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Введение

Поскольку настоящий стандарт устанавливает методику измерения массовой доли а-, р-, у- и 
8-токоферолов в пищевых продуктах, приводятся ссылки на литературу по расчету и выражению 
содержания витамина Е в единицах биологической активности [1], [2], [3].
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ГО СУДАРСТВЕННЫ Й СТАНДАРТ РЕСПУБЛИКИ БЕЛАРУСЬ

ПРОДУКТЫ  ПИЩ ЕВЫ Е
Определение содержания витамина Е методом  

вы сокоэф фективной жидкостной хроматограф ии. 
Измерение количества а-, р-, у- и 5-токоф еролов

ПРАДУКТЫ  ХАРЧОВЫ Я  
Вы значэнне змяш чэння в1тамша Е метадам  

вы сокаэфекты унай вадкаснай храматаграфМ. 
Вы мярэнне колькасщ а-, р-, у- и 5-такаф еролау

Foodstuffs
Determination o f vitam in E by high performance liquid chromatography 

Measurement o f a-, p-, y- and 5-tocopherols

Дата введения 2012-07-01

1 Область применения

Настоящий стандарт устанавливает метод определения витамина Е в пищевых продуктах с помощью 
высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Определение содержания витамина Е осуще­
ствляют посредством измерения а-, р-, у- и 5-токоферолов.

Активность витамина Е можно рассчитать по содержанию токоферолов, учитывая соответствующие 
факторы, указанные во введении.

2 Нормативные ссылки

Для применения настоящего стандарта необходимы следующие ссылочные документы. Для неда­
тированных ссылок применяют последнее издание ссылочного документа (включая все его изменения).

EN ISO 3696:1995 Вода для лабораторного анализа. Технические условия и методы испытания
EN ISO 5555:2001 Масла и жиры животные и растительные. Отбор проб

3 Сущ ность метода

Измерение количества а- р- у- и 5-токоферолов осуществляют в соответствующем растворе 
пробы посредством высокоэффективного жидкостного хроматографического (ВЭЖХ) разделения и 
последующего фотометрического [ультрафиолетовый (УФ) диапазон] или, предпочтительно, флуоро- 
метрического определения. В большинстве случаев необходимо омыление анализируемой пробы с 
последующей экстракцией. Идентификацию проводят по времени удерживания пиков и по количест­
венному определению с помощью метода внешнего стандарта, используя значения площади пика и 
высоты пика. Методы внутреннего стандарта можно также использовать, если соответствующие 
исследования восстановления подтверждают такой же характер изменения внутреннего стандарта 
во время анализа, как и самого анализируемого вещества [4] -  [13].

4  Реактивы

В ходе анализа используют реактивы только признанной аналитической чистоты и воду не ниже 
1-й степени в соответствии с EN ISO 3696, если нет иных указаний.

4.1 Метанол
4.2 Этанол абсолютный, объемная доля <р (С2Н5ОН) = 100 %.
4.3 Этанол, ф (С2Н5ОН) = 96 %.
4.4 Сульфат натрия, безводный.

Издание официальное
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4.5 Растворы КОН для омыления, в подходящих концентрациях, например (КОН) = 50г/100 мл 
или 60 г/100 мл, или спиртовые растворы, например 28 г КОН в 100 мл смеси этанола и воды 9 :1 .

4.6 Антиоксиданты, например аскорбиновая кислота (АК), аскорбат натрия, пирогаллол, сульфид 
натрия (Na2S), гидрохинон или бутилгидрокситолуол (ВНТ).

4.7 Растворители для экстракции, например диэтиловый эфир (без пероксида), дихлорметан, 
петролейный эфир (диапазон кипения от 40 °С до 60 °С), л-гексан, этилацетат или соответветствующие 
смеси из вышеперечисленных в настоящем пункте веществ.

4.8 Подвижная фаза ВЭЖХ: соответствующие смеси, выраженные в объемных долях, например 
3 % 1,4-диоксана или 0,5 % 2-пропанола, 3 % трет-бутилметилового эфира в л-гексане или л-гептане 
для хроматографии с нормальными фазами (НФ) или 1 % -  10 % воды в метаноле для обращенно- 
фазовой (ОФ) хроматографии.

В случае альтернативных систем ВЭЖХ см. приложение С.

4.9 Стандартные вещества
4.9.1 Общие положения
Р-, у- и 6-токоферолы можно получить у фармацевтической и химической компании Merck 1>; а-токо- 

ферол можно получить у различных поставщиков. Чистота стандартных веществ токоферола может 
варьировать от 90 % до 100 %. Поэтому необходимо определить концентрацию калибровочного раст­
вора с помощью УФ-спекгрометра (см. проверку степени чистоты 4.10.5).

4.9.2 а-токоферол, М (С 9Н50О2) = 430,7 г/моль, с массовой долей не менее 95 %, а-токоферол 
ацетат, М (С31Н52О3) = 472,7 г/моль можно также использовать в качестве стандартного вещества после 
омыления.

4.9.3 p-токоферол, М (С зЬЦвОг) = 416,7 г/моль, с массовой долей не менее 90 %.
4.9.4 у-токоферол, М (С28Н4802) = 416,7 г/моль, с массовой долей не менее 90 %.
4.9.5 5-токоферол, М (С 7Н46О2) = 402,6 г/моль, с массовой долей не менее 90 %.

4.10 Основные растворы
4.10.1 Основной раствор а-токоферола
Растворяют 10 мг стандартного вещества а-токоферола (4.9.2), взвешенного с точностью до 1 мг, 

в 100 мл соответствующего растворителя, например л-гексана для НФ-хроматографии или метанола 
для ОФ-хроматографии.

4.10.2 Основной раствор р-токоферола
Растворяют 10 мг стандартного вещества р-токоферола (4.9.3), взвешенного с точностью до 1 мг, 

в 100 мл соответствующего растворителя, например л-гексана для НФ-хроматографии или метанола 
для ОФ-хроматографии.

4.10.3 Основной раствор у-токоферола
Растворяют 10 мг стандартного вещества у-токоферола (4.9.4), взвешенного с точностью до 1 мг, 

в 100 мл соответствующего растворителя, например л-гексана для НФ-хроматографии или метанола 
для ОФ-хроматографии.

4.10.4 Основной раствор 5-токоферола
Растворяют 10 мг стандартного вещества 5-токоферола (4.9.5), взвешенного с точностью до 1 мг, 

в 100 мл соответствующего растворителя, например л-гексана для НФ-хроматографии или метанола 
для ОФ-хроматографии.

4.10.5 Проверка концентрации и чистоты
Измеряют оптическую плотность основных растворов (4.10.1 -  4.10.4) при соответствующей длине 

волны, используя УФ-спектрометр (5.1). Если в качестве растворителя используют л-гексан, пипеткой 
переносят 10 мл основного раствора в круглодонную колбу из темного стекла и удаляют растворитель, 
используя роторный испаритель (5.2), под воздействием пониженного давления при температуре 
не выше 50 °С. После восстановления азотом атмосферного давления извлекают колбу и растворяют 
осадок в 10 мл метанола, вращая колбу круговыми движениями. Данный раствор используют для 
спектрометрического измерения.

1) Эта информация приведена для удобства пользователей настоящего стандарта и не является рекламой 
CEN указанного продукта.
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Рассчитывают массовую концентрацию витамина Е р, мкг/мл, соответствующих а-, 0-, у-, 5-токо­
феролов по формуле

Л х 104
Р-  Р1% ’

С 1 СМ
(1)

где А -  поглощающая способность каждого токоферола в соответствующем основном растворе; 
E J J ,- значение для каждого токоферола, указанное в таблице 1.

Е 1 %
1 с м

Вещество Длина волны (метанол) р1%
^1 СМ Ссылка

а-токоферол 292 нм 76 [11]
0-токоферол 296 нм 89 [11]
у-токоферол 298 нм 91 [11]
5-токоферол 298 нм 87 __________ HU__________

Кроме значения для а-токоферола, полученного при длине волны 292 нм, необходимо также изме­

рить оптическую плотность при минимальной длине волны 255 нм. Значение Е ]^  при данной длине
волны должно находиться в диапазоне от 6 до 8, в противном случае раствор не подлежит использо­
ванию [14], [15].

4.11 Стандартные растворы
4.11.1 Стандартный раствор а-токоферола
Пипеткой переносят 10 мл основного раствора а-токоферола (4.10.1) в мерную колбу с одной меткой 

вместимостью 100 мл и разбавляют до метки соответствующим растворителем (например, для НФ- 
хроматографии -  н-гексаном, для ОФ-хроматографии -  метанолом). Стандартный раствор должен 
иметь массовую концентрацию а-токоферола от 1 до 10 мкг/мл. Если используют УФ-детекгор для 
осуществления контроля за процессом хроматографии, то следует использовать более концентриро­
ванный раствор.

Стандартный раствор хранят в защищенном от света месте при температуре не выше 4 °С, регу­
лярно его проверяя.

4.11.2 Стандартный раствор смеси а-, р-, у-, 5-токоферолов
Пипеткой переносят 10 мл каждого основного раствора (4.10) в мерную колбу с одной меткой 

вместимостью 100 мл и разбавляют до метки соответствующим растворителем (например, для НФ- 
хроматографии -  н-гексаном, для ОФ-хроматографии -  метанолом). В стандартном растворе массовая 
концентрация каждого токоферола должна составлять от 1 до 10 мкг/мл.

Стандартный раствор хранят в защищенном от света месте при температуре не выше 4 °С, регу­
лярно его проверяя.

5 Аппаратура и приборы

Для проведения измерений используют стандартное лабораторное оборудование.
5.1 УФ-спекгрометр, применяемый для измерения значений оптической плотности при заданных 

длинах волн, с соответствующими кюветами с длиной оптического пути 1 см.

5.2 Роторный испаритель с водяной баней и вакуумным насосом
Примечание -  Рекомендуется использовать азот для восстановления атмосферного давления.
5.3 Система ВЭЖХ, состоящая из насоса, устройства для ввода пробы, флуоресцентного детек­

тора с длиной волны возбуждения, установленной на уровне 295 нм, и длиной волны излучения, уста­
новленной на уровне 330 нм, а также системы оценки, например интегратора.

Можно использовать УФ-детекгор. Длину волны устанавливают на уровне 292 нм. В данном случае 
стандартный раствор и раствор пробы должны быть более концентрированными. Кроме того, увели­
чивается возможность обнаружения мешающих соединений.
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5.4 Колонка для высокоэффективной жидкостной хроматографии
Используют аналитическую нормально-фазовую колонку диаметром от 4,0 до 4,6 мм, длиной 

от 100 до 250 мм, которую заполняют силикагелем с размером частиц 5 мкм.
Допускается использовать колонки иного диаметра и длины и сорбенты с размерами частиц, 

отличающимися от установленных в настоящем стандарте. Параметры разделения должны быть 
подобраны с учетом особенностей исследуемых материалов с целью гарантии получения адекватных 
результатов.

Критерием качества соответствующих аналитических колонок является исходное разделение 
веществ, определяемых при анализе.

Допускается применять имеющиеся в продаже силикагелевые наполнители -  Lichrosorb® Si 60 2>, 
Spherisorb® S i2), Hypersil® S i2) и Lichrospher® 100 DIOL2).

Допускается использовать аналитические обращенно-фазные колонки, например Cie, с размером 
частиц 5 мкм, диаметром от 4,0 до 4,6 мм, длиной от 100 до 250 мм. Подходящие наполнители для 
обращенно-фазных колонок -  Spherisorb® ODS 2) и Hypersil® ODS 2). Большинство обращенно-фазных 
колонок не разделяют p-токоферол и у-токоферол. Однако данные колонки могут использоваться для 
количественного определения а- и 5-токоферолов.

5.5 Устройство для фильтрования
Чтобы отфильтровать подвижные фазы ВЭЖХ и растворы пробы, используют устройства для 

фильтрации крупных и небольших размеров соответственно, например с размером пор 0,45 мкм.
Примечание -  Фильтрация подвижной фазы, а также раствора анализируемой пробы через мембранный
фильтр перед использованием или введением увеличивает долговечность колонок.

5.6 Фильтр для разделения фаз (дополнительный)

6 Отбор проб

Отбор проб проводят в соответствии с EN ISO 5555.

7 Проведение испытания

7.1 Подготовка пробы
Анализируемую пробу гомогенизируют. Измельчают грубый материал при помощи мельницы и 

снова перемешивают. Чтобы предотвратить длительное воздействие на пробу высокой температуры, 
ее необходимо предварительно охладить.

7.2 Подготовка анализируемого раствора пробы
Примечание -  Анализируемые растворы пробы должны быть защищены от света до анализа.

7.2.1 Проба масел и жиров с низким содержанием воды, содержащая неэтерифицированные 
токоферолы

7.2.1.1 Масла и жиры (низкое содержание воды)
Настоящая методика применяется только для проб, содержащих неэтерифицированные токофе­

ролы. Если эти соединения не являются предметом исследования, продолжают согласно 7.2.2.
Взвешивают 2 г анализируемой пробы с точностью до 1 мг в мерной колбе с одной меткой 

вместимостью 25 мл. Добавляют л-гексан или другой подходящий растворитель (4.7) и растворяют 
навеску, вращая колбу круговыми движениями. Обработка ультразвуком ускоряет процесс раство­
рения. Разбавляют до метки тем же растворителем. Полученный раствор анализируемой пробы 
используют только для НФ-хроматографии.

При необходимости допускается дополнительно разбавлять полученный раствор перед началом 
хроматографического разделения или использовать меньшую навеску пробы.

2) Lichrosorb® Si 60, Spherisorb® Si, Hypersil® Si и Lichrospher® 100 DIOL, Spherisorb® ODS, Hypersil® ODS -  это 
примеры продуктов, имеющихся в продаже. Эта информация приведена для удобства пользователей настоящего 
стандарта и не является рекламой CEN указанного продукта.
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7.2.1.2 Маргарин, масло
До этапа разбавления для маргарина и масла необходимо выполнить отделение жира. Отделение 

выполняют, смешав пробу с безводным сульфатом натрия (4.4), добавив л-гексан (4.7) и обработав 
смесь в ультразвуковой ванне. Отфильтровывают твердые частицы и промывают л-гексаном не менее 
двух раз. Растворитель удаляют при помощи роторного испарителя (5.2) при пониженном давлении, 
растворяют полученный осадок в установленном объеме л-гексана и проводят количественное опре­
деление на высокоэффективном жидкостном хроматографе с нормально-фазовой колонкой.

7.2.2. Другие пробы
7.2.2.1 Омыление
Омыляют от 2 до 10 г анализируемой пробы посредством дефлегмации, желательно в атмосфере 

азота, используя подходящее количество этанола (4.3) или метанола (4.1), воды, антиоксидантов -  
аскорбиновой кислоты, гидрокситолуола, пирогаллола или ВНТ (4.6) и водного раствора гидроксида 
калия (4.5.1). Спирт и антиоксиданты добавляют в пробу перед внесением гидроксида калия.

Примеры подходящих соотношений реактивов приведены в таблице 2.

Таблица 2

Масса пробы, г Спирт Антиоксидант Гидроксид калия
2 -5 50 мл метанола 0,25 г АК 5 мл раствора с концентрацией 50г/100 мл

5 -1 0 100 мл этанола 1,0 г АК + 0,04 г Na2S 20 мл раствора с концентрацией 60 г/100 мл
10 150 мл этанола 1,0 гАК 50 мл раствора с концентрацией 60 г/100 мл

Омыление обычно длится от 15 до 40 мин при температуре от 80 °С до 100 °С.
Если после омыления и охлаждения на поверхности омыленной смеси присутствует жир или 

масло, добавляют дополнительное количество этанолового раствора гидроксида калия и увеличивают 
время омыления.

7.2.2.2 Экстрагирование
Во избежание образования эмульсии в раствор омыленной пробы добавляют такое количество 

воды, чтобы отношение спирта к воде в конечном растворе составило 1 :1 .
Экстрагируют токоферолы соответствующим растворителем (4.7). Если в качестве растворителя 

для экстракции у-токоферола и 5-токоферола используют л-гексан, то необходимо добавить опреде­
ленное количество более полярного растворителя, чтобы избежать неполного извлечения, о котором 
информируют в случае его появления. Используют смесь петролейного эфира и 20 % диэтилового 
эфира для получения количественной экстракции данных соединений. Проверяют полноту извлечения, 
чтобы идентифицировать возможные потери [16], [17].

Повторяют процедуру экстракции 3 - 4  раза, используя объемы растворителя в пределах от 50 
до 150 мл. Промывают объединенные экстракты водой до нейтральной реакции (2 -4  раза объемом 
от 50 до 150 мл).

Если содержание витамина Е не слишком низкое [18], то извлечение может быть проведено с 
помощью системы жидкостной экстракции (например, Extrelut®3)).

7.2.2.3 Концентрирование
Экстракт отгоняют на роторном испарителе (5.2). Удаляют следы воды высушиванием с сульфатом 

натрия или азеотропной перегонкой с абсолютным этанолом (4.2) или толуолом. Можно использовать 
другую равноценную экстракционную методику, например фазовое разделение фильтровальной 
бумагой для удаления следов воды, если проверено, что эта методика не влияет на результат.

7.2.2.4 Разведение
Повторно растворяют остаток в подвижной фазе (4.8) или в другом растворителе, совместимом с 

ВЭЖХ, для получения конечной концентрации от 1 до 10 мкг/мл каждого токоферола.

7.3 Идентификация
Идентифицируют токоферолы, сравнивая время удержания отдельных пиков на хроматограммах, 

полученных от раствора анализируемой пробы и стандартного раствора. Также идентификацию пиков

3) Extrelut® -  пример подходящего продукта, имеющегося в продаже. Эта информация приведена для удоб­
ства пользователей настоящего стандарта и не является рекламой CEN указанного продукта.
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можно осуществить, добавив небольшое количество соответствующего стандартного раствора в раствор 
анализируемой пробы.

Примечание -  Разделение и количественное определение будут удовлетворительными, если будут соблю­
даться следующие экспериментальные условия (см. также рисунок А.1 и А.2). Для альтернативных систем 
ВЭЖХ см. таблицу С.1.
Стационарная фаза: 
Размер колонки: 
Подвижная фаза: 
Скорость потока:
Объем введенной пробы: 
Детектор:

Lichrosorb® Si 60, 5 мкм;
125 *  4 мм;
Объемная доля 3 % 1,4-диоксана в л-гексане;
1,0 мл/мин;
1 0 -  100 мкл;
Флуорометрический: возбуждение -  295 нм; эмиссия -  330 нм.

7.4 Определение
Вводят соответствующие объемы (до 100 мкл) стандартного раствора, а также раствора анали­

зируемой пробы в систему ВЭЖХ. Чтобы провести количественное определение методом внешнего 
стандарта, интегрируют площади пиков или определяют высоту пиков и сравнивают результаты с соот­
ветствующими значениями стандартного вещества.

Вводят равные объемы пробы и стандартных растворов или компенсируют соответствующим коэф­
фициентом при расчете результатов (см. раздел 9). Проверяют линейность калибровочной кривой.

7.5 Количество определений
Выполняют не менее двух независимых определений.

8 Расчет

Расчет производят по калибровочному графику или с помощью соответствующих программ инте­
гратора или выполняют следующий порядок вычисления.

Рассчитывают массовую концентрацию р, мг/100 г, а-, р-, у- или 5-токоферолов в пробе по формуле

Р =
Ач х с х V х VqT

-----? хЮО,
А$т xmxVs x 1000 (2)

где As

A st

V
С

т
Vst
Vs
1000
100

площадь пика или высота пика а-, р-, у- или 5-токоферолов, полученные при исследо­
вании раствора анализируемой пробы;
площадь пика или высота пика а-, р-, у- или 5-токоферолов, полученные при исследо­
вании стандартного раствора;
общий объем раствора анализируемой пробы (7.2.1 -  7.2.2), мл;
концентрация с откорректированной чистотой (4.10.5) а-, р-, у- или 5-токоферолов в
стандартном растворе (4.11.1 -  4.11.2), мкг/мл;
масса пробы, г;
вводимый объем стандартного раствора, мкл; 
вводимый объем раствора анализируемой пробы, мкл; 
коэффициент перерасчета микрограммов в миллиграммы; 
коэффициент перерасчета массовой доли в 100 г.

Результаты, полученные для а-, р~, у- или 5-токоферолов, выражают в милиграммах на 100 граммов. 
Для вычисления активности витамина Е см. введение и ссылки [1] -  [3].

9 Прецизионность

9.1 Общие положения
Прецизионные данные различных ВЭЖХ методов определения а-токоферола были получены в 

1994 г. в результате международного сравнительного исследования, проводимого в рамках Программы 
испытаний и стандартных измерений, организованной Европейской комиссией. Были проведены испы­
тания проб маргарина (CRM 122) 4> и сухого молока (CRM 421) 4> и получена статистическая инфор­
мация, представленная в приложении В. Данные, полученные в ходе этих сравнительных исследований,

4) CRM -  сертифицированный стандартный материал.

6



СТБ EN 12822-2012

могут применяться при анализе только тех диапазонов концентрации и образцов проб, которые 
указаны в приложении В.

Данные прецизионности для сухого молока и овсяной муки были получены в результате межпабо- 
раторного исследования в соответствии с требоваениями ISO 5725:1986 [19], проведенного Max von 
Pettenkofer-lnstitute of the Federal Health Office Food Chemistry Department Berlin, Germany (в настоящий 
момент: Государственный институт охраны здоровья потребителей и ветеринарии) [20]. Данные, полу­
ченные в ходе данного межлабораторного исследования, могут применяться только для тех диапазонов 
концентраций и образцов пробы, которые указаны в приложении В.

9.2 Повторяемость
Абсолютная разность между результатами двух отдельных испытаний, полученными при иссле­

довании идентичного анализируемого материала одним и тем же оператором, использующим одно и 
то же оборудование, в течение самого короткого промежутка времени, не должна превышать предел 
повторяемости г более чем в 5 % случаев. Повторяемость зависит от уровня концентрации анализи­
руемого вещества, находящегося в пробе.

Значения:
Маргарин а-токоферол х = 24,09 мг/100 г г=  2,765 мг/100
Сухое молоко а-токоферол х = 9,89 мг/100 г г=  1,130 мг/100

Сухое молоко а-токоферол
р-токоферол
у-токоферол
8-токоферол

х= 10,2 мг/100 г 
х = 0,081 мг/100 г 
х= 1,989 мг/100 г 
х = 0,280 мг/100 г

г=  0,853 мг/100 
г=  0,025 мг/100 
г =0,311 мг/100 
г=  0,082 мг/100

Овсяная мука а-токоферол
Р-токоферол

х = 0,279 мг/100 г 
х = 0,057 мг/100 г

г =0,071 мг/100 
г=  0,017 мг/100

9.3 Воспроизводимость
Абсолютная разность между результатами двух отдельных испытаний, полученных при исследо­

вании идентичного материала в двух лабораториях, не должна превышать предел воспроизводи­
мости R более чем в 5 % случаев.

Значения:
Маргарин а-токоферол х= 24,09 мг/100 г R = 4,18 мг/100 г
Сухое молоко а-токоферол х= 9,89 мг/100 г R = 1,96 мг/100 г

Сухое молоко а-токоферол
Р-токоферол
у-токоферол
5-токоферол

х= 10,2 мг/100 г 
х=  0,081 мг/100 г 
х=  1,989 мг/100 г 
х=  0,280 мг/100 г

/7 = 3,705 мг/100 г 
R = 0,046 мг/100 г 
R = 0,978 мг/100 г 
R = 0,134 мг/100 г

Овсяная мука а-токоферол
Р-токоферол

х= 0,279 мг/100 г 
х=  0,057 мг/100 г

R = 0,133 мг/100 г 
R = 0,030 мг/100 г

10 Протокол испытаний

Протокол испытаний должен содержать следующие данные:
-  всю информацию, необходимую для идентификации пробы;
-  ссылку на настоящий стандарт или используемый метод;
-  результаты и единицы измерения, в которых выражаются результаты;
-  дату и методику отбора пробы (если известна);
-  дату получения пробы;
-д ату  проведения испытания;
-  любые особенности, которые наблюдались в ходе проведения испытания;
-  любые операции, не установленные в настоящем стандарте или рассматриваемые как допол­

нительные, которые могли повлиять на результаты.

7



С Т Б  EN 1 28 22 -2 01 2

П р и л о ж е н и е  А
(справочное)

П р и м е р ы  в ы с о к о э ф ф е к ти в н ы х  ж и д к о с т н ы х  х р о м а то гр а м м

a) -  поглощающая способность;
b) -  время;
стационарная фаза -  Lichrosorb® Si 605), 5 мкм; 
размер колонки -  125 * 4 мм;
подвижная фаза -  объемная доля 3 % 1,4-диоксана в л-гексане; 
скорость потока -  1,0 мл/мин; 
объем введенной пробы -  20 мкп;
детектор -  флуорометрический: возбуждение -  295 нм; эмиссия -  330 нм

Рисунок А.1 -  Пример высокоэффективного жидкостного хроматографического разделения 
а- Р-> у-> 6-токоферолов в пробе маргарина (CRM 122)

5> См. сноску «2)».
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a) -  поглощающая способность;
b) -  время;
стационарная фаза -  Lichrosorb® Si 60 5), 5 мкм; 
размер колонки -  125 *  4 мм;
подвижная фаза -  объемная доля 3 % 1,4-диоксана в л-гексане; 
скорость потока -  1,0 мл/мин; 
объем введенной пробы -  20 мкп;
детектор -  флуорометрический: возбуждение -  295 нм; эмиссия -  330 нм

Рисунок А.2 -  Пример высокоэффективного жидкостного хроматографического разделения 
а-, р-, у-, 5-токоферолов в пробе сухого молока (CRM 421)

5> См. сноску «2)».
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Приложение В
(справочное)

Данны е прецизионности

Параметры разных методов определения витамина Е (а-токоферол) были установлены в резуль­
тате международного сравнительного исследования, проводимого в рамках Программы испытаний и 
стандартных измерений, организованной Европейской комиссией [18].

Таблица В.1

Маргарин 
(CRM 122)

Сухое молоко 
(CRM421)

Анализируемое вещество а-токоферол а-токоферол
Год межлабораторного испытания 1994 1994
Количество лабораторий 9 10
Количество проб 1 1
Количество лабораторий, оставшихся после исключения резко откло­
няющихся значений 9 10
Количество резко отклоняющихся значений 0 0
Количество наборов данных 9 10
Количество повторяемых измерений 45 50
Среднее значение х, мг/100г 24,09 9,89
Стандартное отклонение повторяемости sr, мг/100 г 0,977 0,399
Относительное стандартное отклонение повторяемости RSD, 4,1 % 4,0 %
Значение повторяемости г (2,83 * sr), мг/100 г 2,765 1,130
Стандартное отклонение воспроизводимости sR, мг/100 г 1,477 0,693
Относительное стандартное отклонение воспроизводимости RSDr 6,1 % 7,0 %
Значение воспроизводимости R (2,83 х sR), мг/100 г 4,180 1,960

Примечание -  Данные, полученные в результате международного сравнительного исследования систем 
ВЭЖХ при использовании утвержденных лабораториями-участниками методов, идентичных общепринятому 
порядку испытания, представлены в приложении С.

В результате межлабораторного испытания, проведенного в соответствии с ISO 5725:1986 [19], 
были получены следующие данные по валидации. Исследование было проведено Max von Pettenkofer- 
Institute of the Federal Health Office Food Chemistry Department, Berlin, Germany [20].

Таблица B.2

Сухое молоко
Анализируемое вещество а-токо- Р-токо- у-токо- 8-токо-

ферол ферол ферол ферол
Г од межлабораторного испытания 1993 1993 1993 1993
Количество лабораторий 13 12 13 10
Количество проб 5 5 5 5
Количество лабораторий, оставшихся после исключения резко от­
клоняющихся значений 12 9 11 8
Количество резко отклоняющихся значений 1 3 2 2
Количество полученных результатов 66 51 65 40
Среднее значение х, мг/100 г 10,2 0,081 1,989 0,280
Стандартное отклонение повторяемости sr, мг/100 г 0,301 0,009 0,110 0,029
Относительное стандартное отклонение повторяемости RSDr 3,0 % 11,1 % 5,5 % 10,4%
Значение повторяемости г (2,83 х sr), мг/100 г 0,853 0,025 0,311 0,082
Стандартное отклонение воспроизводимости sR, мг/100 г 1,31 0,016 0,346 0,047
Относительное стандартное отклонение воспроизводимости RSDr 12,8% 19,8% 17,4% 16,8%
Значение воспроизводимости R (2,83 х sR), мг/100 г 3,705 0,046 0,978 0,134
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Таблица В.З

Овсяная мука
Анализируемое вещество а-токоферол 8-токоферол
Г од межлабораторного испытания 1993 1993
Количество лабораторий 13 13
Количество проб 5 5
Количество лабораторий, оставшихся после исключения резко откло­
няющихся значений 12 11
Количество резко отклоняющихся значений 1 2
Количество полученных результатов 70 64
Среднее значение х, мг/100г 0,279 0,057
Стандартное отклонение повторяемости sr, мг/100 г 0,025 0,006
Относительное стандартное отклонение повторяемости RSDr 9,0 % 10,5%
Значение повторяемости г (2,83 * sr), мг/100 г 0,071 0,016
Стандартное отклонение воспроизводимости sR, мг/100 г 0,047 0,011
Относительное стандартное отклонение воспроизводимости RSDr 16,8% 19,3%
Значение воспроизводимости R (2,83 * sR), мг/100 г 0,133 0,030
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Приложение С
(справочное)

Альтернативны е системы  вы сокоэф ф ективной жидкостной хроматограф ии

Разделение и количественное определение оказывались удовлетворительными, если соблюдались 
следующие условия при проведении хроматографии [18].

Таблица С.1

Неподвижная фаза
Размеры 
колонки, 
мм X мм

Подвижная фаза 
(объемные доли)

Поток 
в течение 

одной 
минуты

Обнаружение:
Ф -  флуометрическое; 

УФ -  ультрафиолетовое; 
ОФ -  обращенная фаза; 

Воз -  длина волны 
возбуждения;

Эм -  длина волны эмиссии
Knauer polygosil® 
60-5 250 х 4,6 л-гексан + ди-изопропилэфир 

(80 + 20) 1,5 мл Ф: Воз: 296 нм 
Эм: 320 нм

Si 60 250 х 4,6 л-гексан + 2-пропанол (98 + 2) 1,5 мл Ф: Воз: 284 нм 
Эм: 330 нм

Кварц, 5 мкм 100x8 Изо-октан + дл-изопропилэфир 
(с 0,15 % пропанола) (97,5 + 2,5) 2,0 мл Ф: Воз: 295 нм 

Эм: 330 нм
Lichrospher® Si 100, 
5 мкм

250 х 4 л-гексан + 2-пропанол (99,85 + 0,15) 2,5 мл Ф: Воз: 290 нм 
Эм: 330 нм

Lichrosorb® Si 60, 
5 мкм

250 х 4,6 л-гексан + 2-пропанол (99,3 + 0,7) 1,2 мл Ф: Воз: 290 нм 
Эм: 330 нм

Lichrosorb® Si 60, 
5 мкм

250 х 4 л-гексан + диоксан (97 + 3) 1,0 мл Ф: Воз: 293 нм 
Эм: 326 нм

Lichrosorb® Si 60, 
5 мкм

250 х 4 Градиент: от 1 % 2-пропанола 
в л-гептане на 7 мин до 1,5 % 
2-пропанола в л-гептане

1,0 мл
Ф: Воз: 290 нм 

Эм: 327 нм

Амино, 3 мкм 100 х 4,6 Изо-октан + азо-пропанол (98 + 2) 1,5 мл Ф: Воз: 290 нм 
Эм: 330 нм

Nucleosil Cis, 5 мкм 250 х 4 Метанол + вода (97 + 3) 2,0 мл УФ: 292 нм
ОФ-8, 10 мкм 250 х 4,6 Ацетонитрил + метанол + вода 

(50 + 45 + 5) 2,0 мл
Ф: Воз: 293 нм 

Эм: 326 нм 
УФ: 290 нм
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Приложение Д.А
(справочное)

Сведения о соответствии государственного стандарта 
ссылочному европейскому стандарту

Таблица Д.А.1 -  Сведения о соответствии государственного стандарта ссылочному европейскому 
стандарту, который является идентичным международному стандарту

Обозначение и наименование 
ссылочного европейского 

стандарта

Обозначение и наименование 
международного стандарта

Степень
соответ­

ствия

Обозначение и наименование 
государственного стандарта

EN ISO 5555:2001 Масла и 
жиры животные и раститель­
ные. Отбор проб

ISO 5555:2001 Жиры и масла 
животные и растительные. 
Отбор проб

Ю Т СТБ ISO 5555:2009 Жиры и 
масла животные и расти­
тельные. Отбор проб 
(ISO  5555:2011, ITD)
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