
КАЗАХСТАН РЕСПУБЛИКАСЫНЬЩ УЛТТЫК СТАНДАРТЫ

Балалар тагамына жэне ересектерге арналган коспалар

УЛЬТРАЖОГАРЫ ТШМДШ1КТ1 СУЙЫЦТЫК ХРОМАТОГРАФИЯСЫ ЖЭНЕ 
ТАНДЕМ МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЯ (UHPLC-MS/MS) АРЦЫЛЫ ПАНТОТЕН 

КЫПЩЫЛЫНЬЩ М0ЛШЕР1Н АНЬЩТАУ

Смеси для детского питания и взрослых

ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ПАНТОТЕНОВОЙ КИСЛОТЫ С ПОМОЩЬЮ 
УЛЬТРАВЫСОКОЭФФЕКТИВНОЙ ЖИДКОСТНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ И 

ТАНДЕМНОЙ МАСС-СПЕКТРОМЕТРИИ (UHPLC-MS/MS)

ь;р СТ ISO 20639-2016

(ISO 20639:2015 Infant formula and adult nutritionals -  Determination o f pantothenic acid by 
ultra high performance liquid chromatography and tandem mass spectrometry method (UHPLC-

MS/MS), IDT)

Ресми басылым

Ь а̂закстан Республикасы Инвестициялар жэне даму министрлнз 
Техникалык реттеу жэне метрология комитет! 

(Мемстандарт)

Астана

георадарная съемка

https://www.mosexp.ru/georadar


КАЗАХСТАН РЕСПУБЛИКАСЫНЫЦ УЛТТЬЩ СТАНДАРТЫ

Балалар тагамына жэне ересектерге арналган коспалар

УЛЬТРАЖОГАРЫ ТИ1МД1Л1КТ1 СУП Ы КТ Ы К ХРОМАТОГРАФИЯСЫ ЖЭНЕ 
ТАНДЕМ МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЯ (UHPLC-MS/MS) АРЦЫЛЫ ПАНТОТЕН 

КЫШКЫЛЫНЬЩ М0ЛШЕР1Н а н ь щ т а у

Е;р СТ ISO 20639-2016

(ISO 20639:2015 Infant formula and adult nutritionals -  Determination o f pantothenic acid by 
ultra high performance liquid chromatography and tandem mass spectrometry method (UHPLC-

MS/MS), IDT)

Ресми басылым

Казахстан Республикасы Инвестициялар жэне даму министрлнт 
Техникалык реттеу жэне метрология комитет! 

(Мемстандарт)

Астана



ЦР СТ ISO 20639-2016

Алгысез

1 «Kazakhstan Business Solution» жауапкергшлт meicreyni cepiKTecriri (TK 91 
«Химия» стандарттау женшдег! техникальщ комитет!) Э31РЛЕП ЕНГ13Д1

2 Казакстан Республикасы Инвестициялар жэне даму министрлтшц Техникальщ 
ретгеу жэне метрология комитет! Терагасыньщ 2016 жылгы 23 карашадагы № 296-од 
буйрыгымен БЕКГГ1Л1П КОЛДАНЫСКА ЕНГ13ШД1

3 Осы стандарт ISO 20639:2015 Infant formula and adult nutritionals -  Determination 
of pantothenic acid by ultra high performance liquid chromatography and tandem mass 
spectrometry method (UHPLC-MS/MS) (Балалардьщ тамактануына жэне ересектерге 
арналган коспалар. Тшмдшг! ультражогары суйьщтьщ хроматография мен тандемд1 масс- 
спектрометрияньщ (UHPLC-MS/MS) кемепмен пантотен кыпщылыныц мелшерш 
аныктау) хальщаральщ стандартына сэйкес келед1

Хальщаральщ стандартты АОАС INTERNATIONAL кауымдастыгымен б1рлест 
ISO/TC 34 «Тамак ешмдерЬ> техникальщ комитет! эз1рледг

Агылшын тшнен аударылган (еп).
Осы улттык стандарт хальщаральщ стандарттьщ ресми нускасы нег!з1нде эз1рленд1 

жэне осында бер1лген с1лтемелер Нормативт!к техникальщ кужаттардьщ б1рьщгай 
мемлекеток корында бар.

Ресми нуска деген1м1з мемлекетпк жэне орыс т!лдер!ндег! мэт1н болып табылады
Сэйкест1к децгеш -  б1рдей (ШТ).

4 Осы стандартта Казакстан Республикасыньщ «Техникальщ реттеу туралы» 
2004 жылгы 9 карашадагы № 603-II, «Казакстан Республикасындагы -плдер туралы» 1997 
жылгы 11 шшдедег! № 151 Зацдарыньщ нормалары icKe асырылды

6 АЛГАШ РЕТ ЕНГ131ЛД1

Осы стандартца енггзОген взгер'ютер туралы ацпарат «Стандарттау бойынша 
нормативтгк цужаттар» сглтеместде, ал взгерю мэтгнг «Мемлекеттт стандарттар» 
ай сайынгы ацпараттыц сттеместде жарияланады. Осы стандарт цайта царалган 
(жойылган) немесе ауыстырылган жагдамда muicmi ацпарат «Мемлекеттт 
стандарттар» ацпараттыц сттеместде жарияланады.

Осы стандарт Казакстан Республикасы Инвестициялар жэне даму министрлш 
Техникальщ реттеу жэне метрология комитетшщ руксатынсыз ресми басылым ретшде 
Казакстан Республикасы аумагында толыктай немесе белшектелт басылып шыгарыла, 
кебегтле жэне таратыла алмайды

5 Б1Р1НШ1 ТЕКСЕРУ MEP3IMI 
ТЕКСЕРУДЩ КЕЗЕЦД1Л1Г1
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ЦТ СТ ISO 20639-2016

КАЗАХСТАН РЕСПУБЛИКАСЫНЫЦ УЛТТЬЩ СТАНДАРТЫ__________

Балалар тагамына жэне ересектерге арналган цоспалар

УЛЬТРАЖОГАРЫ ТИ1МДШ1КТ1 СУЙЬЩТЬЩ ХРОМАТОГРАФИЯСЫ ЖЭНЕ 
ТАНДЕМ МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЯ (UHPLC-MS/MS) ЛРЦЫЛЫ ПАНТОТЕН 

КЫШКЫЛЫНЫЦ М0ЛШЕРШ а н ь щ т а у

ЕнНзшген куш 2018-01-01

Ескертпе -  Осы стандартты пайдалану Kayirni материалдар мен операцияларды кдмтуы мумкш. Осы 
стандарт оны пайдаланумен байланысты барльщ каушшздж шараларын сипаттау ушш арналмаган. Сэйкес 
каушшздж техникасы шараларын, денсаульщты кортау бойынша шараларды белплеу, осы стандартты 
пайдалану басталтанта дешнп нускаульщты колдану шегш аньщтау унпн барльщ жауаптыльщ стандартты 
пайдаланушыда болады.

1 Колданылу саласы

Осы стандарт тшмдшш жогары суйыктык хроматография мен тандемд1 масс- 
спектрометрияны (UHPLC-MS/MS) пайдаланып балалар татамы мен ересектерге арналган 
коспадагы (ягни, унтактагы), байланыскан шнпщц коспаганда, пантотещд цынщыл 
мелшерш сандьщ аньщтау эд1сш белгшейдт

2 Терминдер мен аныцтамалар

Осы стандартта T H i c r i  аньщтамалары бар мынадай терминдер кдлданылады:
2Л Ересектерге арналган цоспа (adult nutritional): К,орек кундылыгы бойынша 

балансталган, сут, соя, Kypim, сут сарысуы, гидролизденген белок, крахмал мен T y p i  

езгермеген белокты цосып немесе цоспай амин кьшщылынан жасалган, коректенудщ 
жалгыз кез1н б1лд1ру1 мумкш, суйьщ кушнде тутынатын, арнайы эз1рленген тамак; 
ешмдерт

2.2 Адапталган немесе жартылай адапталган бастапкы немесе соцгы сут 
коспалары (infant formula): Ом1ршщ 6ipiHmi айынан бастап тшсп тамакгы колдану 
кушне дешн (72-1981 [1] Стандарт Кодекс! не сэйкес) тамакдануда сэбилердщ кажеттшшн 
канагаттандыру ymiH арнайы дайындалган емшектеп суттщ жасанды алмастыргышы.

3 0 д1стщ мэш

Пантотен кынщылы 0,4 моль/л шогырлануы бар аммоний ацетатыньщ буферл1 
ертщ цсшщ кемепмен шыгарылады. Сузгеннен кешн соцгы ертщ цш  тш мдш т жогары 
ультра суйьщтьщ хроматография мен тандемд1 масс-спектрометрия (UHPLC-MS/MS) 
эсерше ушыратылады.

Ресми басылым
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к;р СТ ISO 20639-2016

4 Реагенттер мен заттар

Егер езгелей жазылмаса, зерттеу кезшде белгш аналитикальщ тазальщ денгеш бар 
реагенттер мен тазартылган немесе минералсызданган суды немесе балама тазальщ 
децгеш бар суды пайдаланады.

4.1 Стандартты ерп ндшер
4.1.1 Кальций D-пантотенаты, Sigma^ немесе балама CAS 137-08-6.
4.1.2 Кальций пантотенаты -  [13Сб, 15N2], IsoSciences1} немесе балама

С AS 356786-94-2.
4.2 Альфа-амилаза, Sigma АЗ 176^, шопщаныц уйкы безшен жасалган, шамамен 25 

ед/мг немесе оныц баламасы .
4.3 EpiTiciniTep
4.3.1 Ацетонитрил, децгеш LC немесе балама.
4.4 Аммоний ацетаты, тазальщ децгеш ACS стандартына сэйкес келедц 98 %-дан 

артьщ (Fluka 9690)4
4.5 Cipicecy кыпщылы, тазальщ децгеш ACS стандартына сэйкес келедг
4.6 К^умырска кыпщылы, тазальщ децгеш ACS стандартына сэйкес келедг
4.7 Судагы 1 % кумырска кыпщылы, тазальщ д е ц г е ш  ACS стандартына сэйкес 

келедг
4.8 Стандартты ертщ цш  дайындау
4.8.1 Пантотен кыпщылыныц непзп ер тщ ц а  (РА), р = 250 мкг/мл. Сыйымдылыгы 

200 мл елшеу! ш кутьща 54,5 мг кальций пантотенатын елшеу (5.1.1 кара) жетюзуппнщ 
сертификатында бершген ылгалдыльщ децгешн назарга алу керек немесе 105 °С кез1 нде 
езгермеген массага дешн кеппру кажет) жэне сумей кажетп келемге дешн жетюзу кажет. 
Аликвотаны минус 20 °С температурада сактайды.

4.8.2 Пантотен кыищылыныц аральщ ертндюц р = 10 мкг/мл. 1 мл непзп ертшд1ш 
РА (5.8.1 кара) сыйымдылыгы 25 мл елшем кутысына салу жэне сумей кажетп келемге 
дешн жетюзу керек. Аликвотаны минус 20 °С температурага дешн сактау кажет.

4.8.3 Калций пантотенаты ертщ цш - [13Сб, 15N2] [IS (1шю стандартты ертнда)], 
непзп ерпнд1, р = 20 мкг/мл. 5,0 мг кальций пантотенатын [13Сб, 15N2] (4.1.2 кара) 
сыйымдылыгы 250 мл кутыга салу керек жэне кажетп келемге дешн жетюзу керек. 
Аликвотаны минус 20 °С температурага дешн сактау кажет.

4.8.4 влшемдеуге арналган бес денгейл1 стандартты epiriнд1. Аральщ ертщ рш ц 
сэйкес келем1н РА (10 мг/мл) (5.8.2 кара) РА (0,08; 0,16; 0,32; 0,64; 1,20 мг/мл) турл1 бес 
шогырлану алу уипн сыйымдылыгы 10 мл елшеу кутысына салады.

500 мкл непзп ертщ цш  IS (20 мг/мл) (4.8.3 кара) косып, сумей кажета келемге 
дешн жетюзу керек. Эр стандартты ертндщ еп шогырлануы IS 1 мг/мл-ды курайды. Осы 
ер1пнд1шц аликвотасын пайдаланар алдында 6ip айдан аспайтын мерз1м i ini нде минус 20 
°С температурада сактау керек.

4.8.5 Аммоний ацетатыныц ертндю1 с = 400 ммоль/л, pH = 3,8 (улпш шайгындау 
уш1н пайдаланылады). Сыйымдылыгы 500 мл химияльщ стаканга (30,80 ± 0,10) г аммоний 
ацетаты салынады. Шамамен 300 мл суды косып, ершенше магнито араластыргышпен 
араластыру керек. Муздай аркесу кышкылын абайлап косып (шамамен 150 мл), pH = (3,8 
±0,1) децгейге жетюзу керек. Сыйымдылыгы 1000 мл елшеу кутысына салып, кажетп

Сатылымда бар ксшайлы ен1мн1ц улпс!- Осы аппарат осы стандартты пайдаланушылардыц 
цолайлылыгы уш1н келт1р1лд1 жэне осы ешмд1 ISO макулдаганына растау болып табылмайды. Егер олар сол 
нэтижеге алып келет1н!н керсетшсе, балама ен1мдер пайдаланылуы мумьан.
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келемге дешн сумей жетюзу керек. Е р тщ ц  4 °С температурада 6ip ай бойы туракты 
болады.

5 Жабдык

Стандарт™ зертханальщ шыны ыдыс пен жабдьщ, атап айткднда мыналар.
5.1 Олшеудщ 4100 г шект1 массасы бар, 0,1 г-га дешнп дэлд1кпен 210 г олшеудщ 

шект1 массасы бар 0,1 мг д эл д т  бар таразы.
5.2 pH, 0,01 дэлдшпен елшеуге арналган аспап, pH б1рл1к.
5.3 ГомогендеунпЧ
5.4 Магнитт1 араластыргышпен араластыруга арналган пластина.
5.5 Сузпштер. 1нпк диаметр! 33 мм, кеуепнщ елшем! 0,22 мкм шприц сузпш, Millex- 

GV PVDF (Millipore)2). Кеуепнщ елшем! 0,45 мкм (Millipore)2) мембранальщ дисил! 
сузпштер немесе балама.

5.6 UHPLC-MS/MS жуйесц UPLC баганы, мысалы электр бурку иондау кез!мен (ESI) 
жэне ТЗ баганмен жаракталган, уш ретак квадрупольд! акаутаикымен уйлест!руде 
ACQUITY UPLC®6 (imri диаметр! 100 мм х 2,1 мм, Waters Согр,1,8 мкм) 2) немесе балама.

Ескертпе. Барльщ салыстырып тексеру куралдары салыстырып тексершуге/калибрленуге 
(аттестатталуга) тшс жэне колданыстагы салыстырып тексеру/калибрлеу (аттестаттау) сертфикаттар 
(куэлжтер) жэне/немесе калибрлеу белгшершщ салыстырып тексеру тацбасыныц белгки болуга, ал 
стандартты улгшер колдануга ж!бершуге жэне [7] сэйкес К)Р М0Ж п зт м ш е  енпзшуге тшс.

7Сынак; журпзу

6.1 Улгшерд! дайындау
6.1.1 Жалпы ережелер
Егер ешмде крахмал болса, жузпнге 50 мг альфа-амилазаны косады жэне 

туткырлыгын азайту жэне жумыс ютеуд! жец1лдету уийн 40 °С температурада 15 минут 
бойы устау керек. Б!р тектш кп камтамасыз ету уш1н жэне тжелей шыгаруга ету уш1н 
суйьщ улплерд! мукият араластыру кажет. Егер унтак тэр1зд1 улгшщ б!ртект!л!г! белпаз 
болса, онда унтак; б1ртекп болып табылмайтыны болжанады жэне 6.1.2 отед!.

6.1.2 Кур га к коспалардан алынган унтак тэр1зд1 улплер
Кургак коспалардан/унтак тэр1зд1 б1ртект1 емес улплерден алынган унтак тэр1зд1 

улплер уш1н шамамен 25,0 г (mi) дэл елшещц кажет. Б1ртект1 жузпнд! алганга дешн 
араластырар алдында 40 °С температура кез1нде 200,0 г (ш2) су косу керек. Кажет кезде, 
гомогендеу1ш пайдаланылады (4.3 кара). Гомогенделген улп жузпш аликвотасыныц 15,0 
г (ш3) дэл елшещцсш сйыымдылыгы 50 мл елшем кутысына салады. Мына формуланы (1) 
пайдаланып улгшщ массасын (ms -  унтак тэр1зд1 балама) есептеу керек:

1) Polytron РТ3000 (жетекп механизм), Aggregate PT-DA 3012 (Kinematics, Люцерн, Швейцария) 
сатылымда бар колайлы ешмдер улпсш бшд!редт Осы акпарат осы стандартты 
пайдаланушылардыц колайлылыгы унпн келпршд! жэне осы ешмд1 ISO макулдаганына растау 
болып табылмайды. Егер олар сол нэтижеге алып келетшш керсетшсе, балама ешмдер 
пайдаланылуы мумкш

2) Сатылымда бар колайлы ешмнщ ynrici. Осы акпарат осы стандартты пайдаланушьшардыц 
колайлылыгы унпн келт1ршд1 жэне осы ешмд1 ISO макулдаганына растау болып табылмайды. 
Егер олар сол нэтижеге алып келетшш керсетшсе, балама ешмдер пайдаланылуы мумкш.
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т л т3
m-j (1)

мундагы т 1 -  елшенген улпнщ масссы, г;
т 2 -  араластырар алдында косылган судьщ массасы, г;
т 3 -гомогенделген улгшщ жузпншщ массасы, г.

6.1.3 Суйьщ коспаныц унтак тэр1зд1 ynrmepi
Суйьщ коспадан унтак; тэр1зд1 6ip теки улплер уппн сыйымдылыгы 50 мл елшеу 

кутысында шамамен 2,0 г улгшщ (ms) дэл елшемд1а кажет. 40 °С температура Kesi нде 14 г 
су косу керек. Bip теки жузпщц алганга дей1н араластыру кажет.

6.1.4 Суйык улплер
Суйык улплерд1 сыйымдылыгы 50 мл елшем кугысына шамамен 20,0 г (ms) дэл 

елшенд1ш салу керек.

6.2 Шыгару

Дайындалган улпш пайдаланып (7.1 кара), шогырлануы 0,4 моль/л аммоний 
ацетатыньщ 25 мл ер1т1нд1с1н косу керек, децгеш pH = 3,8. Улп шайгынын кажетп 
келемге дей1н сумей араластыру кажет. Араластыргыштьщ магнитп элеменпн 10 минут 
бойы арастыру керек. Фальц кагазыньщ кемепмен (сурып 597 %) 20 мл улесп сузу керек. 
Хроматографияльщ талдауды орындау керек.

6.3 Талдау

6.3.1 Хроматографияльщ талдау
6.2 алынган суз1лген ертндш щ  1,0 мл аликвотасын imi нде 500 мкл непзп epiTi Hflici 

IS бар келем1 15 мл полипропилен сынауьщка салады (4.8.3 кара). Олшемдеу уппн 
стандартты epiri нд1 Hi дайындауда пайдаланылган сол epiTiHfliHi пайдалану ете мацызды 
(4.8.3 кара). EpiTiндire 10 мл-ге дешн су косып, жабу жэне араластыру кажет. Кеуектщ 
елшем1 0,22 мкм шприц сузпшц кемепмен сузу керек (4.5). UHPLC-MS/MS жуйес!не 
енпзу кажет.

Типпк хроматограмма ynrinepi А косымшасында бер1лген.
5.3.2 UHPLC уппн шарттар
Енпз1лген келем1: 2 мкл;
Ваган температурасы: 30 °С;
Агын жылдамдыгы: 0,45 мл/мин;
Мобильд1 фаза А: 0,1 % (келемд1 мелшер1) судагы кумырска кыищылы;
Мобильд1 фаза В: Ацетонитрил.
Ваган уш1н градиентп жоспар 1-кестеде бер1лген.

1-кесте. Баганга арналган градиент

Уакыт, мин Жылжымалы фаза А, % Жылжымалы фаза В, %

0 92 8

2,2 80 20

2,4 50 50

4
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4,0 50 50

4Д 92 8

7,0 92 8

Суйыктык хроматография агынын дереккездщ ластануыньщ алдын алу у™11 0 
бастап 2 минутка дешн MS акаутапкыга ж1бередг

6.3.3 MS/MS уыпн шартгар:
-  од электр бурку иондау;
-  капиллярльщ кернеу, 2,2 кВ;
-  конустагы кернеу, 25 В;
-  экстрактордагы кернеу, 3,0 В;
-  дереккез температурасы, 140 °С;
-  десольватация температурасы, 350 °С;
-  конус тэр!зд1 газ агыны, 40 л/саг;
-  газдыц десольватация агыны, 700 л/саг.
Бакыланатын эр ауысу унпн 0,1 с устау уакытымен 14 В сокдыгысу энергиясын 

белплеу керек. Мэндер багдарлы болып табьшады жэне оны эр пайдаланылатын аспап 
ушш оцтайландырады. РА унпн m/z 220,2 —»■ 90,1 ауысу жэне 0,0 бастап 2,1 минутка дешн 
IS изотоппен белпленген унпн m/z 224,2 —*■ 94,1.

6.3.4 Табу
Eip реакциялы мониторинг реж1 Mi нде MS табуга сэйкес РА жэне РА изотоппен 

белпленген молекулярльщ иондарды 6ip мезплде табуды камтиды. Массаныц тацдалган 
турлену1 сэйкесшше m/z 220,2 —»■ 90,1 жэне m/z 224,2 —»■ 94,1 тец.

7 Есептеу

0p6ip стандартты ертщ ц ушш РА жэне IS арасындагы шыц ауданыныц катынасын 
есептеу керек. ПК (х oci) шогырлануына карай шыц ауданыныц катынасы кестесш куру 
жолымен Калибрлеу кисыгын 5 нуктеш куру керек (0,16 бастап 2,40 нг-га дешнп аукымда 
баганда). Сызьщтьщ регрессияны есептеу. Орташа елшенген кисьщ регрессияны 
пайдалану усынылады (1/х).

Еще (S) пен белшбейтш кес1нд1н1 (Т) калибрлеу кисыгымен есептеу кажет.
Массальщ улесп есептейд1 РА, w, мг/100 г-мен, формуланы пайдаланып (2):

(А-П-Vi-VrtX юо
W  =  -— ------,S-m-V2X 1000

мундагы А -  зерттелепн ер1пнд1деп шыц ауданыныц катынасы PA/IS; 
/-калибрлеу кисыгыныц кес1лет1н KeciHflici;
^-калибрлеу кисыгыныц ещец
V1 -  улп шайгыныныц келемц мл (=50);
V 2 -  сузшген ер1т1нд1ден тамшуырмен елшенген келем1, мл (= 1);
V 3 -  зерттелетш ер1пнд1шц соцгы келем1, мл (= 10); 
m -  1р1ктелетш сынаманыц массасы, г;
100 -100 г кайта шакканда турлену;
1000 -нг-нан мг-га дешн турлену.

(2)

5
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А цосымшасы
(ацпаратт ьщ)

Хроматограмма Y-urriepi

0 8 1 1 0 6 0 0 1  M R M  о 1 2  C h a n n e ls  E S *

АЛ cypeTi-UHPLC-IMS/IVlS пайдаланып кальций пантотенатыныц -[13С6, 15N2| iuiKi 
стандартты ертндш щ  (IS) хроматограммасы

0 8 1 10 6 0 0 1  M R M  of 2  C h a n n e ls  E S *

А.2 cypeTi -UHPLC-MS/MS пайдаланып балалар тагамына арналган коспа 
улгкшдеп пантотен кышкылынын хроматограммасы

6
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В косымшасы
(ацпараттыц)

Деректердщ дэлдпт

В.1 кестесшде бершген деректер ISO 5725-2 [3] стандартына сэйкес жэне талдау 
эдю1нщ сипаттамасы дэлд1 пн багалау унпн б1рлескен зерттеу процедуралары унпн АОАС- 
ШРАС б1регейленген хаттамасына сэйкес 2015 жылы [2] жарияланган зертхана аральщ 
зерттеулерден алынды [4]. Зерттеу дерекккезде [5] бершген талаптар неггзшде жургтзшдг 

Эд1еп тексеру туралы тольщ аппарат http://standards.iso.org/iso/20639 сайтында 
бершген.

В.1 кестесь Пантотен кышкылына арналган прецизиондык деректер

Улп 1а 2Ь 3е 4d 5е 6f 7g 8h 9' 10s

Зертхана аральщ сынактар 
жылы 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014

Курт ауыткыган мэндер 
жойылганнан кешн калган 
зертханалар саны

13 14 14 13 13 14 13 14 14 13

Орташа мэн, х, мг/100 г 2,590 3,850 6,960 8,070 5,040 5,910 0,549 6,650 2,070 1,570
Кдйталанушыльщты орташа 
квадраттьщ ауыткуы Sr, мг/100 г 0,050 0,050 0,140 0,130 0,140 0,170 0,008 0,220 0,060 0,030

Жангыртушылыктьщ орташа 
квадраттьщ ауыткуы Sr , мг/ 100 
г

0,130 0,200 0,350 0,330 0,230 0,290 0,022 0,360 0,140 0,090

Кайталанушыльщтын турлену 
коэффициент!, Су,к, % 1,9 1,3 2,0 1,6 2,8 2,8 1,5 3,3 2,9 1,7

Жацгыртушыльщтьщ турлену 
коэффициент!, Суг, % 5,0 5,3 5Д 4,1 4,7 4,9 4Д 5,4 7,0 5,5

Кайталанушылык ineri г [г = 2,8 
х Sr], мг/100 г 0,140 0,140 0,390 0,360 0,390 0,480 0,022 0,620 0,170 0,080

Жацгыртушыльщ ineri R [R = 
2 , 8  х Sr], мг/100 г

0,360 0,560 0,980 0,920 0,640 0,810 0,061 1,010 0,390 0,250

Дереккезге сэйкес Хорвитц 
коэффициентшщ мэш [6] 0,51 0,57 0,60 0,50 0,53 0,57 0,33 0,63 0,69 0,52

а Белок нейзшдеп ересектерге арналган унтак тэр1зд1 сут коспасы;
ь Соя непзшдеп балалар тагамына арналган iuiiHapa гидролизденген унтак тэр1зд1 коспа;
0 SRM 1849а;
аМайдыц аз мелшер1 бар ересектерге арналган унтак тэр1зд1 коспа; 
е Соя непз1ндеп балалар тагамына арналган унтак тэр1зд1 коспа; 
гБалалар тагамына арналган унтак тэр1зд1 коспа;
6 Сут непз1ндеп RTF балалар тагамына арналган коспа; 
h Балалар тагамына арналган карапайым унтак тэр1зд1 унтак;
1 Майдыц жогары мелшер1 бар ересектерге арналган ТД коспа;
1 Белоктыц жогары мелшер1 бар ересектерге арналган ТД коспа;
ТД -  тутынуга дайын.
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НАЦИОНАЛЬНЫЙ СТАНДАРТ РЕСПУБЛИКИ КАЗАХСТАН

Смеси для детского питания и взрослых

ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ПАНТОТЕНОВОЙ КИСЛОТЫ С ПОМОЩЬЮ 
УЛЬТРАВЫСОКОЭФФЕКТИВНОЙ ЖИДКОСТНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ И 

ТАНДЕМНОЙ МАСС-СПЕКТРОМЕТРИИ (UHPLC-MS/MS)

Дата введения 2018-01-01

Примечание -  Использование настоящего стандарта может включать в себя опасные материалы и 
операции. Настоящий стандарт не предназначен для описания всех мер безопасности, связанных с его 
использованием. Вся ответственность за установление соответствующих правил техники безопасности, мер 
по охране здоровья, определение пределов применимости руководства до начала использования настоящего 
стандарта, лежит на пользователе стандарта.

1 Область применения

Настоящий стандарт устанавливает метод количественного определения содержания 
пантотеновой кислоты, за исключением связанных форм, в смеси для детского питания и 
взрослых (т. е. порошки), используя ультравысокоэффективную жидкостную 
хроматографию и тандемную масс-спектрометрию (UHPLC-MS/MS).

2 Термины и определения

В настоящем стандарте применяются следующие термины с соответствующими 
определениями:

2.1 Смесь для взрослых (adult nutritional): Сбалансированные по питательным 
веществам, специально разработанные продукты питания, потребляемые в жидкой форме, 
которые могут представлять собой единственный источник питания, изготовленный из 
сочетания молока, сои, риса, молочной сыворотки, гидролизованного белка, крахмала и 
аминокислот, с добавлением и без добавления немодифицированного белка

2.2 Адаптированные или частично адаптированные начальные или 
последующие молочные смеси (infant formula): Искусственный заменитель грудного 
молока, специально изготовленный для удовлетворения потребности младенцев в питании 
в течение первых месяцев жизни до использования соответствующего прикорма (согласно 
Стандарт Кодекса 72-1981 [ 1 ]).

3 Сущность метода

Пантотеновая кислота извлекается с помощью буферного раствора ацетата аммония 
с концентрацией 0,4 моль/л. После фильтрации конечный раствор подвергают 
воздействию ультравысокоэффективной жидкостной хроматографии и тандемной масс- 
спектрометрии (UHPLC-MS/MS).

Издание официальное
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4 Реагенты и вещества

Во время исследования, если не указано иное, используют реагенты известной 
аналитической степени чистоты и дистиллированную или деминерализованную воду, или 
воду эквивалентной степени чистоты.

4.1 Стандартные растворы
4.1.1 D-пантотенат кальция, Sigma^ или эквивалент CAS 137-08-6.
4.1.2 Пантотенат кальция -  [13С6, 15N2], IsoSciences1} или эквивалент

С AS 356786-94-2.
4.2 Альфа-амилаза, Sigma АЗ 17б’\  из свиной поджелудочной железы, около 25 ед/мг 

или эквивалент.
4.3 Растворители
4.3.1 Ацетонитрил, степень LC или эквивалент.
4.4 Ацетат аммония, степень чистоты, соответствующая стандарту ACS, более 98 % 

(Fluka 9690)1}.
4.5 Уксусная кислота, степень чистоты, соответствующая стандарту ACS.
4.6 Муравьиная кислота, степень чистоты, соответствующая стандарту ACS.
4.7 1 % муравьиной кислоты в воде, степень чистоты, соответствующая стандарту

ACS.
4.8 Приготовление стандартных растворов
4.8.1 Основной раствор пантотеновой кислоты (РА), р = 250 мкг/мл. Взвесить 

54,5 мг пантотената кальция (см. 4.1.1) в мерной колбе вместимостью 200 мл (необходимо 
принять во внимание степень влажности, указанную в сертификате поставщика, или 
осушить до неизменной массы при 105 °С) и довести до нужного объема водой. Хранить 
аликвоты при температуре минус 20 °С.

4.8.2 Промежуточный раствор пантотеновой кислоты, р = 10 мкг/мл. Поместить 
1 мл основного раствора РА (см. 4.8.1) в мерную колбу вместимостью 25 мл и довести 
водой до нужного объема. Хранить аликвоты при температуре минус 20 °С.

4.8.3 Раствор пантотената кальция -  [13Сб, 15N2] [IS (Внутренний стандартный 
раствор)], основной раствор, р = 20 мкг/мл. Взвесить 5,0 мг пантотената кальция -  
[13Сб, 15N2] ( с м . 5.1.2) в мерной колбе вместимостью 250 мл и довести водой до нужного 
объема. Хранить аликвоты при температуре минус 20 °С.

4.8.4 Пятиуровневые стандартные растворы для градуировки. Поместить 
соответствующие объемы промежуточного раствора РА (10 мг/мл) (см. 4.8.2) в мерные 
колбы вместимостью 10 мл, чтобы получить пять различных концентраций РА (0,08; 0,16; 
0,32; 0,64; 1,20 мг/мл). Добавить 500 мкл основного раствора IS (20 мг/мл) (см. 4.8.3) и 
довести водой до нужного объема. Концентрация IS в каждом стандартном растворе 
составляет 1 мг/мл. Хранить аликвоты этих растворов при температуре минус 20 °С в 
течение не более одного месяца перед использованием.

4.8.5 Раствор ацетата аммония, с = 400 ммоль/л, pH = 3,8 (используется для 
экстракции образца). В химический стакан вместимостью 500 мл поместить (30,80 ± 0,10) 
г ацетата аммония. Добавить приблизительно 300 мл воды и перемешать магнитной 
мешалкой до растворения. Довести до уровня pH, равного (3,8 ± 0,1), осторожно добавляя 
ледяную уксусную кислоту (около 150 мл). Поместить в мерную колбу вместимостью

1) Пример подходящего продукта, имеющегося в продаже. Данная информация приведена для 
удобства пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением того, что данный продукт 
одобрен ISO. Эквивалентные продукты могут использоваться, если продемонстрировано, что они приводят 
к тем же результатам.
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1000 мл и довести водой до нужного объема. Раствор стабилен в течение одного месяца 
при температуре 4 °С.

5 Оборудование

Стандартная лабораторная стеклянная посуда и оборудование, а именно, следующее.
5.1 Весы, с точностью 0,1 мг, предельной массой взвешивания 210 г, с точностью 

0,1 г, предельной массой взвешивания 4100 г.
5.2 Прибор для измерения pH, с точностью 0,01 единиц pH.
5.3 Гомогенизатор^.
5.4 Пластина для смешивания с магнитными мешалками.
5.5 Фильтры. Шприцевые фильтры, с размером пор 0,22 мкм, внутренним диаметром 

33 мм, Millex-GV PVDF (Millipore)2). Мембранные дисковые фильтры, с размером пор 
0,45 мкм (Millipore)2) или эквивалент.

5.6 Система UHPLC-MS/MS, колонка UPLC, например, ACQUITY UPLC®6 в
сочетании с тройным квадрупольным детектором, снабженным источником
электрораспылительной ионизации (ESI) и колонкой ТЗ (1,8 мкм, внутренним диаметром 
(100,0 х 2,1) мм, Waters Согр.)2) или эквивалент.

Примечание -  Все средства поверки должны быть поверены/калиброваны (аттестованы) и иметь 
действующие сертификаты (свидетельства) о поверке/калибровке (аттестации) и/или оттиски 
поверительных клейм калибровочные знаки, а стандартные образцы допущены к применению и внесены в 
реестр ГСП РК в соответствии с [7].

6 Проведения испытания

6.1 Подготовка образцов
6.1.1 Общие положения
Если продукт содержит крахмал, добавляют 50 мг альфа-амилазы к суспензии и 

выдерживают в течение 15 мин при температуре 40 °С для уменьшения вязкости и 
упрощения обработки. Тщательно смешать жидкие образцы для обеспечения 
однородности и перейти непосредственно к извлечению. Если однородность 
порошкообразного образца неизвестна, то предполагается, что порошок не является 
однородным и переходят к 6.1.2.

6.1.2 Порошкообразные образцы из сухих смесей
Для порошкообразных образцов из сухих смесей/неоднородных порошкообразных 

образцов необходима точная навеска примерно 25,0 г (mi). Добавить 200,0 г (m2) воды при 
температуре 40 °С перед смешиванием до получения однородной суспензии. При 
необходимости используется гомогенизатор (см. 4.3). Поместить точную навеску 15,0 г 
(m3) аликвоты суспензии гомогенизированного образца в мерной колбе вместимостью

Polytron РТ3000 (приводной механизм), Aggregate PT-DA 3012 (Kinematics, Люцерн, Швейцария) 
представляют собой примеры подходящих продуктов, имеющихся в продаже. Данная информация 
приведена для удобства пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением того, что 
данный продукт одобрен ISO. Эквивалентные продукты могут использоваться, если продемонстрировано, 
что они приводят к тем же результатам.

2) Пример подходящего продукта, имеющегося в продаже. Данная информация приведена для 
удобства пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением того, что данный продукт 
одобрен ISO. Эквивалентные продукты могут использоваться, если продемонстрировано, что они приводят 
к тем же результатам.
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50 мл. Вычислить массу образца (ms -  порошкообразный эквивалент), используя формулу
( 1 ) :

т1-т3
т , (1)

где mi -  масса взвешенного образца, г;
m2 -  масса воды, добавленной перед смешиванием, г;
тз — масса суспензии гомогенизированного образца, г.

6.1.3 Порошкообразные образцы из жидких смесей
Для однородных порошкообразных образцов из жидких смесей необходима точная 

навеска примерно 2,0 г образца (ms) в мерной колбе вместимостью 50 мл. Добавить 14 г 
воды при температуре 40 °С. Смешать до получения однородной суспензии.

6.1.4 Жидкие образцы
Для жидких образцов поместить точную навеску примерно 20,0 г (ms) в мерную 

колбу вместимостью 50 мл.

6.2 Извлечение

Используя приготовленный образец (см. 6.1), добавить 25 мл раствора ацетата 
аммония концентрацией 0,4 моль/л, уровень pH 3,8. Довести экстракт образца водой до 
нужного объема. Поместить магнитный элемент мешалки и перемешивать в течение 
10 мин. Отфильтровать порцию в 20 мл с помощью фальцованной бумаги (сорт 597 %). 
Выполнить хроматографический анализ.

6.3 Анализ

6.3.1 Хроматографический анализ
Поместить 1,0 мл аликвоты отфильтрованного раствора, полученного в 6.2 в 

полипропиленовую пробирку вместимостью 15 мл, содержащую 500 мкл основного 
раствора IS (см. 4.8.3). Крайне важно использовать тот же самый раствор, который 
использовался в приготовлении стандартных растворов для градуировки (см. 4.8.3). 
Разбавить раствор до 10 мл водой, закрыть и перемешать. Отфильтровать с помощью 
шприцевого фильтра с размером пор 0,22 мкм (см. 4.5). Ввести в систему UHPLC-MS/MS.

Примеры типичных хроматограмм приведены в приложении А.
6.3.2 Условия для UHPLC
Вводимый объем: 2 мкл;
Температура колонки: 30 °С;
Скорость потока: 0,45 мл/мин;
Мобильная фаза А: 0,1 % (объемное содержание) муравьиной кислоты в воде;
Мобильная фаза В: Ацетонитрил.
Градиентный план для колонки приводится в таблице 1.

Таблица 1 -  Градиент для колонки

Время, мин Подвижная фаза А, % Подвижная фаза В, %

0 92 8

2,2 80 20

4
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Продолжение таблицы 1

Время, мин Подвижная фаза А, % Подвижная фаза В, %

2,4 50 50

4,0 50 50

4Д 92 8

7,0 92 8

Направлять поток жидкостной хроматографии в детектор MS от 0 до 2 мин для 
предотвращения загрязнения источника.

6.3.3 Условия для MS/MS
-  положительная электрораспылительная ионизация;
-  капиллярное напряжение, 2,2 кВ;
-  напряжение на конусе, 25 В;
-  напряжение экстрактора, 3,0 В;
-  температура источника, 140 °С;
-  температура десольватации, 350 °С;
-  конический поток газа, 40 л/ч;
-  поток десольватации газа, 700 л/ч.
Установить энергию столкновений на 14 В с временем выдержки для каждого 

контролируемого перехода 0,1 с. Значения являются ориентировочными и их 
оптимизируют для каждого используемого прибора. Отслеживают переходы m/z 220,2 —> 
90,1 для РА и m/z 224,2 —> 94,1 для отмеченного изотопом IS от 0,0 до 2,1 мин.

6.3.40 бнаружение
Обнаружение MS в режиме однореакционного мониторинга включает 

одновременное обнаружение молекулярных ионов, соответствующих РА и отмеченной 
изотопом РА. Выбранные преобразования масс равны соответственно m/z 220,2 —> 90,1 и 
m/z 224,2->94,1.

7 Вычисление

Для каждого стандартного раствора рассчитать соотношение площадей пиков между 
РА и IS. Составить калибровочную кривую по 5 точкам (на колонке в диапазоне от 0,16 
до 2,40 нг) путем построения графика соотношения площадей пиков (ось у) в зависимости 
от концентрации ПК (ось х). Вычислить линейную регрессию. Рекомендуется 
использовать средневзвешенную кривую регрессии (1/х).

Вычислить наклон (S) и отсекаемый отрезок (/) калибровочной кривой.
Вычислить массовую долю РА, w, в мг/100 г, используя формулу (2):

(A-nV-,V3lQQ
W  =  -—  -----,

SmV2 1000 (2)

где А -  соотношение площадей пиков РА/IS в исследуемом растворе; 
/ -  отсекаемый отрезок калибровочной кривой;
S -  наклон калибровочной кривой;
V] -  объем экстракта образца, мл (= 50);
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V2 -  объем отмеренного пипеткой отфильтрованного раствора, мл (= 1); 
V 3 -  окончательный объем исследуемого раствора, мл (= 10); 
т -  масса отбираемой пробы, г;
100 -  преобразование в пересчете на 100 г;
1000 -  преобразование с иг до мг.
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Приложение А
(информационное)

Примеры хроматограмм

0 8 1 1 0 6 0 0 1  M R M  o f 2  C h a n n e ls  E S *

Рисунок А.1 -  Хроматограмма стандартного раствора (IS) пантотенат кальция-[13Сб,
1?N2) с  использованием UHPLC-MS/MS

0 8 1 10 6 0 0 1 M R M  of 2 C h a n n e ls  E S *

Рисунок А.2 -  Хроматограмма пантотеновой кислоты в образце адаптированные или 
частично адаптированные начальные или последующие молочные смеси с

использованием UHPLC-MS/MS
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Приложение В
( инф ормационное)

Точность данных

Данные, приведенные в таблице В.1, были получены в межлабораторных 
исследованиях и опубликованы в 2015 году [2] в соответствии с ISO 5725-2 [3] и 
Унифицированным протоколом АО АС-ШР АС для процедур совместного исследования 
для оценки точности характеристик метода анализа [4]. Исследование проводилось на 
основе требований, приведенных в [5]. Более подробная информация о проверке метода 
размещена на сайте: http://standards.iso.org/iso/20639.

Таблица В.1 — Прецизионные данные для пантотеновой кислоты
Образец 1а 2Ь 3е 5е 7g 8" 9‘ 10*

Г од межлабораторных 
испытаний 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014

Количество лабораторий, 
оставшихся после выброса 13 14 14 13 13 14 13 14 14 13

Среднее значение, х, мг/100 г 2,590 3,850 6,960 8,070 5,040 5,910 0,549 6,650 2,070 1,570
Среднеквадратическое 
отклонение повторяемости S r,
мг/100 г

0,050 0,050 0,140 0,130 0,140 0,170 0,008 0,220 0,060 0,030

Среднеквадратическое 
отклонение воспроизводимости 
Sr , мг/100 г

0,130 0,200 0,350 0,330 0,230 0,290 0,022 0,360 0,140 0,090

Коэффициент вариации 
повторяемости, Суя, % 1,9 1,3 2,0 1,6 2,8 2,8 1,5 3,3 2,9 1,7

Коэффициент вариации 
воспроизводимости, Су,г, % 5,0 5,3 5,1 4,1 4,7 4,9 4Д 5,4 7,0 5,5

Предел повторяемости г 
[г = 2,8 х  Sr], мг/100 г 0,140 0,140 0,390 0,360 0,390 0,480 0,022 0,620 0,170 0,080

Предел воспроизводимости R 
[R  = 2,8 х  Sr ], мг/100 г 0,360 0,560 0,980 0,920 0,640 0,810 0,061 1,010 0,390 0,250

Значение коэффициента 
Хорвитца, согласно [6] 0,51 0,57 0,60 0,50 0,53 0,57 0,33 0,63 0,69 0,52

а Порошкообразная молочная смесь для взрослых на основе белка;
ь Частично гидролизованная порошкообразная адаптированная или частично адаптированная начальная 

или последующая молочная смесь на основе сои;
с SRM 1849а;
dПорошкообразная смесь для взрослых с низким содержанием жира;
е Порошкообразная адаптированная или частично адаптированная начальная или последующая 

молочная смесь на основе сои;
Порошкообразная адаптированная или частично адаптированная начальная или последующая молочная 

смесь;
6 Адаптированная или частично адаптированная начальная или последующая молочная смесь RTF на 

основе молока;
h Элементарная порошкообразная адаптированная или частично адаптированная начальная или 

последующая молочная смесь;
1 Смесь для взрослых ГУ с высоким содержанием жира;
J Смесь для взрослых ГУ с высоким содержанием белка;
ГУ -  готовый к употреблению.
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