96]9.6	Проведение хроматографического анализа с градиентным элюированием

[bookmark: _Toc228203134]9.6.1	Общие положения 

В референтном методе используется градиентное элюирование на колонках с октильной или октадецильной стационарной фазой (6.2) с элюентами (5.8, 5.9 и 5.10).

[bookmark: _Toc228203135]9.6.2	Настройка оборудования 

[bookmark: Пункт9621]9.6.2.1	Общие положения

Устанавливают температуру колонки на 30 °C и длину волны детектора на 229 нм. Программируют ВЭЖХ-систему (6.1) на промывание колонки элюентом B со скоростью потока приблизительно 1 см3/мин. Когда базовая линия стабилизируется, устанавливают начальные условия градиентного элюирования (элюент A) и дают системе стабилизироваться в течение 5 мин.
Если после пропускания элюента B в течение 20 минут базовая линия остается нестабильной, используют элюент для промывания (70 %-ный ацетонитрил) для очистки колонки, затем снова используют элюент B в течение 5 мин и возвращаются к начальным условиям (элюент A).
После стабилизации системы элюентом А, пробу немедленно вводят в систему. В противном случае следы органических соединений, содержащихся в воде, могут концентрироваться на колонке и высвобождаться в ходе градиентного элюирования. В этом случае может произойти совместное элюирование с десульфоглюкозинолатами.

9.6.2.2	Анализ

В хроматограф вводят не более 50 мм3 раствора десульфоглюкозинолата, полученного в соответствии с 9.5.5, и меняют концентрацию подвижной фазы в ацетонитриле в соответствии с линейным градиентом (от 0 % до 25 % в течение примерно 20 мин).
Используют градиент элюирования, соответствующий используемой колонке.
Приведенные ниже градиенты элюирования являются примерами и могут быть скорректированы для достижения оптимального разделения в зависимости от используемых колонок (приложение D).

Примеры 

1	Колонка RP18, 5 мкм (150 × 4,6 мм): Пропускают 100 % элюента А (5.8) в течение 1 мин. Применяют линейный градиент элюирования в течение 20 мин до достижения 0 % элюента А и 100 % элюента В. Применяют линейный градиент элюирования в течение 5 мин до достижения 100 % элюента А и 0 % элюента В. Пропускают 100 % элюента А в течение 5 мин для установления равновесия.

2 Колонка RP8, 5 мкм (125 × 4 мм): Пропускают 100 % элюента А в течение 2 мин 30 с. Применяют линейный градиент элюирования в течение 18 мин до достижения 0 % элюента А  и 100 % элюента В. Пропускают 100 % элюента В в течение 5 мин. Применяют линейный градиент элюирования в течение 2 мин до достижения 100 % элюента А и 0 % элюента В. Пропускают 100 % элюента А в течение 5 мин для установления равновесия.

9.6.2.3	Обработка хроматограмм

9.6.2.3.1	Идентификация пиков

Данный хроматографический метод позволяет достаточно легко разделить десульфатированные производные глюкозинолатов рапса. Общий порядок элюирования представлен на рисунке 1.
Однако при разделении следующих десульфоглюкозинолатов могут возникнуть некоторые проблемы, которые можно решить незначительной модификацией градиента элюирования или с помощью замены типа колонки:
· десульфоэпипрогоитрин и десульфоглюкосинигрин;
· десульфоглюконаполеиферин и десульфоглюкоалиссин;
· десульфоглюкобрассиканапин и десульфоглюкотропаеолин;
· десульфоглюконастуртиин и десульфо-4-метоксиглюкобрассицин.
Идентификация пиков может быть проведена путем сравнения с хроматограммой, полученной из стандартного образца (6.2), или с помощью 
УФ-детектирования на определенной длине волны (275 нм для индольных глюкозинолатов).

9.6.2.3.2	Количественный анализ

Учитывают только пики, соответствующие десульфоглюкозинолатам, площадь которых превышает 1 % от общей суммы площадей этих пиков.
Необходимо убедиться, что интегратор корректно обрабатывает плохо разделенные пики и пики высокой интенсивности. При необходимости повторно вводят раствор десульфоглюкозинолата (9.5.5) предварительно разбавив его водой.

Примечание – Несмотря на выбор двух внутренних стандартов, хроматограмма анализа контрольного образца (пробирка B, 9.2) может показывать пик с тем же временем удерживания, что и внутренний стандарт, используемый в пробирке A (9.2). Тем не менее, расчет содержания глюкозинолатов возможен путем исключения влияния совместно элюирующего пика на площадь пика внутреннего стандарта. Если площадь совместно элюирующего пика меньше половины площади внутреннего стандарта, то площадь первого можно вычесть из площади второго с поправкой, сделанной путем сравнения с площадями другого основного пика, присутствующего на обеих хроматограммах. В протоколе испытаний нужно указать этот способ расчета.

10 Обработка результатов

[bookmark: _Toc228202841][bookmark: _Toc228203137]10.1	Расчет содержания индивидуальных глюкозинолатов 

Содержание индивидуального глюкозинолата Cg, мкмоль/г сухого вещества продукта, вычисляют по формуле (1)
[bookmark: Формула1]					 (1)
где Ag – числовое значение площади пика, рассчитанное интегратором, соответствующее определяемому десульфоглюкозинолату;
As – числовое значение площади пика, рассчитанное интегратором, соответствующее десульфоглюкозинолату, используемому в качестве внутреннего стандарта;
Kg – числовое значение относительного коэффициента пропорциональности десульфоглюкозинолата;
Ks – числовое значение относительного коэффициента пропорциональности десульфоглюкозинолата, используемого в качестве внутреннего стандарта;
M – числовое значение массы навески, г;
N – числовое значение количества внутреннего стандарта, добавленного в пробирку по 9.2, мкмоль;
w – числовое значение содержания влаги и летучих веществ в пробе для испытания, %.
Для выражения результата с учетом конкретного содержания влаги и летучих веществ ws [например, ws = 9 %], результат Cg, полученный для сухого вещества продукта (как указано выше), следует умножить на коэффициент по формуле (2) 
[bookmark: Формула2],					            (2)

[bookmark: _Toc228203138][bookmark: Пункт102]10.2	Относительные коэффициенты пропорциональности 

Следует использовать относительные коэффициенты пропорциональности (Ki), приведенные в таблице 5.

Примечание – Данные относительные коэффициенты пропорциональности были определены экспериментально, а единое значение было выбрано и согласовано лабораториями, принимавшими участие в испытании. В дальнейшем они могут быть пересмотрены и изменены.

Таблица 5 – Относительные коэффициенты пропорциональности (Ki), подлежащие применению
	
	Десульфоглюкозинолат
	Ki

	1. 
	Десульфоглюкоиберин
	1,07

	2. 
	Десульфопрогоитрин
	1,09

	3. 
	Десульфоэпипрогоитрин
	1,09

	4. 
	Десульфосинигрин
	1,00

	5. 
	Десульфоглюкорафанин
	1,07

	6. 
	Десульфоглюконаполеиферин
	1,00

	7. 
	Десульфоглюкоалиссин
	1,07

	8. 
	Десульфосиналбин
	0,50

	9. 
	Десульфоглюконапин
	1,11

	10. 
	Десульфо-4-гидроксиглюкобрассицин
	0,28

	11. 
	Десульфоглюкобрассиканапин
	1,15

	12. 
	Десульфоглюкотропаеолин
	0,95

	13. 
	Десульфоглюкобрассицин
	0,29

	14. 
	Десульфоглюконастуртиин
	0,95

	15. 
	Десульфо-4-метоксиглюкобрассицин
	0,25

	16. 
	Десульфонеоглюкобрассицин
	0,20

	17. 
	Другие десульфоглюкозинолаты
	1,00


[bookmark: _Toc228203139]
10.3	Расчет общего содержания глюкозинолатов 

Общее содержание глюкозинолатов, выраженное в микромолях на грамм сухого вещества продукта, равно сумме содержаний индивидуального глюкозинолата (соответствующая площадь пика которого больше 1 % от суммы площадей пиков).

11 Точность

[bookmark: _Toc228203141][bookmark: _Hlk200469543]11.1	Межлабораторные испытания

Результаты межлабораторных испытаний по определению точности метода приведены в приложении А. Значения, полученные в ходе данных межлабораторных испытаний, могут оказаться неприменимы к другим образцам, отличным от приведенных.

[bookmark: _Toc228203142]11.2	Повторяемость 

Абсолютное расхождение между результатами двух независимых единичных испытаний, полученными при использовании одного и того же метода, на идентичном испытуемом материале, в одной лаборатории, одним оператором, на одном и том же оборудовании, в пределах короткого промежутка времени, не должно превышать 2 мкмоль/г для содержания глюкозинолатов ниже 20 мкмоль/г; и 4 мкмоль/г для содержания глюкозинолатов в диапазоне от 20 до 35 мкмоль/г.

[bookmark: _Toc228203143][bookmark: _Hlk200469565]11.3	Воспроизводимость

Абсолютное расхождение между результатами двух единичных испытаний, полученными при использовании одного и того же метода, на идентичном испытуемом материале, в разных лабораториях, разными операторами, на различном оборудовании, не должно превышать 4 мкмоль/г для содержания глюкозинолатов ниже 20 мкмоль/г; и 8 мкмоль/г для содержания глюкозинолатов в диапазоне от 20 до 35 мкмоль/г.

12 Протокол испытания

Протокол испытания должен включать:
· всю информацию, необходимую для полной идентификации пробы;
· используемый метод отбора проб, если он известен;
· используемый метод испытания вместе со ссылкой на настоящий стандарт;
· все подробности, не указанные в этом стандарте или рассматриваемые как необязательные, вместе с подробностями всех побочных обстоятельств, которые могут повлиять на результат(ы) испытания;
· полученный(е) результат(ы) испытания;
· окончательный результат, если соблюдены условия повторяемости.



Приложение А
(справочное)

Результаты межлабораторных испытаний – Метод ВЭЖХ с градиентным элюированием

В 1988 году было проведено международное межлабораторное испытание с участием 11 лабораторий, каждая из которых выполнила по два определения для образцов A, B, C и D, что позволило получить статистические результаты (расчет по ISO 5725:1986 [2]), приведенные в таблице A.1. Во всех случаях применялся метод градиентного элюирования.

Таблица А.1 – Статистические результаты межлабораторных испытаний 1988 года – Градиентное элюирование 
	Образец
	Семена рапса
	Семена рапса
	Семена рапса
	Семена рапса

	
	A
	B
	C
	D

	Количество лабораторий, оставшихся после исключения выбросов
	11
	11
	11
	11

	Среднее значение содержания глюкозинолатовa 
	20,6
	14,1
	4,9
	25,6

	Стандартное отклонение повторяемости sra 
	1,7
	0,6
	0,3
	0,8

	Коэффициент вариации повторяемости, %
	8,5
	4,4
	6,7
	3,3

	Предел повторяемости r (2,8sr)a
	4,8
	1,7
	0,8
	2,2

	Стандартное отклонение воспроизводимости sRa
	3,4
	2,5
	1,5
	2,4

	Коэффициент вариации воспроизводимости, %
	17
	18
	31
	9,4

	Предел воспроизводимости R (2,8sR)a
	9,5
	7,0
	4,2
	6,7

	a Выражено в мкмоль/г сухого вещества продукта.






В 2014 году было проведено международное межлабораторное испытание с участием 18 лабораторий, каждая из которых выполнила по два определения для образцов A – F, что позволило получить статистические результаты (расчет по ISO 5725:1986 [2]), приведенные в таблице A.2. Во всех случаях применялся метод градиентного элюирования.
Таблица А.2 – Статистические результаты межлабораторных испытаний 2014 года 
	Образец
	A
	B
	C
	D
	E
	F

	Тип образца
	Brassica napus жмых и шрот
	Brassica napus семена
	Brassica juncea жмых и шрот
	Brassica juncea семена
	Brassica napus (canola) семена
	Brassica napus (canola) жмых и шрот

	Количество участвующих лабораторий
	18
	18
	15
	18
	18
	18

	Количество лабораторий, оставшихся после исключения выбросов
	16
	18
	13
	17
	18
	16

	Среднее значение содержания глюкозинолатовa 
	7,83
	14,58
	156,97
	15,07
	10,14
	1,70

	Стандартное отклонение повторяемости, sra 
	0,15
	0,18
	1,99
	0,36
	0,52
	0,10

	Коэффициент вариации повторяемости, %
	1,9
	1,2
	1,3
	2,4
	5,2
	6,1

	Предел повторяемости r (2,8sr)a
	0,43
	0,51
	5,57
	1,02
	1,47
	0,29

	Стандартное отклонение воспроизводимости sRa
	1,33
	1,34
	30,14
	1,91
	1,27
	0,36

	Коэффициент вариации воспроизводимости, %
	17,0
	9,2
	19,2
	12,7
	12,5
	21,0

	Предел воспроизводимости R (2,8sR)a
	3,72
	3,75
	84,4
	5,34
	3,56
	1,00

	a Выражено в мкмоль/г сухого вещества продукта.






Приложение B
(обязательное)

Проверка титра приготовленного раствора внутреннего стандарта

B.1	Определение чистоты

Следует убедиться, что раствор не содержит глюкозинолатов, кроме внутреннего стандарта, проведя анализ раствора в соответствии с 9.5 – Раздел 11.

B.2	Определение титра

B.2.1	Принцип

Титр определяют либо независимым методом измерения глюкозинолатов (выделяемой глюкозы), либо калибровкой с использованием настоящего метода и эталонного образца.

B.2.2	Метод высвобождения глюкозы

Титр раствора определяют по стехиометрическому количеству глюкозы, высвобождаемой после полного гидролиза мирозиназой (тиоглюкозид глюкогидролаза, EC 3.2.3.1). Гидролиз проводят на ионообменных колонках [5], а его эффективность контролируют, изменяя продолжительность процесса, аналогично проверке активности сульфатазы (C.4.5).

B.2.3	Калибровка по эталонному образцу

Для анализа образца рапса с подтверждённым содержанием глюкозинолатов используют раствор внутреннего стандарта с теоретическим титром, реальное значение которого подлежит определению. Применяют тот же метод элюирования (градиентный или изократический), который планируется использовать для раствора внутреннего стандарта, и выполняют несколько повторных определений для оценки точности калибровки. Реальный титр раствора внутреннего стандарта рассчитывают по формуле (B.1)
[bookmark: ФормулаB1]					           (B.1)
где ISr – числовое значение реального титра внутреннего стандарта;
ISth – числовое значение теоретического титра внутреннего стандарта;
cc – числовое значение подтвержденного содержания глюкозинолатов в эталонном образце;
cth – числовое значение содержания глюкозинолатов в эталонном образце, определенное с ISth.

B.3	Относительный коэффициент пропорциональности 

Следует убедиться, что относительный коэффициент пропорциональности глюкотропаеолина по сравнению с синигрином соответствует значениям, указанным в 10.2, с допустимым отклонением 10 %.


Приложение C
(обязательное)

Подготовка и испытание очищенного раствора сульфатазы и проверка стадии десульфатирования на ионообменных колонках 

C.1	Общие положения 

Очистка раствора сульфатазы может быть выполнена двумя методами, основанными на разных принципах. Метод А более эффективен, но сложнее, чем метод В. Активность очищенной сульфатазы измеряют для приготовления «готовых к использованию» растворов. Активность раствора сульфатазы проверяют в условиях анализа (на ионообменных колонках).

C.2	Принцип

C.2.1	Очистка

Метод A: Очистку сульфатазы проводят методом ионного обмена и ультрафильтрации.
Метод B: Очистку сульфатазы проводят методом фракционного осаждения.

C.2.2	Измерение активности

Активность рассчитывают по начальной скорости десульфатирования синигрина. Уменьшение оптической плотности раствора синигрина при 229 нм измеряют с помощью спектрометра.

C.2.3	Проверка активности на ионообменных колонках

Активность десульфатирования проверяют с помощью кинетического исследования реакции глюкозинолатов, нанесенных на ионообменную колонку.

C.3	Реактивы и оборудование

[bookmark: ПунктC31]C.3.1	Сульфатаза, Helix pomatia, тип H1 (EC 3.1.6.1).
[bookmark: ПунктC32]C.3.2	Суспензия DEAE Sepharose 6B-CL[footnoteRef:3]2), имеющаяся в продаже, готовая к использованию или аналогичный продукт. [3: 2) DEAE Sepharose – пример подходящего продукта, имеющегося в продаже. Эта информация приведена для удобства пользователей настоящего стандарта и не связана с поддержкой данного продукта со стороны ISO. ] 

[bookmark: ПунктC33]C.3.3	Ионообменные колонки для очистки методом А.
Обрезают пять пипеток Пастера (6.8) на 7 см выше конуса сливного отверстия и вкладывают пробку из стекловаты в отверстие пипетки. Пипетки устанавливают вертикально в штативе, после чего в каждую приливают достаточное количество ионообменной смолы (C.3.2) так, чтобы после стекания воды объем ионообменной смолы составлял 0,5 см3.
В каждую пипетку вносят по 1 см3 раствора формиата имидазола (5.4) и дважды промывают порциями воды по 1 см3.
[bookmark: ПунктC34]C.3.4	Ацетат натрия, раствор 0,2 моль/дм3. 
[bookmark: ПунктC35]C.3.5	Раствора синигрина, 0,15 ммоль/дм3 буферизованный до рН 5,8 для измерения активности.
Последовательно готовят следующие три раствора:
a)	в мерную колбу с одной меткой вместимостью 500 см3 вносят 1 см3 ледяной уксусной кислоты и доводят водой до метки;
b)	в мерную колбу с одной меткой вместимостью 500 см3 вносят 1 см3 этилендиамина и доводят водой до метки;
c)	смешивают 73 см3 раствора a) с 40 см3 раствора b) и доводят pH до значения 5,8, используя растворы a) или b) по мере необходимости.
В мерную колбу c одной меткой вместимостью 100 см3 вносят 3 см3 раствора синигрина концентрацией 5 ммоль/дм3 (5.6) и доводят до метки раствором c).
[bookmark: ПунктC36]C.3.6	Ультрафильтрационная установка (погружной фильтр или мембранный фильтр) с максимальной номинальной молярной массой 10 кг/моль[footnoteRef:4]3). [4: 3) Погружной фильтр Millipore PLGC 11K25 или фильтрационная установка Millipore Ultra free-CL – примеры подходящих продуктов, имеющихся в продаже. Эта информация приведена для удобства пользователей настоящего стандарта и не связана с поддержкой данноых продуктов со стороны ISO. ] 

[bookmark: ПунктC37]C.3.7	Центрифужная пробирка вместимостью 10 см3.
[bookmark: ПунктC38]C.3.8	Двухлучевой спектрометр, работающий в ультрафиолетовой области спектра, при контролируемой температуре 30 °С, оснащенный кварцевыми кюветами с длиной оптического пути 1 см, и по возможности, системой регистрации.





C.4	Процедуры

[bookmark: ПунктC41]C.4.1	Очистка методом А 

С точностью до 1 мг взвешивают 25 мг сульфатазы Helix pomatia типа H1 (C.3.1) и растворяют в 2,5 см3 воды, после чего полученный раствор переносят по 0,5 см3 в каждую из колонок, подготовленных по C.3.3. Каждую колонку промывают 1,5 см3 воды и сливают элюат. Затем добавляют 1,5 см3 раствора ацетата натрия (C.3.4) и собирают элюаты из пяти колонок и объединяют в пробирке для анализа. 
Элюаты концентрируют путем фильтрации с использованием ультрафильтрационной установки (C.3.6) до тех пор, пока не останется примерно 100 мм3 жидкости (сульфатаза с молярной массой более 5000 не удаляется). Добавляют 2,5 см3 воды и концентрируют еще раз путем фильтрации, пока не останется приблизительно 0,1 см3 жидкости. Если активность не проверяется в тот же день, раствор разбавляют водой до 2,5 см3 и хранят при температуре минус 18 °C. Так как неиспользованный раствор хранят при температуре минус 18 °C, рекомендуется готовить раствор сульфатазы несколькими партиями, чтобы избежать последовательного замораживания и оттаивания. 

[bookmark: ПунктC42]C.4.2	Очистка методом B 

С точностью до 1 мг взвешивают 75 мг сульфатазы Helix pomatia типа H1 (C.3.1) в центрифужной пробирке вместимостью 10 см3 (C.3.7). Растворяют в 3 см3 воды и 2 см3 этанола, перемешивая с помощью вихревого смесителя в течение 3 мин. Центрифугируют при 5000 об/мин в течение 1 мин и удаляют осадок. К надосадочной жидкости добавляют 8 см3 этанола и перемешивают с помощью вихревого смесителя в течение 3 мин. После 45 мин декантирования центрифугируют при 5000 об/мин в течение 10 мин. Удаляют надосадочную жидкость и осадок растворяют в 5 см3 воды и хранят при температуре минус 18 °C, если активность не проверяется в тот же день. Рекомендуется готовить раствор сульфатазы несколькими партиями, чтобы избежать последовательного замораживания и оттаивания. 

[bookmark: ПунктC43]C.4.3	Измерение активности очищенной сульфатазы

C.4.3.1	Используя пипетку, переносят 2 см3 буферизованного раствора синигрина (C.3.5) в контрольную и измерительную кюветы спектрометра (C.3.8), с установленной длиной волны 229 нм и температурой кюветы 30 °С. В момент времени t = 0 в измерительную кювету вносят 50 мм3 очищенной сульфатазы (C.4.1 или C.4.2) и сразу же включают регистратор. Регистратор выключают, когда оптическая плотность больше не меняется (Ae), строят касательную к точке t = 0 и измеряют градиент ΔA/Δt.

Примечание – При отсутствии регистратора для построения графика оптической плотности, данные можно считать с дисплея спектрометра и вручную отобразить на графике. При этом начало реакции должно быть точно зафиксировано для построения касательной к точке t = 0.

C.4.3.2	Активность раствора сульфатазы представляет собой количество мкмоль десульфатированного синигрина в минуту при 30 °C на см3 этого раствора. Активность измеряют по упрощенной формуле (C.1)
[bookmark: ФормулаC1]					           (C.1)
где A – числовое значение активности в единицах активности на см3 (ед./см3); 
∆A/∆t – числовое значение градиента касательной к точке t = 0, в единицах оптической плотности в минуту;
Ae – числовое значение разницы между оптической плотностью десульфатированного синигрина в состоянии равновесия и оптической плотностью в момент времени t = 0.
C.4.3.3	Расчет активности может быть выполнен, как описано в C.4.3.4 – C.4.3.5.
[bookmark: ПунктC434]C.4.3.4	В соответствии с определением активности, как показано в формуле (C.2)
[bookmark: ФормулаC2]     				           (C.2)
где ∆N – количество молей десульфатированного синигрина за время Δt; 
v – числовое значение объема раствора сульфатазы, введенного в реакционную среду, дм3 (т.е. 50 × 10-6);
106 – числовое значение коэффициента для перевода молей в микромоли (мкмоль);
103 – числовое значение коэффициента для перевода дм3 в см3.
	 				
где V – числовое значение объема реакционной среды, дм3 (т.е. 2,05 × 10−3);
∆c – числовое значение изменения концентрации синигрина за время Δt, моль/дм3.
[bookmark: ПунктC435]C.4.3.5	В соответствии с законом Бугера-Ламберта-Бера, как показано в формуле (C.3)
[bookmark: ФормулаC3]					           (C.3)
где ∆A – числовое значение разницы оптических плотностей за время Δt в начале реакции;
∆ε – числовое значение разницы (в диапазоне 1500 л.моль−1см−1) молярных коэффициентов экстинкции синигрина и десульфосинигрина при 229 нм;
1 – числовое значение длины пути, см.
∆ε может быть выражено с помощью Ae и ce согласно формуле (C.4)
[bookmark: ФормулаC4]					           (C.4)
где Ae – числовое значение разницы между оптической плотностью десульфатированного синигрина в состоянии равновесия и оптической плотностью в момент времени t = 0;
ce – числовое значение концентрации десульфосинигрина в состоянии равновесия, моль/дм3, а именно: 
 
cd – числовое значение концентрации исходного раствора синигрина                                                (0,15 × 10-3 моль/дм3);
r – числовое значение в равновесии при десульфатировании синигрина (0,95).
Из выражений для ∆ε, ∆c, ∆N и a следует:
 

[bookmark: ПунктC44]C.4.4	Приготовление «готовых к использованию» растворов

Очищенную сульфатазу разбавляют водой таким образом, чтобы получить, в зависимости от активности, измеренной по C.4.3, раствор с активностью 0,25 ед./см3.

Пример	– Если измерение активности раствора очищенной сульфатазы объемом 1,5 см3 дает значение 0,75 ед./см3, то раствор разбавляют 3 см3 воды таким образом, чтобы получить 4,5 см3 раствора с активностью 0,25 ед./см3.

Поскольку коэффициент разбавления может быть впоследствии скорректирован на основе результатов проверки десульфатирования (C.4.5), рекомендуется хранить запас неразбавленной очищенной сульфатазы (C.4.1 или C.4.2).

[bookmark: ПунктC45]C.4.5	Проверка активности сульфатазы на ионообменных колонках

Поскольку десульфатирование глюкозинолатов происходит с разной скоростью, для получения количественно точных результатов необходимо убедиться, что глюкозинолаты, перенесенные на ионообменник, полностью десульфатированы по истечении выбранного для десульфатирования периода времени (15 ч).
Для этого проверяют кинетику десульфатирования в рабочих условиях следующим образом.
· Готовят экстракт объемом приблизительно 8 см3, проведя, например, четыре экстракции в соответствии со стандартной процедурой (9.2) добавляя внутренний стандарт, контрольный образец, и собирая по 2 см3 экстракта, полученного в результате каждой экстракции;
· Переносят 1 см3 экстракта в каждую из шести ионообменных колонок и проводят десульфатирование в соответствии со стандартной процедурой, приведенной в 9.5, установив для колонок разное время десульфатирования 1, 2, 4, 8, 16 и 32 ч (экстракты и сульфатазу переносят одновременно и элюируют каждую колонку через 1, 2, 4, 8, 16 и 32 ч соответственно). Все шесть элюатов анализируют методом ВЭЖХ по стандартной методике, приведенной в 9.6, и для всех элюатов регистрируют площади основных пиков.
· Далее строят кривые (площадь пика десульфоглюкозинолата) = f (длительность десульфатирования) для основных глюкозинолатов и внутреннего стандарта. Плоскость каждой кривой соответствует полному десульфатированию глюкозинолатов.
Начало плоскости наиболее медленно десульфатируемого глюкозинолата должно располагаться в промежутке времени, которое значительно меньше 15 ч (например, 8 ч).
Напротив, коэффициент разбавления очищенной сульфатазы следует уменьшить, чтобы повысить активность раствора сульфатазы, переносимой на колонки (увеличение объема сульфатазы, переносимой на колонку, не улучшает выход десульфатирования).
Значение площади пика внутреннего стандарта на этом этапе можно использовать в качестве контрольного при проведении повседневных анализов, поскольку условия введения внутреннего стандарта остались неизменными.
Проверку десульфатирования необходимо проводить при значительном изменении условий работы (тип ионообменной колонки, концентрация используемой сульфатазы, температура окружающей среды).



Приложение D
(справочное)

Проверка работоспособности системы и колонки ВЭЖХ 

D.1	Общие положения

Данная процедура может быть использована для проверки работоспособности любой колонки или системы ВЭЖХ, которые ранее не применялись в настоящем стандарте.

D.2	Процедура

D.2.1	Форма пиков синигрина и глюкотраопаеолина

Подготавливают стандарты, как указано в 5.5. Используя рабочий раствор внутреннего стандарта, вводят не более 50 мм3 в колонку ВЭЖХ. Внимательно изучают форму пика(ов). Они должны быть симметричными, не должно быть неразделенных пиков и пиков «наездников», наличие которых указывает на чрезмерный объем инъекции. Следует убедиться, что объем инъекции не превышает 50 мм3. Если использовался режим ввода с полным заполнением петли инжектора, проблема может быть вызвана чрезмерным мертвым объемом в месте соединения петли с инжектором. Следует заменить петлю, чтобы исправить эту проблему. Использование колонки большего диаметра (4,6 против 3 мм) также может исправить проблему.

D.2.2	Разделение внутренних стандартов

На той же хроматограмме исследуют пики синигрина и глюкотраопаеолина. Определяют время удерживания обоих внутренних стандартов. Они должны быть полностью разделены относительно друг друга. На рисунке 1 приведены примеры качественных хроматограмм.

D.2.3	Критическое разделение

Подготавливают и анализируют экстракт рапса, как описано в настоящем стандарте. Следует убедиться, что пики для а) десульфоглюкоиберина (пик 1) и десульфопрогоитрина (пик 2), б) десульфоглюкобрассиканапина (пик 11) и десульфоглюкотропаеолина (пик 12), и в) десульфоглюконастуртиина (пик 14) и десульфо-4-метоксиглюкобрассицина (пик 15) полностью разделены друг от друга (см. хроматограммы на рисунке 1). Некоторые колонки для ВЭЖХ не могут разделить эти пики и не подходят для данного метода. Некоторые колонки для ВЭЖХ могут изменить порядок элюирования пиков. Такие колонки можно использовать для данного метода только при условии, что пики правильно идентифицированы и полностью разделены друг от друга. Одной из причин недостаточного разделения может быть неэффективное смешивание растворителей А и В в системе ВЭЖХ, что проявляется в виде слишком широких пиков, время удерживания которых варьируется от анализа к анализу. Эту проблему можно исправить добавлением смесителя.

D.3	Пригодность системы

D.3.1	Общие положения

Для обеспечения правильной работы системы ВЭЖХ необходимо выполнить этап проверки работоспособности системы. Перед запуском любых тестовых раствором необходимо проверить точность и отсутствие эффекта переноса сигнала в соответствии с D.3.2 – D.3.3.

[bookmark: ПунктD32]D.3.2	Системные дефекты

Первые две инъекции холостого раствора в начале рабочего дня не должны приводить к появлению дефектов. Наличие дефектов в обоих хроматограммах свидетельствует о загрязнении системы, которое будет проявляться во всех последующих анализах. Если дефекты присутствуют только в первой хроматограмме и исчезают во второй, это указывает на накопление примесей в системе. В таком случае первым образцом в каждой аналитической серии должен быть холостой раствор.

[bookmark: ПунктD33]D.3.3	Эффект переноса – Точность системы

Выполняют пять повторных определений раствора внутреннего стандарта. Рассчитывают концентрацию каждого аналита и вычисляют среднее значение, стандартное отклонение и относительное стандартное отклонение (RSD) полученных результатов. В идеале RSD для всех пиков должно быть менее 0,2 %. Если RSD более 0,5 %, то система считается непригодной для анализа, в этом случае необходимо найти причину проблемы и устранить ее.

Примечание – Колонка обращенно-фазовой ВЭЖХ: допустимо использование любых колонок с обращенной фазой (ОФ) C8 и C18, соответствующие требованиям работоспособности. Однако многие колонки ОФ C8 и C18 с одинаковым размером частиц различаются по размеру пор, площади поверхности, содержанию углерода и чистоте силикагеля. Некоторые колонки также подвергаются эндкепированию для минимизации влияния непрореагировавших силанольных групп. Эти характеристики придают различным колонкам C18 и C8 разные полярные и гидрофобные свойства, поэтому не все колонки C8 и C18 подходят для этого анализа, и выбор колонки имеет решающее значение для достижения желаемого разделения.


Приложение E
(справочное)

Элюирование в изократическом режиме 

E.1	Внутренний стандарт

При изократическом элюировании на цианопропильной стационарной фазе не допускается применение синигрина для анализа рапса из-за невозможности разделить его и другие глюкозинолаты. Вместо него следует использовать глюкотропаеолин (бензилглюкозинолат калия, M = 447,5 г/моль или бензилглюкозинолат тетраметиламмония, M = 482,6 г/моль) (5.7). Глюкотропаеолин можно использовать в гидратированной форме, в этом случае молярная масса и степень чистоты должны быть известны и учтены при приготовлении раствора.
См. таблицу 1 для определения концентрации раствора внутреннего стандарта, используемого в соответствии с предполагаемым содержанием глюкозинолатов в образце, и таблицу 2 для определения массы глюкотропаеолина для приготовления 100 см3 водного раствора.

E.2	Подвижные фазы для изократического элюирования

E.2.1	Элюент

Смесь воды и ацетонитрила, отфильтрованная через фильтр 0,22 мкм. Содержание ацетонитрила зависит от используемой колонки ВЭЖХ. Она может составлять, например:
· для Lichrospher CN: от 0 % до 5 %, и
· для Nucleosil CN и Hypersil CN: около 10 %.

Примечание – Ацетонитрил можно заменить метанолом (при этом его доля в воде удваивается) и это не приведет к ухудшению характеристик анализа. Использование метанола может незначительно изменить селективность разделения по сравнению с ацетонитрилом.

E.2.2	Раствор для промывания: ацетонитрил для ВЭЖХ, раствор в воде с объемной долей 25 %.



E.3	Колонка для изократического элюирования

ВЭЖХ-колонка размером 250 × 4 мм или 250 × 4,6 мм с цианопропильной стационарной фазой на силикагеле с размером частиц менее или равным 5 мкм.
Селективность и удерживающая способность выбранной колонки должны обеспечивать уровень разделения десульфоглюкозинолатов, как показано на рисунке E.1.
Новые колонки должны быть предварительно кондиционированы в соответствии с инструкциями производителя для получения воспроизводимых результатов. В частности, перед первым использованием колонку следует промыть чистым этанолом для удаления растворителя, используемого для хранения, который обычно не смешивается с водой.
Эффективность работы колонки следует регулярно контролировать, предпочтительно с использованием контрольного образца десульфоглюкозинолатов рапса. В частности, колонка не должна разрушать десульфо-4-гидроксиглюкобрассицин, являющийся важным, но относительно нестабильным десульфоглюкозинолатом. Пики должны быть симметричными, не должно быть неразделенных пиков и пиков «наездников». Внутренний стандарт должен быть четко отделен от других пиков.
Проверку работоспособности системы и колонки ВЭЖХ (форма пика и пригодность системы) следует проводить в соответствии с 9.6.2.1 в модификации, исключающей использование синигрина в качестве внутреннего стандарта.

Примечание – В рамках настоящего стандарта были успешно апробированы следующие колонки, показавшие удовлетворительные результаты: колонка Lichrospher CN, 5 мкм (250 × 4,0 мм); колонка Nucléosil CN, 5 мкм (250 × 4,6 мм) или колонка Hypersil CN, 5 мкм (250 × 4,6 мм)[footnoteRef:5]4). [5: 4) Примеры подходящих продуктов, имеющихся в продаже. Эта информация приведена для удобства пользователей настоящего стандарта и не связана с поддержкой данных продуктов со стороны ISO. ] 


E.4	Хроматография с изократическим элюированием (упрощенный метод)

E.4.1	Настройка прибора и элюента

Устанавливают температуру колонки на 30 °C, длину волны детектора на 229 нм. Колонку промывают элюентом (5.9) со скоростью потока 1 см3/мин. Когда базовая линия стабилизируется, устанавливают начальные условия изократического элюирования со скоростью 1 см3/мин в соответствии с выбранной ВЭЖХ-колонкой и дают системе стабилизироваться в течение как минимум 15 мин. После стабилизации базовой линии оборудование готово к инъекции.

Примечание – После стабилизации системы с элюентом для анализа (5.8), элюент из колонки можно без проблем рециркулировать в колбу для элюента. Это повышает стабильность условий анализа (время удерживания) и увеличивает срок службы колонки. После многократных инъекций может наблюдаться небольшое смещение базовой линии, который легко корректируется обнулением детектора.

После многократных инъекций и длительного времени работы в изократическом режиме элюирования может наблюдаться заметное смещение базовой линии или появление ложных пиков. Колонку следует промывать элюентом (5.9) до стабилизации базовой линии. Во время этой процедуры элюент из колонки не должен рециркулироваться в колбу с элюентом.

E.4.2	Анализ

В хроматограф вводят не более 50 мм3 раствора десульфоглюкозинолата, полученного в соответствии с 9.5.5.
При необходимости корректируют долю ацетонитрила в элюенте для достижения приемлемого профиля элюирования (рисунок E.1) и сопоставимого времени удерживания.

E.4.3	Обработка хроматограмм

E.4.3.1	Идентификация пиков

При этом методе некоторые десульфатированные производные глюкозинолатов рапса плохо разделяются, но точность количественного определения общих глюкозинолатов обеспечивается корректным разделением пика внутреннего стандарта (№ 5, рисунок E.1) от соседних пиков (№ 4 и 6) и корректным разделением пиков № 6, 7 и 8, имеющих очень разные относительные коэффициенты пропорциональности.
Порядок элюирования приведен на рисунке E.1:
1)	Десульфоглюкоиберин, десульфопрогоитрин, десульфоэпипрогоитрин, десульфоглюкорафанин, десульфоглюконаполеиферин и десульфоглюкосинигрин;
2)	Десульфоглюкоалиссин, десульфоглюконапин;
3)	Десульфосиналбин;
4)	Десульфоглюкобрассиканапин;
5)	Десульфоглюкотропаеолин;
6)	Десульфо-4-гидроксиглюкобрассицин;
7)	Десульфоглюконастуртиин;
8)	Десульфоглюкобрассицин;
9)	Десульфо-4-метоксиглюкобрассицин;
10)	Десульфонеоглюкобрассицин.
Идентификация пиков может быть проведена путем сравнения с хроматограммой, полученной из стандартного образца, или с помощью УФ-детектирования на определенной длине волны (275 нм для индольных глюкозинолатов, № 6, 8, 9 и 10).
[image: ]

[bookmark: РисунокE1]1 – десульфопрогоитрин; 2 – десульфоглюкоалиссин, десульфоглюконапин; 3 – десульфосиналбин;
4 – десульфоглюкобрассиканапин; 5 – десульфоглюкотропаеолин;
6 – десульфо-4-гидроксиглюкобрассицин; 7 – десульфоглюконастуртиин; 
8 – десульфоглюкобрассицин; 9 – десульфо-4-метоксиглюкобрассицин; 
10 – десульфонеоглюкобрассицин

Рисунок E.1 – Пример типичной хроматограммы семян рапса, полученной методом градиентного элюирования


E.4.3.2	Количественный анализ

Учитывают только пики, соответствующие десульфоглюкозинолатам, площадь которых превышает 1 % от общей суммы площадей этих пиков.
Необходимо убедиться, что интегратор корректно обрабатывает плохо разделенные пики и пики высокой интенсивности. При необходимости повторно вводят раствор десульфоглюкозинолата (9.5.5) предварительно разбавив его водой.

E.5	Обработка результатов

[bookmark: ПунктE51]E.5.1	Расчет содержания глюкозинолатов

Содержание каждого глюкозинолата Cg, мкмоль/г сухого вещества продукта, вычисляют по формуле (E.1)
[bookmark: ФормулаE1]				           (E.1)
где Ag – числовое значение площади пика, рассчитанное интегратором, соответствующее определяемому десульфоглюкозинолату;
As – числовое значение площади пика, рассчитанное интегратором, соответствующее десульфоглюкозинолату, используемому в качестве внутреннего стандарта;
Kg – числовое значение относительного коэффициента пропорциональности десульфоглюкозинолата;
Ks – числовое значение относительного коэффициента пропорциональности десульфоглюкозинолата, используемого в качестве внутреннего стандарта;
M – числовое значение массы навеску, г;
N – числовое значение количества внутреннего стандарта, добавленного в пробирку по 9.2, мкмоль;
W – числовое значение содержания влаги и летучих веществ в пробе для испытания, %.
Для выражения результата с учетом конкретного содержания влаги и летучих веществ ws [например, ws = 9 %], результат Cg, полученный для сухого вещества продукта (как указано выше), следует умножить на коэффициент: 
	

E.5.2	Относительные коэффициенты пропорциональности 

Следует использовать относительные коэффициенты пропорциональности (Ki), приведенные в таблице E.1.

Примечание – Данные относительные коэффициенты пропорциональности были определены экспериментально, а единое значение было выбрано и согласовано лабораториями, принимавшими участие в испытании. В дальнейшем они могут быть пересмотрены и изменены.

[bookmark: ТаблицаE1]Таблица E.1 – Относительные коэффициенты пропорциональности (Ki), подлежащие применению
	
	Десульфоглюкозинолат
	Ki

	1. 
	Десульфоглюкоиберин
	1,07

	2. 
	Десульфопрогоитрин
	1,09

	3. 
	Десульфоэпипрогоитрин
	1,09

	4. 
	Десульфосинигрин
	1,00

	5. 
	Десульфоглюкорафанин
	1,07

	6. 
	Десульфоглюконаполеиферин
	1,00

	7. 
	Десульфосиналбин
	0,50

	8. 
	Десульфоглюконапин и Десульфоглюкоалиссин
	1,11

	9. 
	Десульфо-4-гидроксиглюкобрассицин
	0,28

	10. 
	Десульфоглюкобрассиканапин
	1,15

	11. 
	Десульфоглюкотропаеолин
	0,95

	12. 
	Десульфоглюкобрассицин
	0,29

	13. 
	Десульфоглюконастуртиин
	0,95

	14. 
	Десульфо-4-метоксиглюкобрассицин
	0,25

	15. 
	Десульфонеоглюкобрассицин
	0,20

	16. 
	Другие десульфоглюкозинолаты
	1,00



E.6	Расчет общего содержания глюкозинолатов 

Общее содержание глюкозинолатов, выраженное в микромолях на грамм сухого вещества продукта, равно сумме содержаний каждого глюкозинолата (соответствующая площадь пика которого больше 1 % от суммы площадей пиков).

E.7	Точность 

[bookmark: _Toc228203160]E.7.1	Межлабораторные испытания

Результаты межлабораторных испытаний по определению точности метода приведены ниже. Значения, полученные в ходе данных межлабораторных испытаний, могут оказаться неприменимы к другим образцам, отличным от приведенных.
[bookmark: _Toc228203161]E.7.2	Повторяемость 

Абсолютное расхождение между результатами двух независимых единичных испытаний, полученными при использовании одного и того же метода, на идентичном испытуемом материале, в одной лаборатории, одним оператором, на одном и том же оборудовании, в пределах короткого промежутка времени, не должно превышать 2 мкмоль/г для содержания глюкозинолатов ниже 20 мкмоль/г; и 4 мкмоль/г для содержания глюкозинолатов в диапазоне от 20 до 35 мкмоль/г.

[bookmark: _Toc228203162]E.7.3	Воспроизводимость

Абсолютное расхождение между результатами двух единичных испытаний, полученными при использовании одного и того же метода, на идентичном испытуемом материале, в разных лабораториях, разными операторами, на различном оборудовании, не должно превышать 4 мкмоль/г для содержания глюкозинолатов ниже 20 мкмоль/г; и 8 мкмоль/г для содержания глюкозинолатов в диапазоне от 20 до 35 мкмоль/г.

E.8	Протокол испытания 

Протокол испытания должен включать:
· всю информацию, необходимую для полной идентификации пробы;
· используемый метод отбора проб, если он известен;
· используемый метод испытания вместе со ссылкой на настоящий стандарт;
· все подробности, не указанные в этом стандарте или рассматриваемые как необязательные, вместе с подробностями всех побочных обстоятельств, которые могут повлиять на результат(ы) испытания;
· полученный(е) результат(ы) испытания;
· окончательный результат, если соблюдены условия повторяемости.

E.9	Результаты межлабораторных испытаний для метода ВЭЖХ с изократическим элюированием

В 1988 году во Франции и Бельгии было проведено межлабораторное испытание [7] с участием 6 лабораторий, каждая из которых выполнила по три определения методом изократического элюирования для образцов A′, B′ и C′. Статистические результаты (расчет по ISO 5725:1986 [2]) приведены в таблице E.2.
[bookmark: ТаблицаE2]Таблица E.2 – Статистические результаты межлабораторных испытаний 1988 года – Изократическое элюирование
	Образец
	Семена рапса
	Семена рапса
	Семена рапса

	
	A′
	B′
	C′

	Количество лабораторий, оставшихся после исключения выбросов
	5
	5
	4

	Среднее значение содержания глюкозинолатовa 
	11,2
	21,3
	53,0

	Стандартное отклонение повторяемости sra 
	0,32
	0,41
	1,4

	Коэффициент вариации повторяемости, %
	2,8
	1,9
	2,6

	Предел повторяемости r (2,8sr)a
	0,90
	1,1
	3,9

	Стандартное отклонение воспроизводимости sRa
	1,3
	1,9
	8,5

	Коэффициент вариации воспроизводимости, %
	11
	8,7
	16

	Предел воспроизводимости R (2,8sR)a
	3,6
	5,3
	23,8

	a Выражено в мкмоль/г сухого вещества продукта.





В 2014 году было проведено международное межлабораторное испытание с участием 6 лабораторий, каждая из которых выполнила по два определения методом изократического элюирования для образцов A – F. Статистические результаты (расчет по ISO 5725:1986 [2]) приведены в таблице E.3.
[bookmark: ТаблицаE3]Таблица E.3 – Статистические результаты межлабораторных испытаний 2014 года 
	Образец
	A
	B
	C
	D
	E
	F

	Тип пробы
	Brassica napus жмых и шрот
	Brassica napus семена
	Brassica juncea жмых и шрот
	Brassica juncea семена
	Brassica napus (canola) семена
	Brassica napus (canola) жмых и шрот

	Количество участвующих лабораторий
	6
	6
	5
	6
	6
	6

	Количество лабораторий, оставшихся после исключения выбросов
	6
	6
	6
	6
	6
	5

	Среднее значение содержания глюкозинолатовa 
	8,64
	14,37
	167,75
	14,59
	9,55
	2,39

	Стандартное отклонение повторяемости sra 
	0,21
	0,20
	1,12
	0,41
	0,65
	0,13

	Коэффициент вариации повторяемости, %
	2,4
	1,4
	0,7
	2,8
	6,8
	5,5

	Предел повторяемости r (2,8sr)a
	0,58
	0,57
	3,13
	1,14
	1,82
	0,37

	Стандартное отклонение воспроизводимости sRa
	2,37
	1,87
	20,10
	1,89
	2,24
	1,41

	Коэффициент вариации воспроизводимости, %
	27,4
	13,0
	12,0
	12,9
	23,4
	59,1

	Предел воспроизводимости R (2,8sR)a
	6,63
	5,24
	56,28
	5,29
	6,26
	3,96

	a Выражено в мкмоль/г сухого вещества продукта.



Приложение ДА
(справочное)

Сведения о соответствии ссылочных международных стандартов межгосударственным стандартам
Таблица ДА.1
	Обозначение ссылочного международного стандарта
	Степень соответствия
	Обозначение и наименование соответствующего межгосударственного стандарта

	ISO 664 
	MOD
	ГОСТ 29141–91 (ИСО 664–90) «Семена масличных культур. Выделение пробы для анализа из средней пробы»

	ISO 665
	IDT
	ГОСТ ISO 665–2017 «Семена масличных культур. Определение содержания влаги и летучих веществ»

	ISO 771
	–
	*

	ISO 3696
	IDT
	ГОСТ ISO 3696–2013 «Вода для лабораторного анализа. Технические требования и методы контроля»

	ISO 5502
	IDT
	ГОСТ ISO 5502–2023 «Жмыхи и шроты. Подготовка пробы для испытаний»

	* Соответствующий межгосударственный стандарт отсутствует. До его принятия рекомендуется использовать перевод на русский язык данного международного стандарта. Перевод данного международного стандарта находится в Федеральном информационном фонде стандартов.

Примечание – В настоящей таблице использованы следующие условные обозначения степени соответствия стандарта:
- MOD – модифицированный стандарт.
- IDT – идентичный стандарт.
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