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М Е Ж Г О С У Д А Р С Т В Е Н Н Ы Й  С Т А Н Д А Р Т

СМЕСИ АД АП ТИ РО ВАН НЫ Е ДЛЯ ИСКУССТВЕННОГО ВСКАРМЛИВАНИЯ ДЕТЕЙ 
РАННЕГО ВОЗРАСТА И СМЕСИ ДЛЯ ЭНТЕРАЛЬНОГО ПИТАНИЯ ВЗРОСЛЫ Х

Определение содержания хрома, селена и молибдена. 
М асс-спектромотрия с индуктивно связанной плазмой (ICP-MS)

Infant formula and adult nutritionais.
Determination of chromium, selenium and molybdenum. Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS)

Дата введения —  2019— 09— 01

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ —  Применение настоящ его стандарта может вклю чать использова
ние вещ еств, оборудования и осущ ествление м анипуляций, опасны х д л я  жизни. Настоящ ий 
стандарт не предусматривает рассм отрения всех проблем безопасности, связанны х с его при
менением. О тветственность за соблю дение техники безопасности и охраны  здоровья, а так
же установление соответствую щ их ограничений по прим енению  настоящ его стандарта несет 
пользователь.

1 Область применения

Настоящий стандарт устанавливает метод количественного определения хрома, селена и молиб
дена в смесях для детского питания и взрослых с применением масс-спектрометрии с индуктивно свя
занной плазмой (ICP-MS).

2 Сущность метода

Анализируемую пробу нагревают с азотной кислотой в микроволновой системе для минерализа
ции пробы в закрытом контейнере при 200 °С. Анализируемый раствор, содержащий минерализован
ную пробу, или его соответствующее разведение вносят в масс-спектрометр с индуктивно связанной 
плазмой (ИСП-МС). предварительно откалиброванный подкисленными стандартными калибровочными 
растворами. Ионизирующий буфер (калийный) применяется для минимизации эффектов легко ионизи
руемых элементов {ElEs). метанол добавляется для нормализации содержания углерода, а германий 
и теллур используются в качестве внутренних стандартов. Допускается совместное проведение анали
зов Сг/Mo/Se с одновременным определением любого или всех следующих элементов: Na. К. Р. Мд, Са, 
Fe. Zn. Си. Мп. Ионизирующий буфер не добавляется, если калибровочные стандарты уже содержат 
Na. К. Мд и/или Са [1].

3 Реактивы и материалы

Во время проведения анализа, если не указано иное, используются только реагенты признанной 
степени чистоты и дистиллированная или деионизированная вода или вода эквивалентной чистоты.

3.1 Вода очищенная, 18 МОм/см.
3.2 Кислота азотная концентрированная (HNOa), 65— 70 %. для анализа следов металлов.
3.3 Перекись водорода (Н20 2), 30 %, х. ч.
3.4 Метанол, чистота г  99,99 %, особо чистый для подбора матрицы.

Издание официальное
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3.5 Раствор калия в азотной кислоте, с массовой концентрацией р = 10 000 мг/дм3 для подбора 
матрицы.

Раствор калия может быть заменен многоэлементными стандартами, которые содержат калий, 
при условии, что одновременно определяются также другие основные элементы.

3.6 Стандартные образцы

3.6.1 Многоэлементный стандартный раствор*, содержащий Cr. Mo. Se, в азотной кислоте, 
pCf = 2 мг/дм3, рМо = 2 мг/дм3 и pSe = 1 мг/дм3 или эквивалентный.

3.6.2 Многоэлементный стандартный раствор*, содержащий Ge. Те, в азотной кислоте, pGe = 5 мг/дм3 
и = 5 мг/дм3 или эквивалентный.

3.6.3 Стандартный эталонный образец** или другой подходящий стандартный эталонный обра
зец, служащий в качестве контроля для этого анализа.

3.7 Приготовление стандартны х растворов

Готовят промежуточные рабочие растворы из стандартных растворов с концентрацией 40 нг/см3 
для Сг и Мо и 20 нг/см3 для Se с использованием мерных пипеток для приготовления стандартов (см. 6.6). 
Возможно использование базового стандартного раствора смеси элементов в азотной кислоте. Готовят 
три многоэлементных рабочих стандартных раствора, содержащих 0.8: 4.0 и 20 нг/см3 Сг и Мо и 0,4: 2.0 
и 10 нг/см3 Se. а также раствор сравнения, с внутренними стандартами Ge и Те с концентрацией 50 нг/см3, 
в H N 0 3. Раствор Ge используется в качестве внутреннего стандарта для Сг и Мо. а раствор Те исполь
зуется для Se.

4 Оборудование и лабораторная посуда

4.1 Система пробоподготовки микроволновая. Используют готовую микроволновую систему про- 
боподготовки. предназначенную для лабораторного использования при температуре от 0 до 300 °С с 
герметично закрывающимися контейнерами и регулируемой температурой. Подбирают контейнеры 
для разложения проб, которые будут выдерживать максимально возможное давление, так как пробы, 
а также карбонаты, могут способствовать значительному увеличению давления во время минерализа
ции. Систему подключают к вытяжной вентиляции в соответствии с рекомендациями производителя.

ПРЕДОСТЕРЕЖЕНИЕ —  Во время работы  микроволновой систем ы  пробоподготовки го 
рячий раствор кислоты  находится под давлением. Используйте соответствую щ ую  защиту для 
лица и лабораторную  одежду.

4.2 ИСП-МС. Масс-спектрометр с индуктивно связанной плазмой (ИСП масс-спектрометр) с ячей
ками соударения и источником водорода и гелия.

4.3 Различная пластиковая лабораторная посуда и пипетки. Одноразовые пластиковые пробирки/ 
пробирки для автосемплера для хранения растворов проб, мерные пипетки класса А  для приготовле
ния стандартов, дозатор переменного объема на 1000 мм3 или фиксированного объема на 500 мм3 для 
добавления внутренних стандартов, откалиброванные на используемый объем.

4.4 Весы лабораторные. Цена деления 0.0001 г.

5 Проведение испытания

5.1 Подготовка пробы

Готовят образцы смесей разведением около 25 г образца в 200 см3 теплой очищенной воды 
(60 X ) .  Навеску 1.8 г восстановленного испытуемого раствора переносят в контейнер для разложения 
проб. Такая навеска представляет собой 0,2 г исходного образца смеси. 0.2 г эталонного образца 
SRM 1849а отвешивают непосредственно в контейнер для разложения проб. Жидкие пробы могут быть 
приготовлены путем взятия точной навески приблизительно 1 г анализируемого образца непосредственно

* Например High-Purity™ Standards —  подходящий стандарт, доступный на коммерческой основе. Инфор
мация предоставляется для удобства пользователей настоящего стандарта и не является рекламой названного 
продукта. Могут быть использованы стандарты эквивалентного качества, если можно показать, что они приводят 
к таким же результатам.

** Стандартный эталонный образец SRM 1&49а из Национального института стандартов и технологий (NIST).
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в контейнер для разложения проб после перемешивания. Для проведения рекомендуемого односта
дийного разложения проб (две стадии по программе микроволновой печи) добавляют 0.5 см3 5000 нг/см3 
раствора внутреннего стандарта Ge и Те при помощи дозатора, откалиброванного на используемый 
объем, для обеспечения по меньшей мере 0.8 % точности. Чтобы максимально использовать преиму
щество внутреннего стандарта и тем самым повысить надежность этого метода, не следует добавлять 
внутренние стандарты в режиме онлайн в ходе анализа. В контейнер для разложения проб добавляют 
5 см3 H N 03 для анализа следов металлов, а затем 2 см3 Н20 2. Контейнеры для разложения проб за
печатывают в соответствии с инструкциями производителя и Помещают их в микроволновую систему 
пробоподготовки. Температуру повышают линейно —  от температуры окружающей среды до 180 °С в 
течение 20 мин и поддерживают ее в течение 20 мин на этапе 1. На этапе 2 микроволновая система 
пробоподготовки автоматически переходит в температурный режим 200 °С через 20 мин и поддержива
ет его в течение 20 мин (см. таблицу 1).

Т а б л и ц а  1 —  Параметры работы микроволновой системы пробоподготовки

N9 п.'п Наименование этапа Условия

Этап 1 —  Разложение пробы

1 Мощность 100% (1600 Вт)

2 Линейный нагрев 20 мин

3 Время удерживания 20 мин

4 Температура 180 "С

5 Охлаждение 20 мин

Этап 2 —  Разложение пробы

1 Мощность 100% (1600 Вт)

2 Линейный нагрев 20 мин

3 Время удерживания 20 мин

4 Температура 200 "С

5 Охлаждение 20 мин

Для микроволновых систем пробоподготовки без двухступенчатой программы и там. где это более 
удобно, используют двухступенчатое разложение проб. Добавляют 0.5 см3 5000 нг/см3 раствора вну
треннего стандарта Ge и Те (при помощи откалиброванного дозатора, как указано выше) и 5 см3 H N 03 
для анализа следов металлов. Внутренние стандарты в ходе анализа в режиме онлайн не добавляют. 
Температуру повышают от комнатной до 200 °С в течение 20 мин с соответствующими модели микро
волновой печи настройками мощности и числом контейнеров. Охлаждают контейнеры в соответствии 
с инструкциями производителя, приблизительно 20 мин. Медленно открывают контейнеры, выпуская 
коричневые газы двуокиси азота.

ПРЕДОСТЕРЕЖЕНИЕ —  Вентиляция должна проводиться в  вытяжном шкафу, так как N 0 2 
очень токсичен.

Добавляют 1 см3 Н20 2 и повторно минерализуют пробу путем изменения температуры от ком
натной до 180 °С в течение 15 мин. Температуру устанавливают на уровне 180 °С и выдерживают в 
течение 15 мин. затем охлаждают в течение 20 мин до комнатной (25 °С).

5.2 Приготовление испы туем ого раствора

Добавляют приблизительно 20 см3 очищенной воды к содержимому контейнера с подготовлен
ными пробами и переносят в пробирку для образцов вместимостью 50 см3. Ополаскивают контейнер 
и переносят промывные воды в пробирку. 0.5 см3 метанола добавляют в пробирку для образцов и 
разбавляют до 50 см3 очищенной водой. Метанол может быть добавлен непосредственно в пробу в 
количестве 1 % по объему.
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5.3 Проведение измерений

В таблице 2 приведены параметры работы прибора в ходе анализа. Проводят анализ тестовых 
растворов с использованием ИСП МС-спектрометра. стандартизованного с применением указанных 
стандартных растворов. Ge используется как внутренний стандарт для Сг и Мо (плазмообразующий 
газ —  гелий), а Те используется для Se (плазмообразующий газ —  водород).

Режим работы с применением водорода в качестве плазмообразующего газа рекомендуется 
для определения низких уровней Se в смесях для детского питания, и в зависимости от модели 
прибора может оказаться невозможным легко переключаться между режимами гелия и водорода. 
В этом случае следуют инструкциям производителя прибора для перехода от гелиевого режима к 
водородному и анализируют Se отдельно от Сг и Мо. Следует проверить в отдельных эксперимен
тах. что предел количественного определения (ПКО) для Se находится на уровне или ниже 10 нг/г 
при использовании альтернативного газа соударения/реакционного газа. Проводят анализ рабочих 
стандартных растворов Сг и Мо с концентрацией 4 нг/см3 и Se с концентрацией 2 нг/см3 или друго
го подходящего раствора для контроля качества с интервалом через 10 каждых проанализирован
ных проб для контроля за изменением показаний прибора и линейностью. Результат должен быть 
в пределах 4 % от номинальной концентрации стандарта. Обязательно проводят: анализ пробы 
без образца (проводят анализ, как и в случае обычного образца, и его измеренная концентрация 
должна быть менее половины наименьшей концентрации калибровочного стандартного раствора), 
повторный анализ одного и того же образца [относительная процентная разница (RPD) S в преде
лах 10 % для Сг. 7 % для Se и 5 % для Мо]. анализ известных стандартных образцов, служащих в 
качестве контрольных образцов (проверка на извлекаемость в рамках контрольных пределов). Если 
какие-либо из этих проверок контроля качества не выполняются, результаты должны считаться не
действительными. Порядок анализа должен быть следующим: анализ стандартных калибровочных 
растворов, затем следуют промывка, анализ пробы без образца, анализ стандартного образца, кон
трольного образца, анализируемой пробы, повторный анализ пробы (до 10 проб) и в заключение 
анализ стандартного образца.

Т а б л и ц а  2 —  Параметры работы ИСП масс-спектрометра

Типичные условия работы прибора

ВЧ-мощность. Вт 1600

ВЧ-напряжение. В 1.8

Глубина образца, мм 9

Напряжение первой линзы (экстрактора). В 0

Расход газа-носителя. дм3/мин 0.9

Расход вспомогательного газа, дм3/мин 0.2

Распылитель Стеклянный концентрический3

Температура распылительной камеры. "С 2

Интерфейсные конусы Ni

Расход Не в ячейке, см3/мин 4.5

Расход Н2 в ячейке. см3/мин 4.2

Скорость работы насоса-распылителя, с '1 0.1 (= 0.5 см3/мин)

Аналит/внутренний стандарт/режим газа ^Cr. 95Mo/72Ge в режиме Не 
7eSe/130Te в режиме Н2

а Например. «MicroMist». Это пример подходящего продукта, доступного на коммерческой основе. Инфор-
мация предоставляется для удобства пользователей настоящего стандарта и не является рекламой названного
продукта. Могут использоваться эквивалентные продукты, если они позволяют получать сходные результаты.
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6 Расчеты

коэффициенты отклика аналита по отношению к внутреннему стандарту измеряют при анализе 
многоэлементных рабочих стандартных растворов (см. 3.7), а наклон калибровочной кривой и пересе
чение автоматически вычисляют программным обеспечением с использованием невзвешенного линей
ного регрессионного анализа методом наименьших квадратов, чтобы получить наиболее подходящую 
линию. Затем в растворах образцов измеряют отношения отклика аналита к внутреннему стандарту, и 
расчетную концентрацию аналитического раствора умножают на соответствующий коэффициент раз
бавления, чтобы получить конечную концентрацию аналита в продукте.

7 Контроль качества результатов измерений

7.1 Линейность

Все калибровочные кривые строят с использованием невзвешенного линейного регрессионного 
анализа по методу наименьших квадратов и для каждой калибровочной кривой рассчитывают значе
ния коэффициента корреляции (г). Каждую калибровочную кривую строят с использованием четырех 
многоэлементных стандартных растворов, включая контрольный стандартный раствор. Следует отме
тить. что все концентрации аналита в пробах находятся в линейном диапазоне калибровочной кривой 
и выше установленного нижнего предела линейности.

7.2 Предел количественного определения (ПКО)

ПКО —  это наименьшая концентрация аналита в пробе, которая может быть надежно определена 
прибором. Значение ПКО обычно определяется путем умножения среднего стандартного отклонения 
(СО) результатов анализов 10 минерализованных пустых образцов на коэффициент 10, а инструмен
тальный ПКО рассчитывается путем умножения инструментального ПО (предела обнаружения) на 3 
(см. ссылку [2]). Однако в этом методе полезный или практический ПКО определяют как нижнее линей
ное предельное значение калибровочной кривой, поскольку точность и прецизионность измерений об
разцов ниже этого значения были бы неопределенными. Почти все обогащенные минералами пищевые 
продукты могут быть приготовлены с коэффициентом разбавления, так что Cr. Se и Мо будут присут
ствовать в аналитическом растворе с концентрацией выше ПКО.

7.3 Подбор матрицы с метанолом

Наличие углерода (органических соединений) в аналитических растворах вызывает усиление 
сигнала Se при анализе с помощью ИСП-МС (см. ссылки [3]. (4], [5]). Для определения оптимальной 
концентрации метанола (источника углерода), необходимого для компенсации усиления сигнала Se, 
различные концентрации метанола добавляют как к калибровочным стандартным растворам, так и к 
минерализованным образцам.

7.4 Эффекты легко ионизируем ы х элементов (ElEs)

Многие пищевые продукты содержат значительные уровни ElEs, таких как Са. Na, К и Мд. Поэтому 
для определения каких-либо изменений концентраций аналитов были проанализированы контрольные 
растворы и растворы, содержащие 4 нг/см3 Сг и Мо и 2 нг/см3 Se. как с ElEs, так и без них.

7.5 Специф ичность

Специфичность метода заключается в его способности точно измерять аналит в присутствии дру
гих компонентов в матрице образца, которые могут вызывать спектральные помехи. Чтобы продемон
стрировать специфичность метода, контрольные растворы без предварительной минерализации были 
дополнены многоэлементными растворами с концентрациями в пробах, которые являются репрезен
тативными для пищевых продуктов в случае ICP-MS анализа. Используют стандартный режим с при
менением в качестве плаэмообразующего газа Н2 —  для Se и Не —  для Сг и Мо.

7.6 Точность

Точность демонстрируют путем анализа трех стандартных эталонных материалов (SRM). полу
ченных из NIST, в течение двух разных дней, измерения степени извлечения в 10 продуктах питания
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в течение трех разных дней и сравнения результатов для 10 продуктов питания, полученных этим мето
дом. с результатами, полученными другими валидированными методами —  атомной эмиссионной спек
троскопией с индуктивно связанной плазмой (ИСП-АЭС) (ICP-AES) и атомно-флуоресцентной спектро
метрии (АФС) (AFS). Добавку аналитов проводят на уровне от 50 до 200 % от концентрации аналита в 
Каждом продукте.

7.7 П рецизионность

Значения относительного стандартного отклонения (RSD) в течение дня и в разные дни определя
ют путем анализа нескольких пищевых продуктов и двух внутрилабораторных контрольных образцов. 
Прецизионность в течение дня определяют путем анализа образцов в двух повторностях в каждый 
день, а прецизионность в разные дни измеряют с использованием средних результатов повторных об
разцов. анализируемых каждый день в течение 10 разных дней.

7.8 Устойчивость и робастность

Для определения устойчивости метода лабораторные контрольные образцы анализировали два 
аналитика в течение 10 дней. Кроме того, образец SRM 1849, полученный из NIST, был проанализи
рован в трех повторностях с различной массой навески образца и с различными внутренними стан
дартами.

7.9 Воспроизводим ость

Восемь лабораторий предоставили межлабораторный протокол испытания данного метода на 
семи пробах, представленных как слепые повторности (всего 14 образцов и контроль SRM 1849а. ко
торый был известен). Были представлены четыре страны и пять моделей ICP-MS от трех основных по
ставщиков. Результаты показали среднее RSDR 9.3 % для Сг, 5.3 % для Мо и 6.5 % для Se. со средним 
значением коэффициента Хорвитца 0.35 между всеми тремя аналитами и образцами.

6
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П рилож ение А  
(справочное)

Данные по прецизионности

Данные, приведенные в таблице А.1. были получены в межлабораторном исследовании и опу
бликованы в 2015 году [6] в соответствии с [7] и гармонизированным протоколом AOAC-IUPAC для со
вместных исследовательских процедур с целью оценки точных характеристик метода анализа [8]. Ме
тод продемонстрировал отличную производительность в восьми лабораториях, на семи повторностях 
двух образцов и пяти различных моделях ИСП масс-спектрометров. Номинально в этом исследовании 
участвовали восемь лабораторий, хотя для некоторых аналитов с некоторыми матрицами может быть 
менее восьми результатов из-за исключения резко отклоняющихся значений (Сг проанализировали на 
трех матрицах семь лабораторий, Мо проанализировали на двух матрицах семь лабораторий, a Se про
анализировали все восемь лабораторий, предоставив по крайней мере один параллельный результат 
для всех матриц).

Более подробную информацию о проверке метода можно найти на странице http://standards.iso. 
org/iso/20649.

Т а б л и ц а  А.1 —  Данные по прецизионности, полученные для хрома, молибдена и селена

П р оба* 1а 2ь 3е 4а 5е 6 ' 79 Среднее

Хром (ПКО =  20 нг/г)

Средний результат (нг/г) 16 48 140 130 30 24 <<2 0

Повторяемость относительного стандарт
ного отклонения, RSDr. % 3.4 4.7 2.1 7.0 5.5 3.8 <ПКО 4.4

Воспроизводимость относительного стан
дартного отклонения. RSDR. % 12.1 7.1 5.8 8.1 9.2 13.4 <ПКО 9.3

Значение коэффициента Хорвитца 0.57 0.39 0,27 0.37 0.48 0.67 <ПКО 0.46

Молибден (ПКО = 20 нг/г)

Средний результат (нг/г) 33 63 190 150 30 18 20

Повторяемость относительного стандарт
ного отклонения. RSDr. % 1 ,0 1.6 1.2 1.0 3.3 1.7 3.3 1.9

Воспроизводимость относительного стан
дартного отклонения. RSDR, % 7.9 3.1 3.8 3.0 4.6 7.9 6.7 5.3

Значение коэффициента Хорвитца 0.42 0,18 0.19 0.14 0.24 0.38 0.33 0.27

Селен (ПКО = 10 нг/г)

Средний результат (нг/г) 24 30 133 93 24 23 27

Повторяемость относительного стандарт
ного отклонения. RSDr, % 6.1 5.9 4.7 2.3 3.8 6.4 2.4 4.5

Воспроизводимость относительного стан
дартного отклонения. RSDR, % 6.1 7.2 5.0 8.1 7.3 9.3 2.5 6.5

7
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Окончание таблицы А. 1

r ip o 6 a h 1» 2й 3е 4d 5° в ' 79 С реднее

Значение коэффициента Хорвитца 0.31 0.37 0.23 0.36 0.37 0.46 0.13 0.32

а Молочный белок для взрослых. 
ь Смесь сухая для взрослых, низкожировая. 
с Смесь для взрослых, высокожировая, готовая к употреблению. 
d Смесь для взрослых, высокобелковая, готовая к употреблению. 
е Сухая детская смесь.
1 Смесь аминокислот для детей.
9 Сухая детская молочная смесь.
h Концентрации в образцах указаны на продукт, готовый к употреблению (25 г порошка, разведенного в 200 см3 

воды).
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