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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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Дата введения — 

1 Область применения

Настоящий стандарт распространяется на корма,комбикорма, комбикормовое сырье, кормовые добавки для животных и устанавливает методы высокоэффективной жидкостной хроматографии для определения содержания массовой доли жирорастворимых витаминов (А (суммы ретинола и его сложноэфирных форм), Д3 (холекальциферола), Е (суммы α-токоферола и его сложноэфирных форм)):
- с масс-спектрометрическим детектированием (далее – ВЭЖХ-МС/МС) в диапазоне измерений массовых долей жирорастворимых витаминов: А - от 0,35 до 14,0 мг/кг, Д3 - от 0,0065 до 1,0000 мг/кг, Е - от 0,63 до 50,0 мг/кг;
- со спектрофотометрическим детектированием (далее ВЭЖХ-УФ) в диапазоне измерений массовых долей жирорастворимых витаминов: А - от 12 до 106 мг/кг, Д3 - от 1 до 106 мг/кг, Е - от 50 до 106 мг/кг.
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 ветиляционные. Общие требования
ГОСТ 1770 (ИСО 1042–83, ИСО 4788–80) Посуда мерная лабораторная стеклянная. Цилиндры, мензурки, колбы, пробирки. Общие технические условия 
ГОСТ 2652 Калия бихромат технический. Технические условия
ГОСТ 5952 Спирт этиловый ректификованный из пищевого сырья. Технические условия
ГОСТ 6995 Реактивы. Метанол-яд. Технические условия
ГОСТ 13496.0 Комбикорма, комбикормовое сырье. Методы отбора проб
ГОСТ 14262 Кислота серная особой чистоты. Технические условия
ГОСТ 17681 Мука животного происхождения. Методы испытаний
ГОСТ 24363 Реактивы. Калия гидроокись. Технические условия
ГОСТ 25336 Посуда и оборудование лабораторные стеклянные. Типы, основные параметры и размеры
ГОСТ 27752 Часы электронно-механические кварцевые настольные, 
ГОСТ ИСО 5725-6[footnoteRef:1] Точность (правильность и прецизионность) методов и результатов измерений. Часть 6. Использование значений точности на практике [1:   В Российской Федерации действует ГОСТ Р ИСО 5725-6-2002. «Точность (правильность и прецизионность) методов и результатов измерений. Часть 6. Использование значений точности на практике».
] 

ГОСТ ISO 6497 Корма. Отбор проб
ГОСТ 13496.0 Комбикорма, комбикормовое сырье. Методы отбора проб.
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
3.1 Метод высокоэффективной жидкостной хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием (метод А)
Метод основан на щелочном гидролизе пробы и экстракции жирорастворимых витаминов гексаном с последующим количественным определением их методом ВЭЖХ - МС/МС в режиме мониторинга множественных реакций (ММР). 
Допускается использование метода внутреннего стандарта, если соответствующие тесты по полноте обнаружения подтверждают, что поведение внутреннего стандарта и аналитов в процессе анализа тождественно. 
3.2 Метод высокоэффективной жидкостной хроматографии со спектрофотометрическим детектированием (метод Б)
Метод основан на щелочном гидролизе пробы и экстракции жирорастворимых витаминов гексаном. Анализ полученных экстрактов проводят методом ВЭЖХ - УФ в области спектра с заданной длиной волны. Количественное определение проводят методом абсолютной градуировки. 
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, ГОСТ 6995.
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 действий прямого солнечного света или ультрафиолетового излучения.
4.3 Все процедуры, связанные с подготовкой проб испытуемого материала и стандартов, проводят 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 жидкостной хроматографии, хромато-масс-спектрометрии и изучивших инструкции по эксплуатации используемых приборов.
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 Отбор проб 
5.1 Отбор проб кормов, комбикормов, комбикормового сырья и кормовых добавок производится по ГОСТ13496.0 и ГОСТ ISO6497
5.2 Поступающая в лабораторию проба должна быть представительной, не поврежденной и не претерпевшей изменений во время транспортирования и хранения.
5.3 Отобранные пробы, при отсутствии возможности испытаний в день отбора, хранят при условиях, указанных производителем в течение периода, не превышающего срок годности продукции, установленный производителем. 

6 Метод высокоэффективной жидкостной хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием (метод А)

6.1 Средства измерений, вспомогательное и испытательное оборудование, материалы, посуда и реактивы 

6.1.1 Для определения содержания жирорастворимых витаминов применяют следующие средства измерений, вспомогательное и испытательное оборудование, материалы и посуду: 
[bookmark: _Hlk158629165]- масс-спектрометр с диапазоном измерений от 50 до 500 атомных единиц массы (а.е.м.), с массовым разрешением не менее 500, точностью измерения массы не ниже 0,1 а.е.м., режимом получения и анализа фрагментных ионов (режим МС/МС);
- система высокоэффективная жидкостная хроматографическая, укомплектованная бинарным насосом со смесителем, термостатом, обеспечивающим температуру нагрева хроматографической колонки до (60 ± 2) °С, устройством для автоматического ввода проб с термостатом, поддерживающим температуру (5 ± 2) °С;
- колонка хроматографическая, заполненная обращено - фазовым сорбентом, длиной 150 мм, диаметром 2 мм и размером частиц сорбента не более 3 мкм*[footnoteRef:2]; [2:  Например, Luna C18 Phenomenex 150*2 мм, 3 мкм. Данная информация приведена для удобства пользователей настоящей методики измерений и не исключает возможность использования других колонок с аналогичными характеристиками.
] 

- спектрофотометр со спектральным диапазоном работы от 190 до 1100 нм, основной погрешностью измерений коэффициента пропускания не более 1 %;
- кюветы кварцевые с длиной оптического пути 1 см;
- часы электронно-механические по ГОСТ 27752;
-весы неавтоматического действия высокого класса точности (II) по ГОСТ OIML R 76-1 с пределом допускаемой погрешности взвешивания не более ±0,03 г;  
- весы специального класса точности (I) по ГОСТ OIML R 76-1 с пределом допускаемой погрешности взвешивания не более ±0,1 мг;   
 - дозаторы механические одноканальные переменной вместимости 100–1000, 1000–5000 мм3;
-  колбы мерные 2-5(10, 25, 50, 100, 1000)-2 по ГОСТ 1770;
-  цилиндры 1(3)-100 (500, 1000)-2 по ГОСТ 1770;
- водяная баня, имеющая диапазон температур от 30 °С до 90 °С с точностью поддержания температуры ± 2 °С;
- центрифуга лабораторная рефрижераторная со скоростью вращения не менее 4500 мин–1 и диапазоном задаваемых температур от 4 °С до 20 °С с адаптерами для пробирок вместимостью 15 и 50 см3;
- встряхиватель (шейкер) вортекс для пробирок с диапазоном скоростей до 2500 мин-1.
- ультразвуковая баня с рабочей частотой не менее 20 кГц и объемом не менее 1 дм3;
- модуль термостатируемый нагревательный с системой отдувки растворителей инертным газом и максимальной температурой термостатирования не менее 40 ºС;
-систему получения деионизированной воды высокой чистоты с удельным сопротивлением не более 18,2 МОм-см при температуре 20 °С;
- холодильник бытовой с рабочим диапазоном температур от 2 °С до 8 °С;
- камера лабораторная морозильная с рабочим диапазоном температур от минус 15 °С до минус 25 °С;
- измельчитель-гомогенизатор лабораторный;
- виалы (флаконы) стеклянные вместимостью 2 см3 с навинчиваемыми крышками и тефлоновыми прокладками диаметром 9 мм;
- лакмусовая индикаторная бумага с диапазоном рН 1-14;
- диспенсер бутылочный объемом 2,5-25 см3 с точностью дозирования ± 0,3 %;
- пробирки полипропиленовые вместимостью 15 и 50 см3 с завинчивающимися крышками;
- полипропиленовые флаконы с завинчивающимися крышками (100-500 см3);
- шприцы медицинские с иглой одноразового применения вместимостью 2,0-5,0 см3;
- фильтры нейлоновые шприцевые с размером пор 0,45 мкм.
6.1.2. Для проведения испытаний применяют следующие реактивы:
- метанол, осч, для градиентной ВЭЖХ; 
- вода деионизированная высокой чистоты с удельным сопротивлением 18,2 МОм·см при температуре 25 °С;
- аммонийная соль муравьиной кислоты (формиат аммония), с содержанием основного вещества 97 %;
- спирт этиловый ректификованный;
- калия гидроксид, с содержанием основного вещества не менее 86,5%;
- гидрохинон, с содержанием основного вещества не менее 99,0 %;
- гексан, с содержанием основного вещества не менее 99,0 %;
- изопропиловый спирт, с содержанием основного вещества не менее, 99,9 %;
6.1.3. Для проведения испытаний применяют следующие стандартные образцы:
- ретинила ацетат или ретинол (витамин А), с содержанием основного вещества не менее 98 %;
- холекальциферол (витамин Д3), с содержанием основного вещества не менее 98 %;
- dl - α-токоферола ацетат или токоферол (витамин Е), с содержанием основного вещества не менее 98,0 %;
- витамина Д3[d3], раствор в этаноле,100 мкг/см3;
- α- витамин Е- d6 (фенил-5,7-диметил-d6), с чистотой не менее 95 %;
-9-цис-ретинола ацетат-d5, с чистотой не менее 92 %.
6.1.4 Допускается применение других средств измерений, посуды не уступающих вышеуказанным по метрологическим и техническим характеристикам, и обеспечивающим необходимую точность измерения, а также вспомогательного и испытательного оборудования, реактивов, стандартных образцов и материалов по качеству не ниже вышеуказанных. 

6.2 Подготовка к проведению измерений
6.2.1 Приготовление растворов 
6.2.1.1 Приготовление подвижной фазы А (2 ммоль/дм3 формиата аммония в метаноле). 
Для приготовления подвижной фазы А в мерную колбу вместимостью 1000 см3 вносят от 800,0 до 900,0 см3 метанола и добавляют (0,126 ± 0,001) г формиата аммония, доводят объём до метки метанолом и перемешивают. Полученный раствор дегазируют на ультразвуковой бане в течение 10 мин.
Срок хранения при температуре от 15 °С до 25 °С – не более 1 мес.  
6.2.1.2 Приготовление подвижной фазы Б (2 ммоль/дм3 формиата аммония в деионизированной воде).
Для приготовления подвижной фазы Б в мерную колбу вместимостью 1000 см3 вносят от 800,0 до 900,0 см3 деионизированной воды и добавляют (0,126 ± 0,001) г формиата аммония, доводят объём до метки деионизированной водой и перемешивают. Полученный раствор дегазируют на ультразвуковой бане в течение 10 мин.
Срок хранения при температуре от 15 °С до 25 °С – не более 1 мес.
6.2.1.3 Приготовление водно-спиртового раствора калия гидроксида концентрацией 2 моль/дм3
В мерную колбу вместимостью 100 см3 вносят 11,20 ± 0,01 г гидроксида калия, растворяют в 10,0 см3 деионизированной воды, перемешивают, после охлаждения доводят объем раствора этиловым спиртом до метки и перемешивают.
Раствор готовят в день использования из расчета 20 см3 на одну пробу и хранят в полипропиленовых флаконах с плотно завинчивающимися крышками.
6.2.2 Приготовление стандартных растворов 
Массовую концентрацию исходных стандартных растворов уточняют согласно Приложению А.
6.2.2.1 Приготовление исходных растворов C0 стандартных образцов с концентрацией ретинила ацетата 0,7 мг/см3, холекальциферола - 0,26 мг/см3, dl – α-токоферола ацетата - 1,25 мг/см3.
В мерные колбы вместимостью 50 см3 вносят вычисленные по формуле (1) и указанные в таблице 1 номинальные массы стандартных образцов (взвешивание проводят с точностью до четвертого десятичного знака), растворяют в небольшом количестве изопропиловым спиртом и доводят объем раствора тем же растворителем до метки: 


(1)

где A – номинальное значение массы i-го стандартного образца, г, указанное в таблице 1;
0,01 – коэффициент пересчета, учитывающий переход массовой доли основного вещества из процентов в относительную величину;
 – массовая доля основного вещества в стандартном образце, %;

Таблица 1 ̶ Номинальное значение массы стандартного образца и внутреннего стандарта
	Стандартный образец
	Номинальное значение массы стандартного образца (А)

	Ретинил ацетат (Витамин А)
	0,035 г

	Холекальциферол (Витамин Д3)
	0,013 г

	Dl – α-Токоферол ацетат (Витамин Е)
	0,063 г

	Витамина Д3[d3] 
	0,1 см3

	9-цис-ретинола ацетата-d5
	0,01 г

	Витамин Е (Альфа Токоферол - d6)
	0,001 г



Срок хранения растворов С0 при температуре от минус 22 °С до минус 18 °С – не более 3 мес. 
6.2.2.2 Приготовление смеси рабочих стандартных растворов ретинила ацетата (С1-С7), холекальциферола (С1-С7), dl – α-токоферола ацетата (С1-С6) 
В мерные колбы вместимостью 10 см3 вносят исходные и рабочие стандартные растворы в соответствии с таблицей 2. 
Таблица 2 – Приготовление рабочих стандартных растворов С1–С7 смеси витаминов А, Д3, Е.
	
	Номер градуировочного раствора

	
	С1
	С2
	С3
	С4
	С5
	С6
	С7*

	Объём исходного стандартного раствора, С0
	1
	0,1
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Объём рабочего стандартного раствора, С1, см3
	-
	-
	5
	2,5
	1
	-
	-
	-

	Объём рабочего стандартного раствора, С4, см3
	-
	-
	-
	-
	-
	5
	2,5
	1

	Массовая концентрация витамина А в рабочем растворе, мкг/см3
	70,8
	-
	35,4
	17,7
	7,08
	3,54
	1,77
	0,71

	Массовая концентрация витамина Д3 в рабочем растворе, мкг/см3
	-
	2,63
	1,32
	0,66
	0,26
	0,13
	0,065
	0,026

	Массовая концентрация Витамина Е в рабочем растворе, мкг/см3
	124,9
	-
	62,5
	31,2
	12,5
	6,25
	3,10
	-


*Рабочий стандартный раствор С7 готовится только для витаминов А и Д3.
Срок хранения рабочих стандартных растворов смеси витаминов А, Д3, Е 1 месяц при температуре от минус 22 °С до минус 18 °С.
6.2.2.3 Приготовление раствора внутреннего стандарта витамина Д3[d3] концентрацией 1 мкг/см3 (D01)
В мерную колбу вместимостью 10 см3 вносят 0,1 см3 раствора витамина Д3[d3] концентрацией 100 мкг/см3 и доводят до метки изопропиловым спиртом. Срок хранения раствора при температуре от минус 22 °С до минус 18 °С – не более 6 мес. 
6.2.2.4 Приготовление раствора внутреннего стандарта витамина Е (α - Токоферол - d6) концентрацией 40 мкг/см3(D02)
В мерную колбу вместимостью 25 см3 вносят 0,001 г раствора витамина Е (α - Токоферол - d6) и доводят до метки изопропиловым спиртом. Срок хранения раствора при температуре от минус 22 °С до минус 18 °С – не более 6 мес. 
6.2.2.5 Приготовление раствора внутреннего стандарта витамина 9-цис-ретинола ацетата-d5 концентрацией 200 мкг/см3 (D03)
В мерную колбу вместимостью 50 см3 вносят 0,010 г раствора витамина 9-цис-ретинола ацетата-d5 концентрацией 100 мкг/см3 и доводят до метки изопропиловым спиртом. Срок хранения раствора при температуре от минус 22 °С до минус 18 °С – не более 6 мес. 
6.2.2.5 Приготовление раствора внутреннего стандарта витамина 9-цис-ретинола ацетата-d5 концентрацией 20 мкг/см3 (D13)
В мерную колбу вместимостью 10 см3 вносят 1 см3 раствора D03 концентрацией 200 мкг/см3 и доводят до метки изопропиловым спиртом. Срок хранения раствора при температуре от минус 22 °С до минус 18 °С – не более 6 мес. 
6.3 Приготовление градуировочных растворов смеси витаминов А, Д3, Е (G1 – G7)
В полипропиленовую пробирку вместимостью 50 см3 вносят по 0,1 см3 рабочих растворов С1-С7 и по 0,1 см3 растворов внутренних стандартов D01, D02 и D13.  В каждую пробирку добавляют 0,02 ± 0,002 г гидрохинона, 10 см3 водно-спиртового раствора гидроксида калия (п. 6.2.1.3) и перемешивают. Помещают в водяную баню на 30 мин при температуре 80±2 °С при периодическом перемешивании. Затем содержимое пробирок охлаждают до комнатной температуры. Вносят 10 см3 деионизированной воды и 10 см3 гексана, закрывают завинчивающейся крышкой, встряхивают на вортексе в течение 30 секунд и центрифугируют 2 минуты при 2500 мин-1. Верхний (гексановый слой) из каждой пробирки отбирают с помощью механического дозатора в чистые полипропиленовые пробирки на 50 см3. Процедуру экстракции гексаном повторяют еще один раз с 10 см3 гексана. К объединенным гексановым экстракам добавляют 25 см3 деионизированной воды, осторожно перемешивают (для получения нейтральной реакции по индикатору).  Затем верхний (гексановый слой) переносят с помощью механического дозатора (два раза по 10 см3) в полипропиленовые пробирки на 15 см3, помещают на термостатируемый нагревательный модуль и упаривают в токе азота при температуре 40° С до сухого остатка. К полученному сухому остатку приливают дозатором 1,0 см3 метанола и помещают пробирку в ультразвуковую баню на 1 мин. Далее содержимое пробирок перемешивают на вортексе, фильтруют через шприцевой фильтр в виалы и используют для ВЭЖХ МС/МС измерения. Содержание витаминов в градуировочных растворах указано в таблице 3.
Таблица 3 – Содержание витаминов в градуировочных растворах 
	Аналит 


Номер градуиро-
вочного раствора	
	Витамин А,
мкг/см3
	Витамин D3,
мкг/см3
	Витамин Е,
мкг/см3

	G1
	7,1
	0,26
	12,49

	G2
	3,5
	0,13
	6,25

	G3
	1,77
	0,066
	3,12

	G4
	0,71
	0,026
	1,25

	G5
	0,35
	0,013
	0,63

	G6
	0,18
	0,0065
	0,31

	G7
	0,07
	0,0026
	-


Массовая концентрация внутренних стандартов в градуировоных растворах: D01 составляет 0,1 мкг/см3, D02 – 4 мкг/см3, D13 – 2 мкг/см3.
Градуировочные растворы готовят в день применения. Рекомендуемый диапазон градуировочных растворов для витамина А от 0,07 до 7,1 мкг/см3, для витамина Д3 – от 0,0026 до 0,26 мкг/см3, для витамина E– от 0,31 до 12,5 мкг/см3. 
Для построения градуировочного графика для каждого витамина используют не менее трех градуировочных точек в указанных диапазонах.
При приготовлении градуировочных растворов допускается использование набора тех аналитов, которые являются предметом определения в конкретной пробе.

6.4 Подготовка проб
В полипропиленовые пробирки вместимостью 50 см³ вносят (предварительно измельченные) навески проб массой 1,00 г, взвешенные с точностью до четвертого десячного знака и по 0,1 см3 растворов внутренних стандартов D01, D02 и D13.  В каждую пробирку добавляют 0,020 ± 0,002 г гидрохинона, 10 см3 водно-спиртового раствора гидроксида калия (п. 6.2.1.3) и перемешивают. Помещают в водяную баню на 30 мин при температуре 80±2 °С при периодическом перемешивании. Затем содержимое пробирок охлаждают до комнатной температуры. Добавляют 10 см3 деионизированной воды и 10 см3 гексана, закрывают завинчивающейся крышкой, встряхивают на вортексе в течение 30 секунд и центрифугируют 2 минуты при 2500 мин-1. Верхний (гексановый слой) из каждой пробирки отбирают с помощью механического дозатора в чистые полипропиленовые пробирки вместимостью 50 см3. Процедуру экстракции гексаном повторяют еще один раз с 10 см3 гексана. К объединенным гексановым экстракам добавляют 25 см3 деионизированной воды, осторожно перемешивают (для получения нейтральной реакции по индикатору).  Затем верхний (гексановый слой) переносят с помощью механического дозатора (два раза по 10 см3) в полипропиленовые пробирки вместимостью 15 см3, помещают на термостатируемый нагревательный модуль и упаривают в токе азота при температуре 40° С до сухого остатка. К полученному сухому остатку приливают дозатором 1,0 см3 метанола и помещают пробирку в ультразвуковую баню на 1 мин. Далее содержимое пробирок перемешивают на вортексе, фильтруют через шприцевой фильтр в виалы и используют для ВЭЖХ МС/МС измерения. 
Омыление и экстракцию смеси рабочих стандартных образцов и анализируемых проб выполняют одновременно.
Примечание – Из-за высокой чувствительности витаминов А, Д3, Е к ультрафиолетовому свету и воздуху все процедуры, связанные с подготовкой проб испытуемого материала и стандартов проводят в присутствии антиоксиданта (гидрохинона), избегая воздействия натурального и интенсивного флуоресцентного света.

6.5 Порядок выполнения измерений 
6.5.1 Условия хроматографического разделения 
6.5.1.1 Хромато-масс-спектрометр и систему высокоэффективную жидкостную хроматографическую включают в соответствии с руководством (инструкцией) по эксплуатации и устанавливают параметры рабочих режимов масс-спектрометрического детектирования и хроматографического разделения. 
6.5.1.2. Условия хроматографического разделения указаны в таблице 4.
Таблица 4 – Условия хроматографического разделения.
	Температура термостата колонки
	60±2 ºС

	Температура термостата автосэмплера
	5 ±2 ºС

	Скорость потока подвижной фазы
	0,5 см3/мин

	Объем вводимой пробы
	0,01 см3 

	Время анализа
	17 мин

	Условия градиентного элюирования
	Время, мин
	Подвижная фаза А, %
	Подвижная фаза В, %

	
	0,0
	80
	20

	
	0,5
	80
	20

	
	7,0
	95
	5

	
	13,0
	95
	5

	
	13,1
	80
	20

	
	17,0
	80
	20



6.5.1.3 Параметры настройки масс-спектрометрического детектора указаны в таблице 5.
Таблица 5 – Параметры настройки масс-спектрометрического детектора.
	Параметр
	Значение

	Температура газа распылителя, оС
	250

	Поток газа распылителя, дм3/мин
	11

	Давление газа распылителя, атм
	2,7

	Температура фокусирующего газа, оС
	350

	Поток фокусирующего газа, дм3/мин
	12

	Напряжение на капилляре, В
	+ 4000

	Смещение потенциала относительно прибора, В
	+1000



6.5.1.4 Детектирование пиков проводят методом регистрации множественных реакций (ММР).  Для каждого соединения измеряют сигнал для двух или трех ионов-продуктов согласно таблице 6. Более интенсивный пик (*) ионов-продуктов служит для определения концентрации аналитов, остальные используются для подтверждения правильности определения. Пики ионов-фрагментов с массой 91 для витамина А и витамина Д3 различаются по времени их удержания на хроматографической колонке.  Относительное отклонение времени удерживания витаминов в анализируемых пробах от градуировочных данных не должно превышать 2,5 %.
Таблица 6 – Значения масс ионов-предшественников, ионов-продуктов, параметры воздействия на ионы в режиме ММР в условиях электрораспыления (ESI) с регистрацией положительных ионов и время удерживания аналитов.
	Определяемое соединение
	Ион-предшественник, m/z
	Потенциал декластеризации (DP), В
	Ион-продукт, m/z
	Энергия ячейки соударения, В
	Время удерживания, мин

	Витамин А
	269,2
	70
	157,2
	25
	6,8

	
	
	
	119,1
	25
	

	
	
	
	91*
	70
	

	9-цис- ретинола ацетат-d5 (Витамина А-d5)**
	274,1
	70
	162,1
	27
	6,9

	Витамин Д3
	385,2
	100
	259,1
	15
	11,2

	
	
	
	107
	20
	

	
	
	
	91*
	70
	

	Витамин Д3-[d3]**
	388
	100
	370,4
	12
	11,3

	Витамин Е
	431,2
	160
	165,1*
	15
	12,9

	
	
	
	137
	20
	

	
	
	
	43
	70
	

	Витамина Е (α -Токоферол - d6)**
	437
	160
	171
	17
	13,0

	*рекомендуемый ион-продукт для проведения количественного определения
**внутренний стандарт



6.5.1.5 Приведенные выше параметры хроматографического разделения и масс-спектрометрического детектирования могут отличаться в зависимости от используемого оборудования.
6.5.2 Установление градуировочных характеристик 
6.5.2.1 Установление и расчет градуировочной характеристики проводят в каждой серии измерений с помощью компьютерной системы обработки данных.
6.5.2.2 Проводят измерения не менее трех уровней градуировочных растворов, приготовленных по 6.3, в порядке возрастания их концентраций. Допускается приготовление градуировочных растворов G1-G7 в рекомендуемом диапазоне с массовыми концентрациями аналитов, отличными от указанных в п.6.3. Определяют времена удерживания ион-продуктов аналитов и их внутренних стандартов.
6.5.2.3 Градуировочную характеристику строят в координатах «отношение площади пика определяемого соединения к площади пика внутреннего стандарта этого соединения» — «отношение концентраций аналита и внутреннего стандарта», при наличии внутренних стандартов, или как зависимость массовой концентрации ион-продукта от площади пика при отсутствии внутренних стандартов. 
Вычисление площади пика проводят для каждого дочернего иона анализируемых соединений. Допускается проведение количественных измерений по одному, наиболее интенсивному, дочернему иону. Для подтверждения наличия витаминов А, Д3, Е рассчитывают отношения площади пика двух дочерних ионов для каждого соединения в градуировочном растворе. 
При построении градуировочной характеристики используют линейную регрессию вида у = а + bх, при этом коэффициент корреляции должен быть не менее 0,98.
Соответствие аналитов и их внутренних стандартов указано в таблице 6. 
6.5.2.4 Концентрации стандартов жирорастворимых витаминов в градуировочных растворах приведены в таблице 3.
6.5.3 ВЭЖХ-МС/МС измерение
6.5.3.1 Для определения содержания витаминов А, Д3, Е проводят ВЭЖХ-МС/МС измерение в условиях, указанных в п. 6.5.
6.5.3.2 Выполняют ВЭЖХ-МС/МС измерения: 
- подвижной фазы А (см. 6.1.1);
- градуировочных растворов (см. 6.3);
- экстрактов анализируемых проб, приготовленных по 6.4. 
6.5.3.3. Если измеренные значения массовых концентраций индивидуальных витаминов в экстракте пробы превышают значения верхних границ диапазона линейности градуировочной характеристики, экстракт полученный по п.6.4 разбавляют метанолом и измерения проводят заново.
6.6 Обработка результатов измерений
[bookmark: _Toc338155263]6.6.1. В соответствии с данными, полученными при измерении градуировочных растворов, проводят количественную обработку масс-хроматограмм с использованием программного обеспечения. Метод обработки масс-хроматограмм для витаминов А, Д3 и Е —внутренний стандарт (или внешний стандарт при отсутствии внутренних стандартов).
6.6.2. Расчеты содержания витаминов А, Д3, Е и площадей пиков выполняются системой обработки данных в автоматическом режиме.
6.6.3. Вычисление площади пика проводят по ион-продукту с наиболее интенсивным сигналом для каждого витамина. Отклонения относительных ионных интенсивностей ионов в анализируемой пробе от относительных ионных интенсивностей ионов, полученных при анализе градуировочных растворов, не должны превышать значений, указанных в таблице 7.
Таблица 7 — Допустимые отклонения относительных ионных интенсивностей
	Относительная ионная интенсивность,
% от основного пика
	Максимально допустимое отклонение для ВЭЖХ-МС-МС детектирования, %

	Св. 50
	±20

	Св. 20 до 50 включ.
	±25

	Св. 10 до 20 включ.
	±30

	Менее 10 включ.
	±50


6.6.4. Содержание индивидуальных витаминов (А в форме ретинола, Д3, Е в форме токоферола) млн-1 (мг/кг), вычисляют по формуле


	,	(2)
где C – массовая концентрация индивидуального витамина в экстракте испытуемой пробы, установленная согласно   6.1.1, мкг/см3;    
V – объем разбавления пробы, см3;
К1– коэффициент разбавления пробы согласно 6.5.3.3;   
М – масса испытуемой пробы, г;  
К2 - коэффициент пересчета для витамина А в форме ретинола в ретинола - ацетат - 1,15, в ретинола -пальмитат - 1,83; для витамина Е в форме токоферола в токоферола - ацетат - 1,1.
Содержание индивидуальных витаминов (А в форме ретинола, Д3, Е в форме токоферола) млн-1 (мг/дм3), вычисляют по формуле


	,	(3)
где C – массовая концентрация индивидуального витамина в экстракте испытуемой пробы, установленная согласно   6.1.1, мкг/см3;    
V – объем разбавления пробы, см3;
ρ – плотность пробы, г/см3;
К1– коэффициент разбавления пробы согласно 6.5.3.3;   
М – масса испытуемой пробы, г;  
К2 - коэффициент пересчета для витамина А в форме ретинола в ретинола - ацетат - 1,15, в ретинола -пальмитат - 1,83; для витамина Е в форме токоферола в токоферола - ацетат - 1,1.
Вычисления проводят с точностью до двух значащих цифр.  
6.6.5. За результат измерений принимают среднее арифметическое значение результатов двух параллельных определений, если выполняется условие приемлемости (4):
	
                                                      
	(4)


где Х1, Х2 – результаты параллельных определений массовой доли вещества, мкг/кг,
r – значение предела повторяемости, % (таблица 8).
Если условие (4) не выполняется, получают еще два результата в полном соответствии с данной методикой измерений. За результат измерений принимают среднее арифметическое значение результатов четырех определений, если выполняется условие:
	
                                      ,
	(5)


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

,
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,
	(6)


где σr – показатель повторяемости, % (таблица 8).
Если условие (6) не выполняется, выясняют причины превышения критического диапазона, устраняют их и повторяют выполнение измерений в соответствии с требованиями методики измерений.
Числовое значение результата измерений должно оканчиваться цифрой того же разряда, что и значение расширенной неопределенности, содержащее не более двух значащих цифр выраженное в миллиграммах на килограмм (мг/кг) или миллиграммах на литр (мг/дм3).

6.7 Метрологические характеристики
Установленный в настоящем стандарте метод обеспечивает выполнение измерений содержания витаминов А, Д3, Е с относительной расширенной неопределенностью результатов аналитических измерений, указанной в таблице 8 при коэффициенте охвата k = 2 и доверительной вероятности Р = 0,95.
Таблица 8 – Показатели точности и прецизионности метода при определении содержания   жирорастворимых витаминов. 
	Аналит
	Диапазон измерений содержания, млн-1 (мг/кг)
	Значение относительной расширенной неопределенности* Ui, %

	Показатель повторяемости (относительное среднеквадратическое отклонение повторяемости) σr, %
	Показатель внутрилабо-раторной прецезионности (относительное стандартное отклонение внутрилабораторной прецезионности), σRл, %
	Предел повторяемости
r, %

	Предел воспроизводимости (допускаемое для принятой вероятности Р=0,95 расхождение между двумя результатами анализа, полученными в двух разных лабораториях), R %

	Витамин А
	От 0,35 до 7,0 включ.
	17
	6
	8
	17
	26

	
	Св.7,0 до 14,0 включ.
	10
	4
	5
	11
	16

	Витамин Д3        
	От 0,0065 до 1,00 включ.
	16
	5
	7
	14
	23

	Витамин Е             
	От 0,63 до 50,0 включ.
	15
	6
	7
	17
	23



6.8 Оформление результатов измерений
Результат измерения содержания витаминов А, Д3, Е представляют в виде

   , либо  при P=0,95			(7)
[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2][bookmark: _Toc309309198][bookmark: _Toc338155264]где – среднеарифметическое значение результатов n определений, признанных приемлемыми, млн-1 (мг/кг);
Ui – значение относительной расширенной неопределенности содержания индивидуального витамина для установленного диапазона измерений, % (в соответствии с таблицей 8).
 - относительное значение показателя точности методики, % (в соответствии с таблицей 8)
Числовое значение результата измерения должно оканчиваться цифрой того же разряда, что и значение границы неопределенности. Значение границ неопределенности выражают числом, содержащим не более двух значащих цифр.

7 Метод высокоэффективной жидкостной хроматографии со спектрофотометрическим детектированием (метод Б)

7.1 Средства измерений, вспомогательное и испытательное оборудование, материалы, посуда и реактивы 

7.1.1 Для определения содержания жирорастворимых витаминов применяют следующие средства измерений, вспомогательное и испытательное оборудование, материалы и посуду:
- система высокоэффективная жидкостная хроматографическая, укомплектованная спектрофотометрическим детектором, позволяющим проводить измерения оптической плотности на нескольких длинах волн в диапазоне от 190 до 800 нм; насосом высокого давления c диапазоном регулирования подачи растворителя от 0,1 до 5,0 см3/мин, термостатом, обеспечивающим температуру нагрева хроматографической колонки до 25 (±2) °С, инжектором или петлевым устройством ввода пробы рабочим объемом петли не менее 0,020 см3;
- колонка хроматографическая для ВЭЖХ длиной 250 мм, внутренним диаметром 4,60 мм, заполненную обращенно-фазовым сорбентом C18 и размером частиц не более 5 мкм; 
- компьютер с установленным программным обеспечением для управления и обработки результатов измерений;
- спектрофотометр со спектральным диапазоном работы от 190 до 1100 нм, основной погрешностью измерений коэффициента пропускания не более 1 %;
- кюветы кварцевые с длиной оптического пути 1 см;
- весы специального класса точности (I) по ГОСТ OIML R 76-1 с пределом допускаемой погрешности взвешивания не более ± 0,1 мг;
- весы неавтоматического действия высокого класса точности (II) по ГОСТ OIML R 76-1 с пределом допускаемой погрешности взвешивания не более не более 0,03 г;
- дозаторы лабораторные одноканальные с варьируемым объемом дозирования 5 – 50; 10 – 100; 20 – 200; 100 – 1000; 1000 – 5000 мм3;
- часы электронно-механические по ГОСТ 27752;
- центрифуга лабораторная рефрижераторная со скоростью вращения не менее 4500 об/мин–1 и диапазоном задаваемых температур от 4 °С до 20 °С с адаптерами для пробирок вместимостью 15 и 50 см3;
- встряхиватель (шейкер) вортекс;
- модуль термостатируемый нагревательный с системой отдувки растворителей инертным газом, позволяющий проводить концентрирование при температуре до 45 °С (вроде 40 градусов);
- генератор азота высокой чистоты;
- баня ультразвуковая с рабочей частотой не менее 20 кГц и объемом не менее 1000 см3;
- холодильник бытовой с рабочим диапазоном температур от 0 ºС до 8 ºС;
- камера лабораторная морозильная с рабочим диапазоном температур от минус 22 °С до минус 18 °С;
- система получения деионизированной воды высокой чистоты;
- колбы 2-10(50, 100, 500)-2 по ГОСТ 1770;
-  цилиндры 1– 10(500) –2 по ГОСТ 1770;
- измельчитель-гомогенизатор лабораторный;
- полимерные флаконы с завинчивающимися крышками (100-500 см3);
- пробирки полипропиленовые вместимостью 15 и 50 см3 с с завинчивающимися крышками; 
- шприцы одноразовые вместимостью не менее 2 см3;
- фильтры нейлоновые шприцевые с размером пор 0,45 мкм.
- виалы (флаконы) стеклянные вместимостью 2 см3 с завинчивающимися крышками и тефлоновыми прокладками диаметром 9 мм;
7.1.2 При определении содержания витаминов применяют следующие реактивы: 
- гидроксид калия ч. д. а. по ГОСТ 24363;
- спирт этиловый ректификованный по ГОСТ 5962;
- гидрохинон с массовой долей основного вещества 99,9 %;
- вода деионизированная высокой чистоты с удельным сопротивлением 18,2 МОм·см при температуре 25 °С; 
- н-Гексан с массовой долей основного вещества не менее 96 %;
- изопропиловый спирт с массовой долей основного вещества не менее 99,95 %;
- универсальный индикатор pH 0-14;
- метанол, о.с.ч  для ВЭЖХ. 
7.1.3 При определении содержания жирорастворимых витаминов в качестве образцов сравнения применяют следующие соединения:
- ретинила ацетат или ретинол (витамин А), с содержанием основного вещества не менее 98 %;
- холекальциферол (витамин Д3), с содержанием основного вещества не менее 98 %;
- dl - α-токоферола ацетат или токоферол (витамин Е), с содержанием основного вещества не менее 98,0 %.
7.1.4 Допускается применение других средств измерений, посуды не уступающих вышеуказанным по метрологическим и техническим характеристикам, и обеспечивающим необходимую точность измерения, а также вспомогательного и испытательного оборудования, реактивов и материалов по качеству не ниже вышеуказанных. 

7.2 Подготовка к проведению измерений
7.2.1 Приготовление растворов 
7.2.1.1 Приготовление водно-спиртового раствора гидроксида калия концентрацией 2 моль/дм3
В мерную колбу вместимостью 100 см3 вносят 11,20 ± 0,01 г гидроксида калия, растворяют в 10,0 см3 деионизированной воды, после охлаждения доводят объем раствора этиловым спиртом до метки и перемешивают.
Раствор готовят в день использования из расчета 20 см3 на одну пробу и хранят в полипропиленовых флаконах с плотно завинчивающимися крышками.
7.2.1.2 Приготовление подвижной фазы (раствор метанола 98 %)
В мерную колбу вместимостью 500 см3 вносят 10 см3 деионизированной воды и доводят до метки метанолом. 
Срок хранения раствора при температуре от 15 °С до 25 °С – не более 6 мес. Перед работой производят дегазацию раствора в течение 5-10 мин на ультразвуковой бане.

7.2.2 Приготовление стандартных растворов 
Определение концентраций витаминов А, Д3, Е в стандартных растворах проводят согласно Приложению А.
7.2.2.1 Приготовление исходного стандартного раствора витамина А концентрацией 9 мг/см3
В мерную колбу вместимостью 10 см3 вносят рассчитанную по формуле 8 и указанную в таблице 9 номинальную массу витамина А, растворяют в небольшом количестве изопропилового спирта, перемешивают и доводят объем до метки изопропиловым спиртом. 
Массу i-го стандартного образца mi, г, с учетом массовой доли основного вещества вычисляют по формуле:  


(8)

 где А – номинальное значение массы i-го стандартного образца, г, указанное в таблице 9;
0,01 – коэффициент пересчета, учитывающий переход массовой доли основного вещества из процентов в относительную величину;
Pi – массовая доля основного вещества в стандарном образце, %.

Таблица 9 ̶ Номинальное значение массы стандартного образца
	Стандартный образец
	Номинальное значение массы стандартного образца (А), г

	Ретинил ацетат (Витамин А)
	0,092

	Холекальциферол (Витамин Д3)
	0,038

	Dl – α-Токоферол ацетат (Витамин Е)
	0,105



7.2.2.2 Приготовление исходного стандартного раствора витамина Д3 концентрацией 0,75 мг/см3 
В мерную колбу вместимостью 50 см3 вносят рассчитанную по формуле 7 и указанную в таблице 9 номинальную массу витамина Д3, растворяют в небольшом количестве изопропилового спирта, перемешивают и доводят объем до метки изопропиловым спиртом. 
7.2.2.3 Приготовление исходного стандартного раствора витамина Е концентрацией 10 мг/см3 
В мерную колбу вместимостью 50 см3 вносят рассчитанную по формуле 7 и указанную в таблице 9 номинальную массу витамина Е, растворяют в небольшом количестве изопропилового спирта, перемешивают и доводят объем до метки изопропиловым спиртом. 
Срок хранения исходных стандартных растворов при температуре от минус 22 °С до минус 18 °С – не более 3 мес. 

7.2.3 Приготовление градуировочных стандартных растворов 
7.2.3.1 Приготовление градуировочного раствора витамина А концентрацией 0,9 мг/см3 
В мерную колбу вместимостью 10 см3 вносят 1 см3 исходного стандартного раствора витамина А и доводят до метки изопропиловым спиртом. 
7.2.3.2 Приготовление градуировочного раствора витамина Д3 с массовой концентрацией 0,075 мг/см3 
В мерную колбу вместимостью 10 см3 вносят 1 см3 исходного стандартного раствора витамина Д3 и доводят до метки изопропиловым спиртом. 
Срок хранения градуировочных стандартных растворов при температуре от минус 22 °С до минус 18 °С – не более 3 мес. 
7.2.3.3 Приготовление градуировочного раствора смеси витаминов 
В полипропиленовую пробирку вместимостью 50 см3 вносят градуировочные растворы витаминов А и Д3 и исходного стандартного раствора витамина Е в соответствии с таблицей 10. Далее проводят полный цикл подготовки проб в соответствии с п. 7.2.3
Т а б л и ц а 10 – Приготовление градуировочных растворов смеси витаминов 
	
	Номер градуировочного раствора

	
	1
	2
	3
	4
	5

	Витамин А

	Массовая концентрация в полученном градуировочном растворе, мг/см3
	0,0070
	0,0140
	0,0349
	0,0702
	0,1395

	Объем градуировочного раствора, см³
	0,078
	0,155
	0,388
	-
	-

	Объем стандартного раствора, см³
	-
	-
	-
	0,078
	0,155

	Витамин Д3

	Массовая концентрация
в градуировочном растворе, мг/см3
	0,0005
	0,0009
	0,0023
	0,0047
	0,0094

	Объем градуировочного раствора, см³
	0,063
	0,125
	0,313
	-
	-

	Объем стандартного раствора, см³
	-
	-
	-
	0,063
	0,125

	Витамин Е

	Массовая концентрация в градуировочном растворе, мг/см3
	0,040
	0,080
	0,200
	0,400
	0,800

	Объем стандартного раствора, см³
	0,040
	0,080
	0,200
	0,400
	0,800


Допускается приготовление градуировочных растворов с другими номинальными концентрациями целевых веществ в пределах измеряемого диапазона. Градуировочные растворы готовят в день применения. Рекомендуемый диапазон градуировочных растворов для витамина А от 0,0070 до 0,1395 мг/см3, для витамина Д3 – от 0,0005 до 0,0094 мг/см3, для витамина E– от 0,040 до 0,800 мг/см3.  Для построения градуировочного графика для каждого витамина используют не менее трех градуировочных точек в указанных диапазонах. 
7.2.3 Подготовка проб
Жидкие и сухие сыпучие образцы тщательно перемешивают и отбирают среднюю порцию образца. Образцы в форме таблеток или гранул измельчают. Растирают 10 таблеток (содержимое 10 капсул) и отбирают точную навеску порошка.
В полипропиленовые пробирки вместимостью 50 см³ вносят (предварительно измельченные) навески проб массой от 0,05 до 1,00 г с точностью до четвертого десятичного знака. В каждую пробирку добавляют 0,020 ± 0,002 г гидрохинона, 10 см3 водно-спиртового раствора гидроокиси калия (п. 7.2.1.1) и перемешивают. Помещают в водяную баню на 30 мин при температуре 80±2 °С и подвергают омылению при периодическом помешивании. Содержимое пробирок охлаждают до комнатной температуры. Затем добавляют 10 см3 деионизированной воды и 10 см3 гексана, закрывают завинчивающейся крышкой и встряхивают на вортексе в течение 10 секунд. Затем пробирки центрифугируют в 2 мин при 2500 мин-. Верхний (гексановый слой) из каждой пробирки отбирают в чистые полимерные пробирки вместимостью 50 см3. Процедуру экстракции гексаном повторяют ещё один раз с 10 см3 гексана. К объединенным гексановым экстракам добавляют 25 см3 деионизированной воды, осторожно перемешивают (для получения нейтральной реакции по индикатору).  Затем верхний (гексановый слой) переносят с помощью механического дозатора (два раза по 10 см3) в полипропиленовые пробирки на 15 см3, помещают на термостатируемый нагревательный модуль и упаривают в токе азота при температуре 40° С до сухого остатка. 
В зависимости от предполагаемого содержания аналитов в пробе полученный сухой остаток разбавляют метанолом до ожидаемой массовой концентрации аналитов в растворе в границах градуировочного диапазона. Пробирки помещают в ультразвуковую баню на 1 мин, при необходимости (в случае непрозрачности раствора) фильтруют через шприцевой фильтр и переливают в виалы для ВЭЖХ измерения.
Омыление и экстракцию смеси рабочих стандартных образцов и анализируемых проб выполняют одновременно.
Примечание – Из-за высокой чувствительности витаминов А, Д3, Е к ультрафиолетовому свету и воздуху все процедуры, связанные с подготовкой проб испытуемого материала и стандартов проводят в присутствии антиоксиданта (гидрохинона), избегая воздействия натурального и интенсивного флуоресцентного света.
7.3 Порядок выполнения измерений 
7.3.1 Условия хроматографического разделения 
Жидкостной хроматограф включают в соответствии с руководством (инструкцией) по эксплуатации и устанавливают параметры рабочих режимов хроматографического разделения. Условия хроматографического разделения указаны в таблице 11.
Т а б л и ц а 11 –Условия хроматографического разделения.
	Температура термостата колонки
	25±2 ºС

	Скорость потока подвижной фазы
	1,5 см3/мин

	Подвижная фаза 
	Раствор метанола 98 %

	Объем вводимой пробы
	0,02 см3

	Детектирование, нм
	325 
	Витамин А

	
	265 
	Витамин Д3

	
	290
	Витамин Е

	Время анализа
	20 мин




7.3.2 Установление градуировочных характеристик 
7.3.2.1 С помощью компьютерной системы обработки данных для каждого аналита строят градуировочную характеристику как зависимость массовой концентрации от площади пика. Расчеты коэффициентов градуировочной характеристики выполняются системой обработки данных в автоматическом режиме.
7.3.2.2 Градуировочная зависимость считается приемлемой, если значение квадрата коэффициента корреляции для калибровочной кривой каждого аналита не менее 0,98.
7.3.2.3 Идентификацию пиков хроматограммы исследуемого раствора проводят сравнением с хроматограммой градуировочного раствора по времени удерживания, полученному для градуировочного раствора. 

7.3.3 ВЭЖХ измерение
7.3.3.1 Перед проведением измерений проводят проверку раствора элюента на отсутствие мешающих влияний. Аналитический сигнал не должен содержать посторонних хроматографических пиков, выходящих при установленных параметрах интегрирования.
Для определения витаминов, в инжектор хроматографа вводят 0,02 см3 экстракта пробы и проводят анализ в условиях, указанных в 7.3.1.
Для каждого образца проводят два измерения. Массовая доля индивидуальных витаминов в растворе образца, для хроматографирования, должна находиться в диапазоне концентраций калибровочной кривой. Если необходимо, то образцы разводят метанолом до нужной концентрации витаминов для ввода в хроматограф.
Время удерживания аналитов определяют при анализе градуировочных растворов. В приложении Г приведены значения ориентировочных времен удерживания анализируемых витаминов. В приложении Д приведен пример хроматограммы определяемых витаминов.
7.3.3.2 Идентификацию пиков хроматограммы исследуемого раствора проводят сравнением с хроматограммой градуировочного раствора по двум параметрам: времени удерживания и спектральному отношению R (отношение высот хроматографического пика на разных длинах волн).
7.3.3.3 Если время удерживания и спектральные отношения пиков хроматограммы исследуемого раствора совпадают в пределах допускаемых отклонений удерживания и спектральными отношениями соответствующих им пиков хроматограммы градуировочного раствора, результат идентификации считают положительным.
7.3.3.4 Если спектральные отношения совпадают в пределах допускаемого отклонения, а разница времени удерживания пиков хроматограммы исследуемого раствора и хроматограммы градуировочного раствора больше допускаемого отклонения, проводят хроматографический анализ соответствующего градуировочного раствора по 7.3.1 и сравнивают время удерживания. В случае совпадения в дальнейшем в качестве образца используют новую хроматограмму.
В случае повторного несовпадения времени удерживания используют метод добавок, для чего к исследуемому раствору добавляют известные количества определяемых витаминов с концентрацией, сравнимой с концентрацией «сомнительных» пиков, и анализируют по 7.3.1.
Если на хроматограмме пробы с добавкой площади «сомнительных» пиков увеличились на величину, соответствующую величине добавки, эти пики относятся к определяемым компонентам.
Если на хроматограмме пробы с добавкой наряду с «сомнительными» пиками присутствуют пики, время удерживания и спектральные отношения которых совпадают с соответствующими параметрами добавленных компонентов, сомнительные пики не относятся к определяемым компонентам.
7.3.3.5 Если время удерживания соответствующих пиков хроматограммы исследуемого раствора и хроматограммы градуировочного раствора совпадают в пределах допускаемого отклонения, а разница спектральных отношений больше допускаемого отклонения, настоящая методика неприменима к данному образцу.
7.3.3.6 Массовая концентрация витаминов в исследуемом растворе не должна превышать предельных значений концентраций градуировочных растворов. В случае превышения исследуемый раствор, содержащий витамины, с помощью механического дозатора разбавляют метанолом в рассчитанное количество раз и проводят хроматографический анализ разбавленных растворов. 
7.4 Обработка результатов измерений
7.4.1. В соответствии с данными, полученными при измерении градуировочных растворов, проводят количественную обработку хроматограмм с использованием программного обеспечения. Метод обработки хроматограммы — внешний стандарт.
Содержание индивидуальных витаминов (А в форме ретинола, Д3, Е в форме токоферола) млн-1 (мг/кг), вычисляют по формуле


	,	(9)
где C – массовая концентрация индивидуального витамина в экстракте испытуемой пробы, установленная согласно   6.1.1, мкг/см3;    
V – объем разбавления пробы, см3;
К1– коэффициент разбавления пробы согласно 6.5.3.3;   
М – масса испытуемой пробы, г;  
К2 - коэффициент пересчета для витамина А в форме ретинола в ретинола - ацетат - 1,15, в ретинола -пальмитат - 1,83; для витамина Е в форме токоферола в токоферола - ацетат - 1,1.
Содержание индивидуальных витаминов (А в форме ретинола, Д3, Е в форме токоферола) млн-1 (мг/дм3), вычисляют по формуле


	,	(10)
где C – массовая концентрация индивидуального витамина в экстракте испытуемой пробы, установленная согласно   6.1.1, мкг/см3;    
V – объем разбавления пробы, см3;
ρ – плотность пробы, г/см3;
К1– коэффициент разбавления пробы согласно 6.5.3.3;   
М – масса испытуемой пробы, г;  
К2 - коэффициент пересчета для витамина А в форме ретинола в ретинола - ацетат - 1,15, в ретинола -пальмитат - 1,83; для витамина Е в форме токоферола в токоферола - ацетат - 1,1.
Вычисления проводят с точностью до двух значащих цифр.  
7.4.2 Числовое значение результата измерений должно оканчиваться цифрой того же разряда, что и значение расширенной неопределенности, содержащее не более двух значащих цифр выраженное в миллиграммах на килограмм (мг/кг) или миллиграммах на литр (мг/дм3).
7.4.3 За результат измерений принимают среднее арифметическое значение результатов двух параллельных определений, если выполняется условие приемлемости (11)

                                        ,		                    		(11)
где Х1, Х2 – результаты параллельных определений массовых долей витаминов, мг/кг;
r – значение предела повторяемости, %
7.4.4 Если условие (11) не выполняется, получают еще два результата в полном соответствии с данной МВИ. За результат измерений принимают среднее арифметическое значение результатов четырех определений, если выполняется условие 

,					(12)
где Хmax, Хmin – максимальное и минимальное значения из полученных четырех результатов параллельных определений массовой доли витамина, мг/кг;
СR0,95 – значение критического диапазона для уровня вероятности Р=0,95 и n - результатов определений.

,
Для n= 4

,						(13)
где σr – показатель повторяемости, %.

7.4.5 Если условие (13) не выполняется, выясняют причины превышения критического диапазона, устраняют их и повторяют выполнение измерений в соответствии с требованиями МВИ.
7.5 Метрологические характеристики
Установленный в настоящем стандарте метод обеспечивает выполнение измерений содержания витаминов А, Д3, Е с относительной расширенной неопределенностью результатов аналитических измерений, указанной в таблице 12 при коэффициенте охвата k = 2 и доверительной вероятности Р = 0,95.







Таблица 12- Метрологические характеристики
	Показатель
	Диапазон измерений массовой доли, млн-1 мг/кг
	Значение относительной расширенной неопределенности,
± U, %
при коэффициенте охвата
k = 2, Р=0,95
	Показатель повторяемости (относительное стандартное отклонение повторяемости),
σr, %
	Показатель воспроизводимости (относительное стандартное отклонение воспроизводимости),
σR, %
	Предел повторяемости,
r, %
(при Р = 0,95,
n = 2)

	Ретинол

	от 12 до 48 вкл.
	20
	5,0
	9,0
	15

	
	св. 48 до 192 вкл.
	16
	5,0
	7,0
	12

	Холекальциферол
	от 1 до 4 вкл.
	18
	5,0
	9,0
	11

	
	св.  4 до 16 вкл.
	17
	4,0
	8,0
	11

	Токоферол
	от 50 до 400 вкл.
	20
	6,0
	9,0
	18

	
	св. 400 до 800 вкл.
	15
	4,0
	7,0
	11



7.6 Оформление результатов измерений
Результат измерений в документах, предусматривающих его использование, представляют в виде:


, при Р=0,95                                          (14)

где  – среднее арифметическое значение результатов n определений, признанных приемлемыми,  мг/кг;
U – значение относительной расширенной неопределенности, % (таблица 10).

[bookmark: _Toc158715862]7.7. Оперативный контроль процедуры измерений (для методов А и Б)
7.7.1. 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.


7.7.2. Оперативный контроль процедуры измерений проводит непосредственно исполнитель измерений на основе оценки отдельно взятой контрольной процедуры () и сравнения результата процедуры с нормативом контроля ().
7.7.3. 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. 
7.7.4. Оперативный контроль процедуры измерений может быть проведён:
– с применением метода добавок (по 13.2);
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]7.8 Оперативный контроль процедуры измерений с применением метода добавок 
7.8.1. Средствами контроля являются:
– пробы продукции, исследуемые по методике (рабочие пробы);
– пробы продукции, исследуемые по методике с известной концентрацией индивидуальных витаминов (рабочие пробы с добавкой). 

Рабочие пробы для проведения оперативного контроля выбирают таким образом, чтобы массовая доля индивидуальных витаминов 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 витаминов , в зависимости от показателя внутрилабораторной прецизионности согласно Приложению Е. 


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

7.8.3. Результат контрольной процедуры  рассчитывают по формуле:

, млн-1 (мг/кг).          		(15)

7.8.4. Норматив контроля рассчитывают по формуле: 

, млн-1 (мг/кг), 		(16)

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

, млн-1 (мг/кг),	 			(17)

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

 млн-1 (мг/кг), 					(18)

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

		(19)
При невыполнении этого условия контрольную процедуру повторяют. При повторном невыполнении условия (19) выясняют причины, приводящие к неудовлетворительному результату, и принимают меры к их устранению.



Примечание– Если в рабочей пробе установлено отсутствие индивидуальных витаминов на уровне нижней границы диапазона измерений, установленного методикой измерений, то эта рабочая проба с введённой добавкой индивидуальных витаминов  может служить образцом для контроля с аттестованным значением . В этом случае результат контрольной процедуры  рассчитывают по формуле:

, млн-1 (мг/кг),				(20)

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

– массовая концентрация введенной добавки, млн-1 (мг/кг).


























Приложение А
(справочное)
Определение чистоты стандартных растворов   витаминов А, Д3, Е (метод А)
1. Спектрофотометрическое определение чистоты стандартного раствора ретинила ацетата, мкг/см3 
Условия фотометрических измерений ретинила-ацетата. 
Т а б л и ц а А.1 — Условия фотометрических измерений ретинила ацетата
	Витамин А

	Растворитель

	Длина волны, нм

	Удельный коэффициент

поглощения 

	Ретинила ацетат
	Изопропиловый спирт
	325
	1550



Исходный раствор витамина витамина А (ретинила-ацетата) приготовленного по п. 6.2.2.1 (или п. 7.2.2.1) разводят до концентрации от 4,5 до 3,5 мкг/ см3.
Определение массовой концентрации ретинила ацетата (мкг/см3) проводят после измерения оптической плотности градуировочных растворов в кварцевой кювете с толщиной поглощающего слоя 1 см на спектрофотометре при оптимальной длине волны и вычисляют по формуле:



где А325 – значение оптической плотности градуировочного раствора;

1550 – значение оптической плотности  градуировочного раствора в изопропиловом спирте массовой концентрации 1 г в 100 см3 при толщине поглощающего слоя 1 см;
106 – коэффициент пересчета граммов в микрограммы;
100 – коэффициент пересчета на 1 см3;
К1 – коэффициент, учитывающий поглощение сопутствующих компонентов при измерении А. вычисляемый по формуле:


где Sст –  площадь пика стандартного вещества при проведении ВЭЖХ-анализа, mAU.с(AU.с);
Sобщ – сумма площадей пиков сопутствующих компонентов при проведении ВЭЖХ-анализа стандартного вещества, mAU.с (AU. с);
К2 – коэффициент разбавления исходных стандартных растворов

2. Спектрофотометрическое определение чистоты стандартного раствора витамина Д3, мкг/см3 
Условия фотометрических измерений холекальциферола
Т а б л и ц а А.2 — Условия фотометрических измерений холекальциферола
	Витамин Д3

	Растворитель

	Длина волны, нм

	Удельный коэффициент

поглощения

	Холекальциферол
	Изопропиловый спирт
	265
	485



Исходный раствор витамина Д3, приготовленного по п. 6.2.2.1 (или п. 7.2.2.1) разводят до концентрации от 16 до 10 мкг/ см3.
Измерение оптической плотности стандартного раствора витамина Д3 проводят в кварцевой кювете с толщиной поглощающего слоя 1 см при 265 нм. используя в качестве раствора сравнения изопропиловый спирт. Для расчета массовой концентрации раствора витамина Д3 (мкг/см3) используют уравнение:



Где А256 – значение оптической плотности рабочего раствора витамина Д3 при 265 нм;

485 – значение оптической плотности  раствора витамина Д3 массовой концентрации 1 г в 100 см3 при 265 нм в спирте этиловом при толщине поглощающего слоя 1 см (Е);
106 – коэффициент пересчета граммов в микрограммы;
100 – коэффициент пересчета на 1 см3;
К – коэффициент разведения исходных стандартных растворов.

3. Спектрофотометрическое определение чистоты стандартного раствора витамина Е, мкг/см3
Т а б л и ц а А.3 — Условия фотометрических измерений α Токоферола ацетата
	Витамин Е

	Растворитель

	Длина волны, нм

	Удельный коэффициент

поглощения 

	α Токоферила-  ацетата
	Изопропиловый спирт
	285
	44



Исходный раствор витамина Е (токоферола ацетата), приготовленного по п. 6.2.2.1 (или п. 7.2.2.1) разводят до концентрации от 180 до 120 мкг/ см3.
Определение концентрации α-токоферол ацетата в мкг/см3 проводят после измерения их оптической плотности при оптимальной длине волны на спектрофотометре и вычисляют по формуле:


где А – оптическая плотность стандартного раствора;

44 – значение оптической плотности   раствора α -токоферола ацетата в изопропиловом спирте, массовой концентрации 1 г в 100 см3 при толщине поглощающего слоя 1 см;
106 – коэффициент пересчета граммов в микрограммы;
100 – коэффициент пересчета на 1 см3;
[bookmark: _Toc166486675]К – коэффициент разведения исходных стандартных растворов.



















Приложение Б
(справочное)
[image: ]
Рисунок Б.1 – Калибровочная кривая витамина А

[image: ]
Рисунок Б.2 – Калибровочная кривая витамина Д3
[image: ]
Рисунок Б.3 – Калибровочная кривая витамина Е








Приложение В
(справочное)
[image: ]
Рисунок В.1 – Пример масс-хроматограммы пробы корма с содержанием витаминов А – 0,44 млн-1 (мг/кг), Д3 – 0,0074 млн-1 (мг/кг), Е – 0,65 млн-1 (мг/кг) 
(метод А)
























[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4]	Приложение Г
(справочное)

Т а б л и ц а Г.1 – Ориентировочные времена удерживания витаминов на колонке Luna 5uC18(2) (250х4.60 мм 5 мкм) (метод Б)

	№

	Наименование витамина

	Время удерживания,
мин

	1
	Ретинол (А)
	3,4–3,7

	2
	Холекальциферол (Д3)
	7,5–7,8

	3
	Токоферол (Е)
	9,3–9,7





 
Приложение Д
(справочное)
[image: ]        
Рисунок Д1 – Пример хроматограммы градуировочного раствора с содержанием витаминов А – 0,0495 млн-1 (мг/см3), Д3 – 0,0041 млн-1 (мг/см3), Е – 0,2 мг/см3 
(метод Б)

















[bookmark: _Toc166486677]Приложение Е 
 (справочное)
Добавка к пробе (разбавленной пробе) и коэффициент разбавления в зависимости от показателя внутрилабораторной прецизионности

Таблица Е.1 – Значения величины добавки к пробе (разбавленной пробе) и коэффициента разбавления в зависимости от показателя внутрилабораторной прецизионности

	Показатель внутрилабораторной прецизионности, Rл, % содержания компонента в пробе
	
Значение величины добавки , % содержания компонента в пробе,
не менее
	
Коэффициент разбавления пробы ,
не менее

	12 
	63
	1,6 

	13 
	70
	1,7 

	14 
	78
	1,8 

	15 
	86
	1,9 

	16 
	94
	1,9 

	17 
	100
	2,0 

	18 
	110
	2,1 

	19 
	120
	2,2 

	20 
	130
	2,3 

	21 
	140
	2,4 

	22 
	160
	2,6 

	23 
	170
	2,7 






	УДК 636.085:637.07:006.354
	МКС 65.050
67.100
67.120,67.180


	
Ключевые слова: корма, определение содержания витаминов  жирорастворимые витамины, , ВЭЖХ-МС/МС измерение., кормовые добавки,
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