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Настоящий проект стандарта не подлежит применению до его принятия
Минск
Евразийский совет по стандартизации, метрологии и сертификации
20__
Предисловие
Евразийский совет по стандартизации, метрологии и сертификации (ЕАСС) представляет собой региональное объединение национальных органов по стандартизации государств, входящих 
в Содружество Независимых Государств. В дальнейшем возможно вступление в ЕАСС национальных органов по стандартизации других государств.

Цели, основные принципы и общие правила проведения работ по межгосударственной стандартизации установлены ГОСТ 1.0 «Межгосударственная система стандартизации. Основные положения» и ГОСТ 1.2 «Межгосударственная система стандартизации. Стандарты межгосударственные, правила и рекомендации по межгосударственной стандартизации. Правила разработки, принятия, обновления и отмены».
Сведения о стандарте

1 ПОДГОТОВЛЕН республиканским унитарным предприятием «Белорусский государственный 
институт метрологии» (БелГИМ) на основе собственного перевода на русский язык англоязычной версии стандарта, указанного в пункте 4 

2 ВНЕСЕН Государственным комитетом по стандартизации Республики Беларусь

3 ПРИНЯТ Евразийским советом по стандартизации, метрологии и сертификации (протоколом 
от ___________ 20__ г. № __)

За принятие стандарта проголосовали:
	Краткое наименование страны по МК (ИСО 3166) 004—97
	Код страны 
по МК (ИСО 3166) 004—97
	Сокращенное наименование 
национального органа по стандартизации

	Азербайджан
	AZ
	Азстандарт

	Армения
	AM
	Минэкономики Республики Армения

	Беларусь
	BY
	Госстандарт Республики Беларусь

	Грузия
	GE
	Грузстандарт

	Казахстан
	KZ
	Госстандарт Республики Казахстан

	Кыргызстан
	KG
	Кыргызстандарт

	Молдова
	MD
	Молдова-Стандарт

	Российская Федерация
	RU
	Росстандарт

	Таджикистан
	TJ
	Таджикстандарт

	Туркменистан
	TM
	Главгосслужба «Туркменстандартлары»

	Узбекистан
	UZ
	Узстандарт

	Украина
	UA
	Госпотребстандарт Украины


4 Настоящий стандарт идентичен европейскому стандарту EN 16274:2021 «Метод анализа аллергенов. Количественная оценка расширенного списка из 57 потенциальных аллергенов в готовых к вводу ароматических композициях с помощью газовой хромато-масс-спектрометрии.» («Method for analysis of allergens - Quantification of an extended list of 57 suspected allergens in ready to inject fragrance materials by gas chromatography mass spectrometry», IDT).
Европейский стандарт разработан техническим комитетом по стандартизации CEN/TC 347 «Методы анализов аллергенов» Европейского комитета по стандартизации (CEN).
Наименование настоящего стандарта изменено относительно наименования указанного европейского стандарта для увязки с наименованиями, принятыми в существующем комплексе межгосударственных стандартов. 
5 ВВЕДЕН ВЗАМЕН ГОСТ EN 16274-2018
Исключительное право официального опубликования настоящего стандарта на территории 
указанных выше государств принадлежит национальным органам по стандартизации этих государств
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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Введение
Директивой 2003/15/EC, заменившей директиву 76/768/EEC по косметической продукции, установлена обязанность по информированию потребителей о присутствии в составе парфюмерно-косметической продукции 24 химически определяемых душистых веществ, которые могут рассматриваться как потенциально аллергенные. После опубликования документа, подготовленного Научным комитетом по безопасности потребителей (SCCS/1459/11), было внесено предложение о расширении этого списка до 57 душистых веществ, часть из которых может быть представлена в виде различных изомеров или их смеси. Данное изменение потребовало разработки нового метода количественного определения, который обеспечивал бы соблюдение пересмотренных нормативных требований.

В соответствии с новым аналитическим методом обнаружение и количественное определение 
57 душистых веществ и их изомеров в готовых для исследования пробах ароматических композиций и сырье для получения душистых веществ осуществляется посредством газовой хромато-масс-спектрометрии (ГХ-МС).

Метод, установленный в настоящем стандарте, не включает требования по подготовке проб, для которых невозможен прямой ввод в газовый хроматограф.

Настоящий стандарт устанавливает метод анализа, основанный на разработках Аналитической рабочей группы IFRA. Валидация данного метода была выполнена по итогам кругового сличения, проведенного рабочей группой CEN, с применением подхода, предусматривающего использование профиля точности.

МЕЖГОСУДАРСТВЕННЫЙ СТАНДАРТ

 

ПРОДУКЦИЯ ПАРФЮМЕРНО-КОСМЕТИЧЕСКАЯ. 
Метод анализа аллергенов. Количественное определение 57 потенциальных аллергенов в составе ароматических композиций с помощью 
газовой хромато-масс-спектрометрии.

Cosmetics. Method for analysis of allergens. 
Quantification of 57 potential allergens in fragrance compositions using 
gas chromatography mass spectrometry 
Дата введения_____________
1 Область применения
Метод настоящего стандарта позволяет идентифицировать и количественно определить 
летучие потенциально аллергенные соединения, которые присутствуют в составе ароматических композиций и сырья для получения душистых веществ, используемых в производстве парфюмерно-косметической продукции. Анализ выполняется посредством газовой хромато-масс-спектрометрии (ГХ-МС) для проб, которые «готовы к вводу» и пригодны для исследования методом газовой хроматографии.
Перечень веществ, для которых может применяться данный метод, основан на данных таблиц 13.1 и 13.2, содержащихся в документе SCCS 1459/11 [1], и соответствует перечню, предложенному для включения в требования законодательства Европейской комиссией. Обоснование окончательного выбора определяемых веществ приведено в Приложении J.
Валидация метода проводилась на уровне IFRA и CEN.

2 Нормативные ссылки

Нормативные ссылки в настоящем стандарте не применяются.

3 Термины и определения

Термины с соответствующими определениями в настоящем стандарте не установлены.

В целях стандартизации ISO и IEC предоставляют терминологические базы данных по следующим ссылкам:

- электропедия IEC: http://www.electropedia.org/;

- онлайн-библиотека стандартов ISO: http://www.iso.org/obp.

4 Сущность метода
Метод настоящего стандарта характеризуется диапазоном градуировки от 2 до 240 ppm, что позволяет выполнять количественное определение потенциальных аллергенов в разбавленных пробах в диапазоне концентрации от 20 до 2 400 ppm для каждого определяемого вещества. При концентрациях, которые превышают указанное наибольшее значение, рекомендуется дальнейшее разбавление пробы либо применение метода ГХ-ПИД (газовой хроматографии с пламенно-ионизационным детектированием), предпочтительно в сочетании с использованием внутренних стандартов и коэффициентов отклика.

Анализ проб на наличие потенциальных аллергенов посредством ГХ-МС в общей сложности включает 4 этапа, при этом используется два набора определяемых веществ, каждый из которых подают в две раздельные колонки с различной полярностью. При необходимости пробы предварительно разбавляют подходящим растворителем.

Идентификацию и количественное определение осуществляют в режиме селективного ионного детектирования (SIM; SIM-SCAN) на основе сведений об относительной интенсивности трех характеристических фрагментарных ионов. Предусмотрена возможность вычисления 
и использования соответствующего Q-значения или аналогичного ему оценочного коэффициента для полученных данных, кроме того, приведено описание «дерева принятия решений» 
(см. Приложение F, рисунок F.1), предназначенного для окончательной проверки и подтверждения данных подготовленным и опытным специалистом. Дополнительный анализ в режиме полного сканирования (full-SCAN) для подтверждения присутствия аллергенов в пробах рекомендуется проводить в тех случаях, когда в процессе исследования применялся только метод SIM.

Проект, окончательная редакция

Количественное определение аллергенов во всех режимах осуществляют посредством 
градуировки, используя стандартные растворы и внутренние стандарты: 
1,4-дибромбензол и 4,4’-димбромбифенил. «Дерево принятия решений» служит для определения 
конечной концентрации в связи с различающимися значениями концентрации, получаемыми 
в ходе анализа на обеих колонках.

5 Реактивы
5.1  Растворители

5.1.1 Метилпивалат,CAS № 598-98-1. Степень чистоты: 99 % и выше.
Степень чистоты метилпивалата рекомендуется доводить свыше 99,9 % путем дистилляции для удаления из него примесей, таких как терпены, которые способны искажать сигнал определяемых веществ. Если используется технический растворитель, его подвергают анализу, который должен подтвердить, что данный растворитель не станет причиной помех в процессе исследования.

5.1.2 Метил-трет-бутиловый эфир (МТБЭ), CAS № 1634-04-4. Степень чистоты: 99 % 
и выше.
Степень чистоты метил-трет-бутилового эфира рекомендуется доводить свыше 99,9 % путем дистилляции для удаления из него примесей, таких как терпены, которые способны искажать сигнал определяемых веществ. Если используется технический растворитель, его подвергают анализу, который должен подтвердить, что данный растворитель не станет причиной помех в процессе исследования.

Допускается также использование иных растворителей. В этом случае испытатель обязан провести соответствующую оценку их характеристик, чтобы подтвердить, что в составе таких растворителей отсутствуют вещества, которые могли бы помешать определению веществ в соответствии с методом настоящего стандарта.

5.2 Эталонные вещества (потенциальные аллергены)

5.2.1 Общие положения
Предварительно степень чистоты всех стандартов, если она не была подтверждена поставщиком, следует определять посредством ГХ-ПИД (Приложение А). Точные номера CAS целевых определяемых веществ и соответствующее обоснование их выбора приведены в Приложении J.
5.2.1.1 Альфа-ацетилцедрен (основной изомер в составе вертофикса (Vertofix®) согласно номеру CAS), CAS № 32388-55-9.
Чрезвычайно изменчивое по своему составу вещество, насчитывающее не менее двенадцати составляющих с молекулярной массой, соответствующей 246 атомным 
единицам массы (далее а.е.м.)

5.2.1.2 Ацетилизоэвгенол/ изоэвгенилацетат, CAS № 93-29-8.
5.2.1.3 Амилсалицилат, пентилсалицилат, CAS № 2050-08-0.
Может содержать изоамилсалицилат (CAS № 87-20-7), который не следует учитывать при 
выполнении анализа.

5.2.1.4 Альфа-амилциннамальдегид (флозаль (Flosal®)), CAS № 122-40-7, 78605-96-6.
Возможны 2 изомера (E, Z); при этом количественному определению подлежит только 
E-изомер.
5.2.1.5 Альфа-амилкоричный спирт, CAS № 101-85-9, 184900-07-0.
Возможны 2 изомера (E, Z); при этом количественному определению подлежит только 
E-изомер.

5.2.1.6 Анетол, CAS № 104-46-1, 4180-23-8.
Возможны 2 изомера (E, Z); при этом количественному определению подлежит только 
E-изомер.

5.2.1.7 Анисовый спирт, CAS № 105-13-5.
5.2.1.8 Бензальдегид, CAS № 100-52-7.
5.2.1.9 Бензиловый спирт, CAS № 100-51-6.
5.2.1.10  Бензилбензоат, CAS № 120-51-4.
5.2.1.11  Бензилциннамат, CAS № 103-41-3.
Возможны 2 изомера (E, Z); при этом количественному определению подлежит только 
E-изомер.

5.2.1.12  Бензилсалицилат, CAS № 118-58-1.
5.2.1.13  Камфора, CAS № 76-22-2.
5.2.1.14  Карвон, CAS № 99-49-0.
5.2.1.15  Бета-кариофиллен, CAS № 87-44-5.
5.2.1.16  Циннамальдегид, CAS № 104-55-2, 14371-10-9.
Возможны 2 изомера (E, Z); при этом количественному определению подлежит только 
E-изомер.

5.2.1.17  Коричный спирт, CAS № 104-54-1, 4407-36-7.
Возможны 2 изомера (E, Z); при этом количественному определению подлежит только 
E-изомер.

5.2.1.18  Цитраль, CAS № 5392-40-5.
5.2.1.18.1 Нераль

5.2.1.18.2 Гераниаль

Количественному определению подлежат оба изомера: нераль (Z-изомер, CAS № 106-26-3) 
и гераниаль (E-изомер, CAS № 141-27-5).

5.2.1.19  Цитронеллол, CAS № 106-22-9.
5.2.1.20  Кумарин, CAS № 91-64-5.
5.2.1.21  Бета-дамасценон (розовый кетон-4), CAS № 23696-85-7.
5.2.1.22  Альфа-дамаскон, CAS № 43052-87-5 относится как к E-, так и к Z-изомеру.

Возможны 2 изомера (E, Z); при этом количественному определению подлежит только основной изомер E-, CAS № 24720-09-0 (от 92 % до 99 %).

5.2.1.23  Бета-дамаскон, CAS № 23726-91-2.
5.2.1.24  Дельта-дамаскон (розовый кетон-3), CAS № 57378-68-4.
Возможны 3 изомера (транс-транс, цис-транс, транс-цис); при этом количественному определению подлежит только основной изомер (транс-транс, до 90 %) .

5.2.1.25  Диметилбензилкарбинилацетат (ДМБКА), CAS № 151-05-3.
5.2.1.26  Эбанол, CAS № 67801-20-1.
5.2.1.26.1 Изомер 1 эбанола.
5.2.1.26.2 Изомер 2 эбанола.
Количественному определению подлежат 2 изомера (E, Z).

5.2.1.27  Эвгенол, CAS № 97-53-0.
5.2.1.28  Эвгенилацетат, CAS № 93-28-7.
5.2.1.29  Фарнезол, CAS № 4602-84-0.
Рекомендация – Кривая градуировки, полученная для E, E-изомера, может использоваться для количественного определения других изомеров.

Возможны 4 изомера: (E, E)-изомер, CAS № 106-28-5 и (Z, E)-изомер, CAS № 3790-71-4, 
а также два дополнительных минорных изомера.

5.2.1.30  Галаксолид (гексаметилинданопиран), CAS № 1222-05-5.
Количественному определению подлежат только два основных изомера.

5.2.1.31  Гераниол, CAS № 106-24-1.
5.2.1.32  Геранилацетат, CAS № 105-87-3.
5.2.1.33  Гексадеканолактон / дигидроамбреттолид, CAS № 109-29-5.
5.2.1.34  Альфа-гексилциннамальдегид, CAS № 101-86-0, 165184-98-5.
Существует не менее 2 изомеров; при этом количественному определению подлежит только E-изомер.

5.2.1.35  Гидроксицитронеллаль, CAS № 107-75-5.
5.2.1.36  Тетраметилацетилоктагидронафталин (ISO E® Super)

Примечание – Вещество состоит из нескольких изомеров, в том числе альфа-, 
(CAS № 68155-66-8), основного бета-(CAS № 54464-57-2) и гамма-изомера (CAS № 68155-67-9), а также еще одного минорного изомера (CAS № 54464-59-4).

5.2.1.37  Изоэвгенол, CAS № 97-54-1.
Возможны 2 изомера (E, Z); при этом количественному определению подлежит только 
E-изоэвгенол.

5.2.1.38  Альфа-изометилионон, CAS № 127-51-5.
Может содержать бета-изометилионон (CAS № 79-89-0), альфа-метилионон 
(CAS № 7779-30-8), бета-метилионон (CAS № 127-43-5), псевдоизометилионон (CAS № 1117-41-5).

Вещество иной степени чистоты может содержать другие изомеры, в том числе основной изомер. Все эти составляющие анализу не подлежат.

5.2.1.39  Бутилфенилметилпропиональ (лилиаль (Lilial®)), CAS № 80-54-6.
5.2.1.40  Лимонен, CAS № 138-86-3.
5.2.1.41  Линалоол, CAS № 78-70-6.
5.2.1.42  Линалилацетат, CAS № 115-95-7.
5.2.1.43  Гидроксиизогексил-3-циклогексенкарбоксальдегид (лираль (Lyral®)), 
CAS № 31906-04-4.
Содержит гидроксиизогексил-4-циклогексенкарбоксальдегид (CAS № 51414-25-6) (известный как минорный лираль), который подлежит количественному определению.

5.2.1.44  Триметил-бензолпропанол (маянтол (Majantol®), CAS № 103694-68-4.
5.2.1.45  Ментол, CAS №1490-04-6, 89-78-1.
5.2.1.46  Метилсалицилат, CAS № 119-36-8.
5.2.1.47  Метил-2-октиноат (фолион (Folione®)), CAS № 111-12-6.
5.2.1.48  Альфа-пинен, CAS № 80-56-8.
5.2.1.49  Бета-пинен, CAS № 127-91-3.
5.2.1.50  3-пропилиден фталид, CAS № 17369-59-4.
Количественному определению подлежат 2 изомера (E, Z) (E-изомер, CAS № 56014-72-3
 и Z-изомер, CAS № 94704-89-9).

5.2.1.51  Салицилальдегид, CAS № 90-02-8.
5.2.1.52  Санталол, CAS № 11031-45-1.
Примечание – Количественному определению подлежат 2 изомера: альфа-санталол 
(CAS № 115-71-9) и бета-санталол (CAS № 77-42-9).

5.2.1.53  Склареол, CAS № 515-03-7.
5.2.1.54  Альфа-терпинен, CAS № 99-86-5.
5.2.1.55  Альфа-терпинеол, CAS № 98-55-5.
5.2.1.55.1 Для гамма-терпинеола CAS № 586-81-2.
5.2.1.55.2 Для цис-бета-терпинеола CAS № 138-87-4.
5.2.1.55.3 Для транс-бета-терпинеола CAS № 7299-41-4.
Рекомендация – Кривая градуировки, полученная для альфа-терпинеола, может использоваться для количественного определения других изомеров.

5.2.1.56  Терпинолен, CAS № 586-62-9.
5.2.1.57  Ванилин, CAS № 121-33-5.
5.3 Внутренние стандарты (ISTD)

5.3.1 1,4-дибромбензол (ISA), CAS № 106-37-6, степень чистоты: 98 % и выше.
5.3.2 4,4'-дибромбифенил (ISB), CAS № 92-86-4, степень чистоты: 98 % и выше.
6 Оборудование

6.1 Газовый хроматограф с пламенно-ионизационным детектором (ГХ-ПИД)

Данный прибор используется только в целях контроля степени чистоты эталонных веществ, предназначенных для выполнения градуировки, а также, при необходимости, чистоты внутренних стандартов перед выполнением количественного анализа либо при количественном анализе определяемых веществ, имеющих высокие значения концентрации (более 2,4 %, как, например, 
в эфирных маслах). Проверку чистоты веществ рекомендуется проводить в соответствии с методикой, описанной в Приложении A.

Метод ГХ-ПИД пригоден для измерения содержания определяемых веществ, концентрация которых в пробе превышает 2,4 % [3]. Следует иметь в виду, что хотя данный метод не является однозначно пригодным для всех аллергенов, перечисленных в методе настоящего стандарта, сам принцип, реализуемый в данном методе, может применяться ко всем определяемым веществам, на которые распространяется действие требований законодательства и метод настоящего 
стандарта.

6.2 Газовый хроматограф, соединенный с масс-спектрометром (ГХ-МС)

6.2.1 Общие требования

Данное оборудование должно использоваться для выполнения количественного анализа, 
а именно для обнаружения и измерения значений концентрации потенциальных аллергенов. 
Аналитическая система должна удовлетворять следующим требованиям.

6.2.2 Система ГХ-МС

a) Система должна быть оборудована электронными средствами контроля давления и/или расхода газа-носителя.

b) Для ввода градуировочных растворов и растворов проб следует использовать автоматический пробоотборник со шприцем подходящего размера.

c) Должна использоваться инертная стеклянная вставка в инжектор, имеющая внутренний объем, сопоставимый с объемом расширения выбранного для разбавления растворителя.

d) Для выполнения количественного анализа должны использоваться две капиллярные 
колонки с различным типом фаз.

e) Для обеспечения оптимальных показателей чувствительности правильность настройки масс-спектрометра, а также содержание  воздуха и воды, следует регулярно контролировать, кроме того, важно следить за чистотой инжектора, поскольку его состояние сказывается на аналитических характеристиках прибора.

Чувствительность масс-спектрометра должна оптимизироваться путем повышения отношения сигнал-шум до максимально доступных значений. Одним из способов достижения этой цели является увеличение напряжения детектора (электронного умножителя) с учетом технических возможностей прибора и рекомендаций изготовителя.

6.3 Капиллярные колонки для газохроматографического анализа

Приведенные ниже значения времени удерживания и значения временных окон SIM относятся только к типам колонок, указанным там же, а следовательно, являются исключительно руководящими указаниями. Пользователь должен проводить проверку значений времени удерживания для всех соединений и соответствующих им значений окон SIM, исходя из параметров имеющегося у него оборудования.

Длина колонок должна быть такой же, как у изначально используемой аналитической рабочей группой при разработке и валидации метода. На практике дополнительное разделение целевых определяемых веществ может быть обеспечено за счет установки в хроматограф колонок увеличенной длины (50 м или 60 м). В случае использования таких колонок пользователь несет ответственность за подтверждение приемлемых рабочих характеристик конкретного типа/длины колонок (разрешающей способности; размера временных окон SIM) при применении метода настоящего стандарта, а также за определение пригодности колонки для определяемого вещества (определяемых веществ) (см. Приложение B).

Таблица 1 — Рекомендуемые фаза/типы фаз газохроматографических колонок 
и соответствующие им аналитические параметры

	Вид фазы
	Размеры (длина × внутрен-ний диаметр × толщина)
	Рекомендуемый температурный режим функционирования термостата
	Условия    ввода пробы
	Газ-носитель
	Условия выполне-ния МС-анализа
	Средняя разреша-ющая способность

R̅

	100 % 
Полидиметил-силоксан (ПДМС)
	30 м × 0,25 мм

× 0,25 мкм
	80 °C в течение 
4 мин, затем со скоростью 
15 °C/мин повышение до 105 °C в течение 2 мин, затем повышение со скоростью 4 °C/мин до 150 °C, затем повышение со скоростью 10 °C/мин до 280 °C – удерживание 
в течение 5 мин.
	Инжектор 
с делением/без деления потока при 250 °C –

Инертная вставка – 
Ввод 1 мкл 
с делением 
в соотношении 1:20 – Темп. ввода 250 °C (одинаковые параметры для градуировочных растворов и растворов проб)
	Гелий. 
Постоянный расход 1,2 мл/мин 
(скорость потока приблизительно
40 см/с)
	Темпера-тура источника 250 °C – Темпера-тура квад-руполя 150 °C – Сканирование массового диапазона (m/z) от 35 Да до 350 Да –

Энергия ионизации 70 эВ
	Методика SIM 1

1,43

	
	
	
	
	
	
	Методика SIM 2

1.40

	50 % 
Фенил-метилполи-силоксан

50 % Поли-диметил-силоксан (ПДМС)
	30 м × 0,25 мм

× 0,25 мкм
	80 °C в течение  1 мин, затем повышение со скоростью 10 °C/мин до 135 °C в течение 2 мин, затем повышение со скоростью           3 °C/мин до     170 °C в течение 1 мин, затем повышение со скоростью 10 °C/мин до 280 °C – удерживание в течение 5 мин.
	
	
	
	Методика SIM 1

1,40

	
	
	
	
	
	
	Методика SIM 2

1,42


6.4 Аналитические весы

Взвешивание всех эталонных веществ и внутренних стандартов должно выполняться на аналитических весах с дискретностью отсчета 0,0001 г.

7 Исходные растворы и растворы проб. Приготовление и хранение

7.1 Общие положения
7.1.1 Выбор растворителя

Для приготовления исходных и градуировочных растворов, а также для разбавления проб 
в процессе подготовки к анализу могут использоваться такие растворители, как метилпивалат 
и МТБЭ, проверенные на соответствие следующим требованиям:

1) инертность по отношению к аллергенам и иным составляющим в матрице ароматических композиций;

2) умеренная летучесть, обеспечивающая стабильность растворов и концентрации;

3) объем расширения, сопоставимый с внутренним объемом вставки инжектора.

Рекомендация: Подробнее об использовании растворителей см. 5.1.

Возможность использования любых других растворителей требует от пользователя проведения предварительных испытаний, в частности, с целью подтверждения их инертности 
по отношению к определяемым веществам, а также с целью определения степени их чистоты. 
Использовать растворители, содержащие гидроксильные или карбонильные группы (этанол, метанол, ацетон и т.д.) не рекомендуется во избежание их разложения или вступления в химическую реакцию с определяемыми веществами (например, образования ацеталей).

7.1.2 Другие положения
Для приготовления градуировочных растворов, холостой пробы и разбавления проб должен использоваться один и тот же растворитель.

7.2 Приготовление исходных растворов эталонных веществ

Приготовление исходных градуировочных растворов и последующих рабочих градуировочных растворов возможно двумя путями: непосредственно из отдельных эталонных веществ (после определения/подтверждения степени их чистоты) либо из имеющихся 
в продаже градуировочных растворов с известными значениями концентрации компонентов.

Ниже приведен порядок приготовления градуировочных растворов с использованием имеющихся в продаже растворов с известными значениями концентрации. При желании пользователь может использовать для приготовления таких растворов отдельные эталонные вещества, способ приведен в Приложении G.

Следующее ниже описание предполагает применение принципа разбавления «масса/масса» при приготовлении различных растворов. В то же время в процессе приготовления разбавленных растворов допускается возможность использования количества в единицах объема без существенного снижения точности конечных результатов анализа.

7.3 Приготовление растворов внутренних стандартов и градуировочных растворов

7.3.1 Общие положения
Все указания ниже приведены в расчете на использование количественных соотношений «масса/масса» При использовании соотношений «масса/объем» единственным отличием является то, что специалист, выполняющий анализ, не взвешивает растворитель, а доводит объем раствора растворителем в колбе до метки. В случае если при выполнении анализа не используются приобретенные растворы, испытатель может следовать указаниям, приведенным в Приложении G.

7.3.2 Раствор внутренних стандартов (концентрацией 1 г/кг)

Приготавливают исходный раствор внутренних стандартов (S-ISTD), содержащий 
по 1 г 1,4-дибромбензола (5.3.1) и 4,4’- дибромбифенила (5.3.2) и доведенный до 1 кг метилпивалатом или МТБЭ. Данный раствор может быть приготовлен следующим образом:

· Приготавливают раствор (S-ISTD), взвешивая точно по 0,1 г каждого соединения (5.3.1 
и 5.3.2), в соответствующей колбе, и доводят массу раствора до 100 г метилпивалатом или МТБЭ. 
· Если значения концентрации определяются соотношением «масса/масса», фиксируют массу каждого вещества и конечную массу использованного растворителя, определяют конечную концентрацию каждого внутреннего стандарта в приготовленном растворе.

· В процессе приготовления учитывают различия в плотности растворителей. Так, значение относительной плотности МТБЭ равняется 0,7404, это означает, что при разбавлении в колбе вместимостью 100 мл достаточно поместить туда навеску каждого стандарта массой 74 мг, после чего довести объем до метки, используя МТБЭ (количество добавляемого МТБЭ, таким образом, составит 74 г).

7.3.3 Концентрация градуировочных растворов

Во избежание химических реакций между определяемыми веществами, а также в целях уменьшения их возможного разложения приготавливают два отдельных исходных раствора, 
используя выбранный для разбавления растворитель:

· один исходный раствор должен содержать спирты и терпены, не имеющие в своем составе карбонильной группы;

· другой раствор должен содержать все оставшиеся потенциальные аллергены, а именно альдегиды и кетоны.

Такие два раствора обозначаются как A1 и A2 соответственно.

Градуировочные растворы приготавливают из этих двух «исходных» растворов, A1 и A2, 
номинальное значение концентрации определяемых веществ в которых должно составлять 2 г/кг. Конечная концентрация градуировочных растворов достигается путем разбавления данных растворов (или последующих приготовленных из них растворов, т.е. A3 и A4) до известных значений массы с использованием метилпивалата или МТБЭ.

В случае использования имеющихся в продаже градуировочных растворов, исходные значения концентрации которых отличаются от указанных, объем для разбавления может быть скорректирован для получения конечной концентрации, указанной в таблице 2.

Во избежание необходимости дозирования совсем небольших (т.е. менее 10 мкл) объемов 
исходных растворов A1 и A2 для получения низких концентрации при градуировке может потребоваться приготовление дополнительных растворов, A3 и A4, по схеме, приведенной ниже (таблицы 2 и 3). 
В случае, если концентрации выражаются как «масса/масса», фиксируют массу всех градуировочных растворов и массу растворителя.

Таблица 2 — Приготовление раствора A3

	Первичный раствор (концентрация 2 г/кг)
	Объем первичного раствора
	Конечный объем разбавленного раствора
	Конечная концентрация аллергенов, мг/кг

	A1
	1 мл
	10 мл
	200


Таблица 3 — Приготовление раствора A4

	Первичный раствор (концентрация 2 г/кг)
	Объем первичного раствора
	Конечный объем разбавленного раствора (A4)
	Конечная концентрация аллергенов, мг/кг

	A2
	1 мл
	10 мл
	200


Необходимо следить за тем, чтобы все полученные растворы были плотно укупорены для минимизации возможного испарения растворителя.

Стабильность веществ в растворах, приготовленных в соответствии с указаниями, приведенными ниже, была исследована при хранении их в стеклянной бутыли в отсутствии света в морозильной камере при температуре ниже -18 °C. Подтвержденный срок хранения для двух исходных растворов A1 и A2, а также приготовленных из них растворов A3 и A4 в этих условиях составил один месяц.

В случае, если условия хранения отличаются от указанных выше, для подтверждения 
стабильности веществ в таких условиях проводят новые исследования.

7.3.4 Приготовление градуировочных растворов

Приготавливают градуировочные растворы C1, C2, C3 путем разбавления двух первичных растворов аллергенов, A1 и A2, к которым был добавлен раствор внутренних стандартов (S-ISTD) (5.3), до объема 10 мл метилпивалатом или МТБЭ в порядке, изложенном ниже, и с учетом схемы разбавления, приведенной в таблице 4. Фиксируют индивидуальные значения массы смешиваемых растворов.

Аналогичным образом приготавливают градуировочные растворы C4, C5, C6, C7 путем разбавления растворов A3 и A4, к которым был добавлен раствор внутренних стандартов 
(S-ISTD) (5.3), до объема 10 мл метилпивалатом в соответствии со схемой разбавления, приведенной в таблице 4. Фиксируют индивидуальные значения массы смешиваемых растворов.

При приготовлении градуировочных растворов с C1 по C3 выполняют следующие операции:

· Раствор C1: Помещают по 1,2 мл растворов A1 и A2 в тарированную мерную колбу вместимостью 10 мл, фиксируя значения массы растворов A1 и A2 (mA1 и mA2 соответственно), 
используемые на каждом этапе.

Добавляют 1 мл раствора внутренних стандартов, фиксируют значение его массы, и доводят объем до метки 10 мл растворителем.

Фиксируют конечное значение массы = mA1 + mA2 + mISTD + mрастворителя.

· Раствор C2: Помещают по 0,6 мл растворов A1 и A2 в тарированную мерную колбу вместимостью 10 мл, фиксируя значения массы растворов A1 и A2 (mA1 и mA2 соответственно), 
используемые на каждом этапе.

Добавляют 1 мл раствора внутренних стандартов, фиксируют значение его массы, и доводят объем до метки 10 мл растворителем.

Фиксируют конечное значение массы = mA1 + mA2 + mISTD + mрастворителя.

· Раствор C3: Помещают по 0,25 мл растворов A1 и A2 в тарированную мерную колбу вместимостью 10 мл, фиксируя значения массы растворов A1 и A2 (mA1 и mA2 соответственно), 
используемые на каждом этапе.

Добавляют 1 мл раствора внутренних стандартов, фиксируют значение его массы, и доводят объем до метки 10 мл растворителем.

Фиксируют конечное значение массы = mA1 + mA2 + mISTD + mрастворителя.

При приготовлении растворов с C4 по C7 следует использовать растворы A3 и A4 во избежание потенциальных ошибок, обусловленных дозированием малых количеств растворов A1 и A2:

· Раствор C4: Помещают по 1 мл растворов A3 и A4 в тарированную мерную колбу вместимостью 10 мл, фиксируя значения массы растворов A3 и A4, используемые на каждом этапе.

Добавляют 1 мл раствора внутренних стандартов, фиксируют значение его массы и доводят объем до метки 10 мл растворителем.

Фиксируют конечное значение массы = mA3+mA4+mISTD+mрастворителя.

· Раствор C5: Помещают по 0,5 мл растворов A3 и A4 в тарированную мерную колбу вместимостью 10 мл, фиксируя значения массы растворов A3 и A4, используемые на каждом этапе.

Добавляют 1 мл раствора внутренних стандартов, фиксируют значение его массы и доводят объем до метки 10 мл растворителем.

Фиксируют конечное значение массы = mA3+mA4+mISTD+mрастворителя.

· Раствор C6: Помещают по 0,25 мл растворов A3 и A4 в тарированную мерную колбу вместимостью 10 мл, фиксируя значения массы растворов A3 и A4, используемые на каждом этапе.

Добавляют 1 мл раствора внутренних стандартов, фиксируют значение его массы и доводят объем до метки 10 мл растворителем.

Фиксируют конечное значение массы = mA3+mA4+mISTD+mрастворителя.

· Раствор C7: Помещают по 0,1 мл растворов A3 и A4 в тарированную мерную колбу вместимостью 10 мл, фиксируя значения массы растворов A3 и A4, используемые на каждом этапе.

Добавляют 1 мл раствора внутренних стандартов, фиксируют значение его массы и доводят объем до метки 10 мл растворителем.

Фиксируют конечное значение массы = mA3+mA4+mISTD+mрастворителя.

Для валидации метода, установленного в настоящем стандарте, использовались 7 точек градуировочной кривой. Допускается также возможность выполнения работы с 6 точками градуировочной кривой, а именно только для значений концентрации C1(240 мг/кг), C2 (120 мг/кг), C3 
(50 мг/кг),C4 (20 мг/кг), C5 (10 мг/кг) и C7 (2 мг/кг).

Соответствующие указания в обобщенном виде приведены в таблице 4.

Таблица 4 — Конкретные значения концентрации аллергенов в градуировочных стандартных
                             растворах

	
	Концентрация аллергенов, (мг/кг)
	Объем раствора аллергенов,

(мл)
	Объем раствора аллергенов,

мл
	Объем добавляемого раствора внутренних стандартов, мл
	Концентра-ция внутренних стандартов, (мг/кг)
	Конечный объем градуировочного раствора (мл)

	Используемые первичные растворы
	
	A1

(2 г/кг)
	A2

(2 г/кг)
	(1 г/кг)
	
	

	C1
	240
	1,200
	1,200
	1,000
	100
	10

	C2
	120
	0,600
	0,600
	1,000
	100
	10

	C3
	50
	0,250
	0,250
	1,000
	100
	10

	Вторичные растворы
	
	A3

(0,2 г/кг)
	A4

(0,2 г/кг)
	(1 г/кг)
	
	

	C4
	20
	1,000
	1,000
	1,000
	100
	10

	C5
	10
	0,500
	0,500
	1,000
	100
	10

	C6
	5
	0,250
	0,250
	1,000
	100
	10

	C7
	2
	0,100
	0,100
	1,000
	100
	10


Общие указания и пояснения:

В случае отсутствия данных о стабильности указанные растворы каждый раз приготавливают заново и не оставляют на хранение. Градуировочные растворы, с момента приготовления которых прошло более 48 ч, не используют.

8 Условия выполнения масс-спектрометрического анализа

8.1 Установка значений времени удерживания и ширины окна сбора данных для хроматографирования в режиме SIM
Для определения времени удерживания и подходящей ширины временного окна SIM для каждого определяемого вещества выполняют ввод одного из стандартных растворов (например, 
с концентрацией в диапазоне от высокой до средней) в режиме SCAN.

Рекомендуется, чтобы выбранное значение концентрации находилось в средней части градуировочной кривой.

Для каждой колонки пользователь проводит сбор данных в двух режимах: в режиме SIM или SIM-SCAN (SIM1 и SIM2), позволяющих выполнять анализ 57 потенциально аллергенных веществ в двух наборах определяемых веществ.

Информация о характеристических ионах для режима SIM (I1, I и I3) и соответствующих им внутренних стандартов приведена в таблицах C.1, C.2 и C.3 Приложения C. В редких случаях выбранные ионы для одного конкретного аллергена на полярной колонке могут отличаться от выбранных ионов для неполярной колонки.

8.2 Временное окно SIM. Настройка и критерии

Сведения о выборе внутреннего стандарта, предназначенного для количественной оценки каждого определяемого вещества, также приведены в таблицах C.1, C.2 и C.3 Приложения C, упомянутого выше.

Примеры временных окон в режиме SIM для двух наборов определяемых веществ 
и двух различных типов колонок приведены в таблицах D.1, D.2, D.3 и D.4 Приложения D.

По возможности каждое временное окно SIM должно включать не более 6 ионов. Тем не менее, на тех участках хроматограммы, где элюирование определяемых веществ осуществляется близко друг к другу, окна SIM могут включать 9 или более ионов. В любом случае время измерения следует выбирать таким образом, чтобы оно обеспечивало по меньшей мере 3 цикла сканирования в секунду и/или регистрацию данных в 10 – 15 точках из расчета на каждый хроматографический пик для более точного интегрирования.

При определении ширины временного окна SIM также необходимо принимать во внимание форму пиков (в том числе размывание границы пиков) и возможное время запаздывания элюирования для обеспечения последующего интегрирования пиков. Для всех ионов аллергенов в пределах одного и того же окна SIM должно использоваться одинаковое время сбора данных.

8.3 Проверка режима сканирования ГХ-МС

Использование режима полного сканирования (full SCAN) необходимо для обнаружения таких пиков, которые предположительно могли сместиться за пределы характерных для них временных окон SIM или были скрыты мешающими пиками (см. Приложение E, включая рисунки E.1, E.2, E.3 
и E.4).

Дополнительная информация приведена в Приложении K.

9 Анализ проб

9.1 Общие положения
Перед выполнением анализа пробы рекомендуется подвергать 10-кратному разбавлению, что подразумевает взвешивание приблизительно 1 г пробы в мерной колбе вместимостью 10 мл. Если выясняется, что концентрации определяемых веществ выходят за пределы диапазона градуировки, может быть взята новая проба, которую разбавляют в соотношении, не превышающем 1:240, и используют для повторного анализа.

9.2 Подготовка проб для анализа

· Аккуратно взвешивают (с точностью до 1 мг) необходимое количество пробы (обычно 1 г) в мерной колбе вместимостью 10 мл.

· Добавляют 1,0 мл раствора внутренних стандартов (S-ISTD), 7.3.2, и фиксируют значение его массы. Конечная концентрация добавляемых внутренних стандартов должна быть такой, как 
в используемых градуировочных растворах.

· Доводят объем раствора до метки 10 мл метилпивалатом (или иным растворителем, 
который использовался для приготовления градуировочных растворов).

· Фиксируют конечное значение массы (mDIL) полученного раствора.

Гомогенизируют раствор и переносят аликвоту подготовленной таким образом пробы в виалу хроматографа для выполнения анализа методом ГХ-МС.

9.3 Последовательность операций
9.3.1 Холостая проба

Если система ГХ-МС в течение некоторого времени оставалось «в простое», в системе ввода проб мог образоваться налет, способный оказывать влияние на результаты анализа. Соответственно, в подобной ситуации градуировочную/аналитическую последовательность рекомендуется предварять холостым циклом с использованием растворителя вместо пробы, что позволяет очистить систему ввода хроматографа от возможных отложений.

Перед тем как приступить к дальнейшему анализу следует убедиться, что для холостой пробы получены значения, соответствующие требованиям. По результатам анализа холостой пробы определяемые вещества не должны обнаруживаться в концентрации, превышающей 75 % от нижнего градуировочного уровня. Возможность внесения поправок на холостой опыт методом настоящего стандарта не предусмотрена. В случаях, когда холостая проба используется при выполнении аналитической последовательности, ее анализ также помогает выявлять остаточные или посторонние загрязнения внутри системы ввода проб. Если обнаруженная концентрация определяемых веществ для такой пробы превышает 75 % от нижнего градуировочного уровня, это означает, что система ввода проб нуждается в техническом обслуживании, после которого аналитическую последовательность повторяют, начиная с последней известной «хорошей» холостой пробы.

9.3.2 Градуировочные растворы

Вводят каждый из градуировочных растворов (с C1 по C7) в две раздельные колонки для 
ГХ-МС в режиме SIM или SIM-SCAN.

Каждый ион, указанный в таблицах C.1 и C.2 (Приложение C) (например, I1), поочередно 
используют в качестве иона-определителя для каждого из исследуемых аллергенов, при этом два других иона, указанные в таблице C.3 (например, I2 и I3), выступают как характеристические ионы.

Для каждого типа колонки и для каждого иона строят по одной градуировочной кривой, 
в общей сложности получая шесть градуировочных кривых для каждого аллергенного компонента.

Градуировочную кривую строят путем нанесения величины отношения площадей пиков определяемых веществ и внутреннего стандарта как функции отношения их концентрации. Значение R2 должно быть больше 0,995, а остатки должны быть равномерно распределены по обе стороны кривой.

Рекомендуется применять следующий подход к построению градуировочной кривой:

Квадратичная аппроксимация: кривая проходит через точку начала координат.

Дополнительно в точке градуировки может быть применен массовый коэффициент «1/концентрация», однако, его использование не является обязательным.

Приведенные выше требования были сформулированы при применении метода для экспериментальных смесей на этапе его разработки.

Более подробное разъяснение процедуры приведено в Приложении H.

9.3.3 Контрольный раствор

Использование контрольного градуировочного раствора (например, с концентрацией 20 мг/кг или 20 мг/л) позволяет убедиться в отсутствии дрейфа градуировки при выполнении аналитической последовательности. В идеальном случае отклонение результатов такого анализа от ожидаемого значения концентрации каждого аллергена при известном значении концентрации этого раствора не должно превышать ± 20 % либо должно оставаться в рамках рабочих характеристик, заданных самой лабораторией. В случае, если полученные результаты выходят за указанные пределы, следует еще раз запустить градуировочную последовательность и выполнить новую градуировку, после чего повторить предшествующую последовательность.

Согласно последовательности анализа ГХ-МС содержимое каждой виалы (градуировочные растворы, разбавленные пробы, контрольный градуировочный раствор или холостая проба), должно быть введено по крайней мере один раз при заданных аналитических условиях (т.е., каждый тип колонки, SIM, SIM-SCAN методы).

9.3.4 Пробы

Вводят разбавленную пробу в систему ГХ-МС с соблюдением тех же условий выполнения анализа, которые использовались для градуировочных стандартных растворов на каждой из двух хроматографических колонках, применяя при этом соответствующий режим получения данных (SIM; SIM-SCAN).

Анализ проб следует выполнять в период времени, не превышающий 48 ч после их приготовления.

По завершении анализа проб методом ГХ-МС контролируют значения концентрации обнаруженных определяемых веществ, чтобы убедиться, что они не выходят за пределы градуировочного диапазона.

Если установленное значение концентрации какого-либо определяемого вещества находится за пределами градуировочного диапазона, подготавливают другую пробу с большей степенью разбавления, после чего повторно выполняют анализ методом ГХ-МС. С этой целью из имеющейся исходной пробы подготавливают свежую пробу, используя больший коэффициент разбавления, например, 1 г на 100 мл или эквивалентный.
 Важно иметь в виду, что чрезмерное разбавление пробы может привести к созданию различающихся условий для тех ее составляющих, которые обладают большей молекулярной массой, 
в процессе ввода в хроматограф, а следовательно, стать причиной получения недостоверных результатов. В случаях, когда возникает необходимость более чем 240-кратного разбавления пробы, для анализа ее составляющих рекомендуется использовать метод ГХ-ПИД.

Из каждой виалы пробу можно вводить только один раз.

10 Подтверждение правильности данных и их последующая обработка

10.1 Общие положения
Подтверждение правильности полученных данных может осуществляться тремя способами:

· с использованием специальных Q-значений, генерируемых программным обеспечением некоторых поставщиков при формировании отчета о результатах анализа;

· с использованием соответствующих данных в режиме SIM для сравнения отношений ионов;

· с использованием для оценки отношений ионов данных, полученных в режиме сканирования и не связанных с процессом выполнения количественного анализа.

Все эти три способа основаны на определении отношения значений площади пиков ионов 
и служат для идентификации искомых соединений и подтверждения их присутствия. Источником Q-значений и данных SIM выступают результаты измерений площади пиков, в то время как данные сканирования представляют непосредственные показатели интенсивности ионов, на основе которых могут быть вычислены соответствующие отношения.

Более подробная информация о количественном анализе приведена в Приложении I.

10.2  Анализ Q-значений

Полученные результаты анализа при применении метода ГХ-МС в режиме SIM изначально могут оцениваться путем мониторинга Q-значений (см. Приложение F). Такой подход позволяет убедиться в правильности полученного значения путем сравнения отношений относительных площадей пиков для каждого из трех ионов, мониторинг которых осуществляется при анализе соответствующего компонента.

Вычисление коэффициента Q представляет собой стандартную вычислительную операцию, возможность выполнения которой предусмотрена аналитическим оборудованием некоторых поставщиков, в то же время он может быть рассчитан также для тех систем, программным обеспечением которых такая возможность не предусмотрена.

Q-значение вычисляют, исходя из площади пиков 3 различных ионов, I1, I2 и I3, 
по следующей формуле:
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где

	n
	– число характеристических ионов для каждого определяемого вещества;

	ri
	– исходное отношение площади пиков, и  

	ri’
	– полученное отношение площади пиков


Присутствие потенциального аллергена считается подтвержденным, если (по меньшей мере) одно из 6 Q-значений больше или равно 90.

Если Q-значение равняется нулю, концентрацию, соответствующую этому значению, использовать не следует.

Для определения исходного отношения площади пиков рекомендуется вводить стандартный раствор, концентрация которого находится в средней части градуировочной кривой.

10.3 Относительная интенсивность характеристических ионов при выполнении 
анализа в режиме SIM
Достоверность идентификации аллергенов может быть подтверждена при изучении относительной интенсивности их характеристических ионов непосредственно на основе данных о площади пиков, полученных в режиме SIM.

Присутствие определяемого вещества считают подтвержденным, если интенсивность трех ионов, определяемая на одной из двух капиллярных колонок, удовлетворяет критериям, приведенным в таблице 5. Такой же вывод может быть сделан путем оценки Q-значений. 
Таблица 5 может быть неприменима для данных, полученных в режиме SIM, поскольку основной пик в спектре исследуемого компонента может не соответствовать иону, выбранному в качестве определителя и, таким образом, площадь основного пика при использовании режима SIM остается неизвестной.

10.4  Относительная интенсивность ионов при использовании данных, полученных 
в режиме сканирования

Для идентификации конкретного аллергена относительную интенсивность ионов 
исследуемой пробы, полученную в режиме полного сканирования, сравнивают с интенсивностью стандартного раствора, полученной в том же режиме. Максимально допустимые отклонения относительной интенсивности ионов (выраженные в процентах от интенсивности наиболее выраженного иона, т.е. основного пика) приведены в таблице 5.

Таблица 5 —
Максимально допустимые отклонения относительной интенсивности ионов 
(выраженные в процентах от интенсивности наиболее выраженного иона, 
т.е. основного пика)

	Относительная интенсивность
	Предельные значения

	> 50 %
	±10 %

	> 20 % по 50 %
	±15 %

	> 10 % по 20 %
	±20 %

	≤ 10 %
	±50 %


10.5  Схема проверки правильности данных и представление данных о конечной концентрации

Выбор конечной концентрации, указываемой в отчете об испытаниях, следует осуществлять 
в соответствии с деревом принятия решений, схематически представленным 
в Приложении F. Оно описывает процедуру, позволяющую подтвердить правильность положительного результата на основе структурированной оценки данных, полученных из всех доступных источников.

10.6  Контроль в режиме сканирования методом ГХ-МС

Использование режима полного сканирования необходимо для того, чтобы убедиться в наличии пиков, которые, предположительно, могли сместиться за пределы характерных для них окон SIM или были скрыты мешающими пиками.

10.7  Масс-спектрометрический анализ в режиме SCAN
Подтвердить или опровергнуть достоверность полученных результатов, если они вызывают сомнения, можно путем изучения хроматограмм исследуемой пробы и масс-спектров отдельных определяемых веществ после проведения дополнительного исследования пробы в режиме полного сканирования. Такой подход может быть рекомендован в случае сравнительно высоких концентраций аллергенов, поскольку в режиме SCAN, как правило, обеспечивается меньший уровень чувствительности по сравнению с режимом SIM.

11 Отчет об испытаниях

Отчет об испытаниях должен включать в себя по меньшей мере следующую информацию:

· все данные, необходимые для идентификации пробы;

· ссылку на настоящий стандарт;

· дату и способ отбора пробы (если известны);

· дату поступления пробы в лабораторию;

· дату проведения испытаний;

· результаты испытаний и единицы, в которых они выражаются;

· любые характерные особенности, наблюдаемые в ходе испытаний;

· сведения о выполнении любых операций, не предусмотренных методом либо рассматриваемых как необязательные, которые могли оказать влияние на полученные результаты.

Приложение A
(справочное)
Определение степени чистоты эталонных веществ
A.1 Общие положения

Определение степени чистоты отдельных эталонных веществ, которые могут быть использованы для целей градуировки в отсутствие веществ, степень чистоты которых подтверждена, рекомендуется выполнять с применением метода ГХ-ПИД (газовой хроматографии с пламенно-ионизационным детектированием).

Градуировочные растворы A1 и A2 могут быть приготовлены либо в результате разбавления имеющихся в продаже стандартных растворов (в этом случае выполнение описанных ниже операции исключается, так как все необходимые сведения о степени чистоты и массах таких растворов предоставляются поставщиком), либо путем приготовления стандартных растворов непосредственно в лаборатории пользователя, в этом случае описанная процедура используется для оценки степени чистоты их составляющих. Кроме того, следует иметь в виду, что обеспечить высокую степень чистоты используемых веществ можно с применением альтернативных способов (далее перечислены лишь некоторые из них):

· капиллярной хроматографии;

· дистилляции;

· фракционирования (разделения на фракции)
· и других.

Относительная площадь пика (выраженная как % площади) молекул летучего вещества, 
измеренная методом ГХ-ПИД, обычно используется для определения его чистоты в смеси. Данный подход обеспечивает получение достоверных результатов при соблюдении следующих двух условий:

· смесь должна состоять только из летучих компонентов, поддающихся обнаружению 
посредством газовой хроматографии;

· относительный фактор отклика (RRF) каждого компонента в смеси, если они отличаются один от другого, применяются для установления количества каждого определяемого вещества, 
исходя из выраженности его хроматографического сигнала.

Следовательно, перед определением степени чистоты эталонных веществ, которые будут 
использоваться в количественном анализе, необходимо убедиться в отсутствии в них нелетучих составляющих. В случаях, когда более 90 % составляющих компонентов смеси являются летучими соединениями, степень чистоты такого образца может оцениваться одним из указанных ниже способов.
· Если все содержащиеся соединения характеризуются одинаковой молекулярной формулой, степень их чистоты задается соответствующей площадью пиков в % на хроматограмме, полученной с использованием ПИД (с полной интеграцией всех обнаруженных пиков).

· Если содержащиеся соединения характеризуются различными молекулярными формулами, степень их чистоты может оцениваться по различию теоретического и определенного экспериментально RRF.

Данное исследование включает следующие этапы:

· Характеризация всех летучих составляющих посредством ГХ-МС (A.2. Подробное описание характеристик летучих составляющих).

· Определение содержания летучих и нелетучих соединений на основе значений RRF.

· Определение степени чистоты аллергенов путем:

1) измерения индивидуальных площадей пиков в % методом ГХ-ПИД, если все соединения имеют одинаковую молекулярную формулу;

2) сравнения теоретических и вычисленных значений RRF в случаях, когда молекулярные формулы соединений различаются.

Касательно рисунка A.1, следует отметить, что взамен получения (вычисления) результатов 
в % на этапе 3 значения всех масс могут быть суммированы, и если сумма представляет собой менее чем 90 % от общего количества, то это указывает на присутствие нелетучих веществ в пробе. Общую методику определения чистоты веществ, подробно описанную ниже, можно представить в следующем виде:
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Рисунок A.1 – Общая методика определения степени чистоты, если примеси имеют различную молекулярную формулу

A.2 Подробное описание характеристик летучих составляющих

A.2.1 Идентификация конкретных составляющих эталонных веществ методом ГХ-МС

Вводят в систему ГХ-МС 0,5 % (масса/масса) раствор конкретного эталонного вещества в разбавителе.

Подтверждают идентичность каждой молекулы, используя данные массовых спектров, значения коэффициентов удерживания (retention index – RI), научную литературу, аналитические паспорта, предоставленные поставщиками и т.п. - Этап 1 согласно общей методике.

I. Идентифицируют различные являющиеся объектом исследования изомеры; 
II. Идентифицируют все другие составляющие, присутствующие в смеси, в целях определения их точной молекулярной формулы и числа бензольных колец (поскольку RRF непосредственно связан с эмпирической формулой соединения и для того, чтобы отделить родственные составляющие (или примеси) с одинаковой формулой от имеющих различную формулу).

A.2.2  Определение теоретического значения RRF (RRFpred)

Для каждой летучей составляющей, идентифицированной согласно A.2.1, определяют теоретическое значение RRF по формуле, приведенной ниже (этап 2 общей методики).

Предполагаемое значение RRF для каждой молекулы i вычисляют, используя формулы (A.1) – (A.3):
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(A.1)

MRF = -0,071 + 8,57 × 0,0001 × ΔHcomb + 0,127 × nBenz





(A.2)

ΔHcomb = 11,06 + (103,57 × nC) + (21,85 × nH) - (48,18 × nO) +(7,46 × nN) + (74,67 × nS) – (23,57 × nF) – (27,44 × nCl) - (11,9 × nBr) – (2,04 × nI)






                     (A.3)

где:

	MWi
	– молекулярная масса определяемого вещества i;

	MWIS
	– молекулярная масса внутреннего стандарта (метилоктаноата);

	MRF
	– молярный фактор отклика;

	ΔHcomb
	– энтальпия сгорания;

	nBenz
	– число бензойных колец;

	nC, nH, nO, nN, nS, nF, nCl, nBr, nI
	число атомов углерода, водорода, кислорода, азота, серы, фтора, хлора, брома, и йода.


Примечание 1 – Методика предусматривает вычисление теоретического значения RRF 
в случае использования метилоктаноата в качестве внутреннего стандарта. Если используется другой внутренний стандарт теоретическое значение RRF может быть скорректировано по отношению к RRF для метилоктаноата.

Данная модель прогнозирования RRF может применяться для любых систем ГХ-ПИД, если они оборудованы стандартным инжектором с делителем/без делителя потока, способным функционировать при температуре 250 °C, и оснащены цилиндрической вставкой, которая должна обеспечивать значение коэффициента деления в интервале от 1:50 до 1:100. Вставку-разделитель стаканов и инжекторы с программируемой температурой для такого анализа использовать не следует. Прежде всего это касается исследования соединений, обладающих сравнительно низкой летучестью. Значение температуры ПИД следует устанавливать на уровне 250 °C, скорость подачи водорода – на уровне 40 мл/мин, подачи воздуха – на уровне 450 мл/мин, расход азота – на уровне 30 мл/мин. Могут использоваться полярные, неполярные, соединенные неполярные или полуполярные колонки.

Необходимо иметь в виду, что изменение значений температуры инжектора, коэффициента деления потока или температуры детектора недопустимо при прогнозировании RRF, особенно 
в случае высококипящих соединений [7].

Полярные фазы колонки, такие как полиэтиленгликоль, также являются пригодными, но RRF высококипящих соединений также может изменяться.

Примечание 2 – Если в смеси обнаружено неизвестное соединение, может использоваться теоретическое значение RRF для наиболее схожего с ним соединения.

Значение RRF, равное единице, может быть использовано как оптимальное решение, если ориентир для идентификации не найден.

A.2.3  Вычисление количества летучих составляющих в конкретных эталонных 
веществах
Вводят в систему ГХ-ПИД рабочий раствор, содержащий конкретное эталонное вещество 
и внутренний стандарт IS (метилоктаноат, степень чистоты более 99 %), в концентрации 0,5 % (масса/масса), в разбавителе.

· Для каждой молекулы i, обнаруженной в эталонном веществе, определяют значение массы в пробе по формуле (A.4) (этап 3 общей методики).
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где:

	RRFpred i
	– теоретическое значение RRF, вычисленное в соответствии с A.2.2;

	mass IS
	– масса внутреннего стандарта, использованного при подготовке пробы перед вводом в хроматограф;

	area i
	– площадь пика соединения i при выполнении анализа с использованием ПИД;

	area IS
	– площадь пика внутреннего стандарта.


· Определяют количество летучих составляющих по следующей формуле (A.5):
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(A.5)

где:

	VC (%)
	–доля летучих составляющих в процентах;

	n
	– общее число составляющих i;

	mi
	– масса, рассчитанная на основе теоретического значения RRF;

	mref
	– масса эталонного вещества, использованного для подготовки пробы перед вводом 
в хроматограф.


Если летучих составляющих 90 % или более: долей нелетучих соединений в эталонном веществе можно пренебречь, т.е. можно считать, что все его составляющие могут быть обнаружены посредством ГХ-ПИД (этапы 7 – 8 общей методики).

Если летучих составляющих менее 90 %: нелетучие составляющие присутствуют в эталонном веществе, но не обнаруживаются посредством газовой хроматографии. Соответственно, степень чистоты не может быть рассчитана, исходя из площадей пиков % на хроматограмме, полученной с использованием ПИД. В этом случае рекомендуется подвергнуть эталонное вещество дополнительной очистке для удаления нелетучих компонентов и повторить анализ (этапы 5 – 6 общей методики).

A.3 Определение степени чистоты (%) на основе значений RRF или площади пиков (%), полученных с использованием ПИД

В зависимости от природы летучих составляющих, содержащихся в эталонном веществе, 
степень его чистоты может быть определена непосредственно, исходя из площади пиков (%) на хроматограмме, полученной с использованием ПИД, либо путем сравнения теоретических и эмпирических значений RRF (этап 8 общей методики).

Подробная информация, касающаяся степени чистоты приведена ниже
и обобщена схематически в виде дерева принятия решений.

a) Все составляющие смеси имеют одинаковую формулу, что установлено согласно A.2.1.

В данном случае может применяться следующая упрощенная процедура (рисунок A.2):
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Рисунок A.2 – Упрощенный вариант методики для случаев, когда все примеси имеют одинаковую молекулярную формулу

Вычисляют степень чистоты для целевой молекулы, исходя из площади пика (%) на хроматограмме, полученной с использованием ПИД.

Интегрируют все пики на хроматограмме, полученные при использовании ПИД, за исключением пиков, принадлежащих внутреннему стандарту, при их наличии, и вычисляют степень чистоты аллергена (аллергенов) по формуле (A.6):
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где:

	S pred (%):
	– предполагаемая степень чистоты эталонного вещества;

	FID area i и FID area tot
	– площадь пика аллергена и сумма площадей всех пиков, измеренных посредством метода ГХ-ПИД.


Примечание – Значение S pred (%) также может быть рассчитано по формуле, приведенной в перечислении 2, полученный результат будет одинаковым независимо от выбранного способа.

b) Составляющие смеси не имеют одинаковой молекулярной формулы, как установлено 
в A.2.1.

В этом случае значение RRF для всех составляющих не является одинаковым. Следовательно, перед расчетом их относительного количества в смеси индивидуальные эмпирические значения RRF (RRFexp) должны быть скорректированы с учетом индивидуальных теоретических значений RRFpred.

1) При использовании рабочего раствора, который вводят в систему ГХ-ПИД согласно A.2.3, вычисляют долю летучих составляющих в конкретных эталонных веществах, для каждого потенциального аллергена i,. Вычисление RRFi exp выполняют по формуле (A.7):
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где:

	Ci и CIS
	– концентрация аллергена и внутреннего стандарта в рабочем растворе соответственно;

	areaIS и areai
	–площадь пиков внутреннего стандарта и аллергена соответственно, измеренная посредством метода ГХ-ПИД.


Значения концентрации здесь могут быть заменены значениями массы.

Примечание – Количество растворов, требуемых для охвата всех аллергенов, определяется разрешающей способностью, достигаемой используемой аналитической колонкой. В идеальном случае при определении значений RRF совместного элюирования аллергенов в этих рабочих растворах наблюдаться не должно. Ответственность за определение количества растворов, подвергаемых анализу, возлагается на самого пользователя.

2) Предполагаемое значение степени чистоты на основе RRF для молекулы аллергена i вычисляют по формуле (A.8):
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где:

	S pred
	– предполагаемая степень чистоты эталонного вещества;

	RRF i pred
	– теоретическое значение RRF;

	RRF i exp
	– эмпирическое значение RRF.


Приложение B
(справочное)
Параметры газохроматографических капиллярных колонок
В методе испытаний настоящего стандарта допускается использование колонок, длина и типы фаз которых отличаются от рекомендованных, однако ответственность за контроль параметров разделения выбранных колонок перед их практическим использованием и определение пригодности таких колонок для проведения исследований в этом случае возлагается на самого пользователя. Данный метод и его характеристики базируются на типах колонок и аналитических условиях, описанных ранее. 

Для оценки параметров разделения колонок вычисляют разрешение R̅ для всех близкорасположенных пиков хроматограммы и среднее значение разрешения следующим образом:
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 (B.1)

где:

	tR,i
	– время удерживания i-го пика;

	wh,i
	– ширина i-го пика на половине высоты;

	n
	– число пиков на хроматограмме.


Эффективность разделения хроматографической колонки конкретного типа считают приемлемой, если значение R для нее составляет больше единицы (R > 1) и/или среднее значение разрешения превышает 1,3 (R > 1,3).

Приложение C
(справочное)
Применение детектируемых ионов для SIM или SIM-SCAN
Таблица С.1 —Перечень детектируемых ионов (m/z) потенциальных аллергенов в порядке их элюирования на колонке с неподвижной фазой (100 % ПДМС), с указанием соответствующих методик SIM (1 или 2) и внутренних стандартов (ISA или ISB), используемых для количественного определения

	
	Колонка с неподвижной фазой (100 % ПДМС)
	

	Пункт 
настоящего документа
	Определяемое соединение
	Метод SIM
	I1

(а.е.м)
	I2

(а.е.м)
	I3

(а.е.м)
	Внут-ренний стандарт

	5.2.1.8
	бензальдегид
	1
	106
	105
	51
	ISA

	5.2.1.48
	альфа-пинен
	2
	93
	92
	91
	

	5.2.1.49
	бета-пинен
	2
	93
	92
	91
	

	5.2.1.9
	бензиловый спирт
	1
	79
	107
	108
	

	5.2.1.54
	альфа-терпинен
	2
	136
	79
	121
	

	5.2.1.51
	салицилальдегид
	1
	122
	121
	65
	

	5.2.1.40
	лимонен
	2
	68
	93
	67
	

	5.2.1.56
	терпинолен
	2
	93
	136
	121
	

	5.2.1.41
	линалоол
	2
	93
	71
	80
	

	5.2.1.13
	камфора
	1
	95
	81
	108
	

	5.2.1.55.2
	цис-бета-терпинеол
	2
	71
	93
	136
	

	5.2.1.55.3
	транс-бета-терпинеол
	2
	71
	93
	136
	

	5.2.1.45
	ментол
	1
	71
	81
	95
	

	5.3.1
	1,4- дибромбензол (ISA)
	1 и 2
	236
	238
	234
	

	5.2.1.46
	метилсалицилат
	2
	120
	152
	92
	

	5.2.1.47
	метил-2-октиноат (фолион (Folione®))
	1
	123
	111
	95
	

	5.2.1.55.1
	гамма-терпинеол
	2
	59
	121
	93
	

	5.2.1.55.3
	транс-бета-терпинеол
	2
	121
	93
	136
	

	5.2.1.19
	цитронеллол
	1
	69
	81
	95
	

	5.2.1.14
	карвон
	2
	82
	54
	108
	

	5.2.1.18.1
	нераль
	1
	69
	119
	84
	

	5.2.1.16
	циннамальдегид
	1
	131
	103
	132
	

	5.2.1.31
	гераниол
	2
	69
	93
	123
	

	5.2.1.42
	линалилацетат
	2
	93
	80
	121
	

	5.2.1.18.2
	гераниаль
	1
	84
	83
	152
	

	5.2.1.7
	анисовый спирт
	2
	138
	137
	109
	

	5.2.1.35
	гидроксицитронеллаль
	1
	59
	71
	95
	

	5.2.1.6
	транс-анетол
	2
	147
	117
	148
	

	5.2.1.17
	коричный спирт
	1
	92
	78
	115
	

	5.2.1.25
	ДМБКА

(диметилбензилкарбинилацетат)
	2
	132
	117
	91
	

	5.2.1.27
	эвгенол
	2
	164
	149
	103
	

	5.2.1.57
	ванилин
	2
	151
	152
	81
	

	5.2.1.24
	дельта-дамаскон
	1
	69
	123
	192
	

	5.2.1.21
	бета-дамасценон
	1
	69
	175
	190
	

	5.2.1.32
	геранилацетат
	2
	93
	68
	136
	

	5.2.1.22
	альфа-дамаскон
	1
	69
	123
	192
	

	5.2.1.20
	кумарин
	2
	118
	146
	89
	

	5.2.1.44
	мажантол (Majantol®)

(триметил-бензолпропанол)
	2
	106
	91
	105
	

	5.2.1.23
	бета-дамаскон
	1
	177
	123
	192
	

	5.2.1.15
	бета-кариофиллен
	2
	93
	91
	133
	ISB

	5.2.1.37
	изоэвгенол
	2
	164
	149
	131
	

	5.2.1.26.1
	изомер 1 эбанола 
	1
	108
	149
	164
	


Окончание таблицы С.1

	
	Колонка с неподвижной фазой (100 % ПДМС)
	

	Пункт 
настоящего документа
	Определяемое соединение
	Метод SIM
	I1

(а.е.м)
	I2

(а.е.м)
	I3

(а.е.м)
	Внут-ренний стандарт

	5.2.1.26.2
	изомер 2 эбанола 
	1
	108
	149
	164
	

	5.2.1.38
	альфа-изометилионон
	1
	135
	150
	206
	

	5.2.1.28
	эвгенилацетат
	1
	164
	149
	131
	

	5.2.1.39
	лилиаль (Lilial®)

(бутилфенилметилпропиональ)
	2
	189
	147
	204
	

	5.2.1.50A
	пропилиденфталид (основной изомер)
	2
	159
	174
	104
	

	5.2.1.3
	амилсалицилат
	1
	120
	138
	208
	

	5.2.1.50B
	пропилиденфталид (минорный изомер)
	2
	159
	174
	104
	

	5.2.1.2
	Ацетилизоэвгенол/ изоэвгенилацетат
	1
	164
	131
	149
	

	5.2.1.4
	альфа-амилциннамальдегид (флозаль (Flosal®))
	2
	129
	201
	202
	

	5.2.1.43A
	лираль (Lyral®) (основной изомер)
	2
	136
	192
	177
	

	5.2.1.43B
	лираль (Lyral®) (минорный изомер)
	2
	136
	192
	177
	

	5.2.1.36B
	ISO E® Super – основной бета-изомер
	1
	191
	121
	109
	

	5.2.1.36A
	Iso E® Super – альфа-изомер
	1
	191
	121
	109
	

	5.2.1.29C
	(Z, Z)- фарнезол
	2
	69
	81
	93
	

	5.2.1.5
	альфа-амилкоричный спирт
	1
	133
	204
	115
	

	5.2.1.52A
	альфа-санталол
	2
	93
	94
	122
	

	5.2.1.36C
	Iso E® Super – гамма-изомер
	1
	191
	135
	121
	

	5.2.1.29B и D
	(Z, E)-фарнезол/(E, Z)-фарнезол
	2
	69
	81
	93
	

	5.2.1.52B
	бета-санталол
	2
	93
	94
	122
	

	5.2.1.29A
	(E, E)-фарнезол
	2
	69
	81
	93
	

	5.2.1.34
	альфа-гексилциннамальдегид
	1
	129
	216
	215
	

	5.2.1.10
	бензилбензоат
	1
	105
	212
	194
	

	5.2.1.1
	альфа-ацетилцедрен (вертофикс (Vertofix®), основной изомер)
	2
	161
	231
	246
	

	5.2.1.12
	бензилсалицилат
	1
	91
	228
	65
	

	5.2.1.30AB
	изомеры галаксолида 1+2
	1
	243
	213
	258
	

	5.2.1.33
	гексадеканолактон/
дигидроамбреттолид
	1
	83
	97
	111
	

	5.3.2
	4,4'-дибромбифенил (ISB)
	1 и 2
	312
	314
	310
	

	5.2.1.11
	бензилциннамат
	2
	131
	192
	193
	

	5.2.1.53
	склареол
	2
	95
	177
	109
	


Таблица С.2 —Перечень детектируемых ионов (m/z) аллергенов в порядке их элюирования на колонке с неподвижной фазой (50 % полидиметилсилоксана и 50 % фенилметилполисилоксана) 
с указанием соответствующих методик SIM (1 или 2) и внутренних стандартов (ISA или ISB), используемых для количественного определения

	
	Колонка с неподвижной фазой (50 % полидиметилсилоксана 
и 50 % фенилметилполисилоксана)
	

	Пункт 
настоящего документа
	Определяемое соединение
	Метод SIM
	I1

(а.е.м)
	I2

(а.е.м)
	I3

(а.е.м)
	Внут-ренний стандарт

	5.2.1.48
	альфа-пинен
	1
	93
	92
	91
	ISA

	5.2.1.49
	бета-пинен
	1
	93
	92
	91
	

	5.2.1.54
	альфа-терпинен
	2
	136
	79
	121
	

	5.2.1.40
	лимонен
	2
	68
	93
	67
	

	5.2.1.8
	бензальдегид
	1
	106
	105
	51
	

	5.2.1.56
	терпинолен
	2
	93
	136
	121
	

	5.2.1.41
	линалоол
	2
	93
	71
	80
	

	5.2.1.9
	бензиловый спирт
	1
	79
	108
	107
	

	5.2.1.51
	салицилальдегид
	1
	122
	121
	65
	

	5.2.1.55.2
	цис-бета-терпинеол
	2
	71
	93
	136
	

	5.2.1.55.3
	транс-бета-терпинеол
	2
	71
	93
	136
	

	5.2.1.45
	ментол
	2
	71
	95
	81
	

	5.2.1.13
	камфора
	2
	95
	108
	81
	

	5.2.1.55
	альфа-терпинеол
	1
	59
	121
	93
	

	5.2.1.55.1
	гамма-терпинеол
	1
	121
	93
	136
	

	5.2.1.19
	цитронеллол
	2
	69
	81
	95
	

	5.2.1.42
	линалилацетат
	1
	93
	80
	121
	

	5.2.1.47
	метил-2-октиноат (фолион (Folione®))
	1
	123
	95
	66
	

	5.2.1.31
	гераниол
	2
	69
	93
	123
	

	5.2.1.46
	метилсалицилат
	2
	120
	152
	121
	

	5.2.1.18.1
	нераль
	1
	69
	94
	109
	

	5.3.1
	1,4-дибромбензол (ISA)
	1 и 2
	236
	238
	234
	

	5.2.1.18.2
	гераниаль
	1
	84
	83
	152
	

	5.2.1.14
	карвон
	2
	82
	54
	108
	

	5.2.1.35
	гидроксицитронеллаль
	2
	59
	71
	95
	

	5.2.1.6
	транс-анетол
	1
	147
	117
	148
	

	5.2.1.25
	ДМБКА
(диметилбензилкарбинилацетат)
	1
	132
	117
	91
	

	5.2.1.15
	бета-кариофиллен
	2
	93
	91
	133
	

	5.2.1.32
	геранилацетат
	1
	93
	68
	136
	

	5.2.1.24
	дельта-дамаскон
	2
	69
	192
	123
	

	5.2.1.16
	циннамальдегид
	1
	131
	103
	132
	

	5.2.1.7
	анисовый спирт
	2
	138
	137
	109
	

	5.2.1.26.1
	изомер 1 эбанола 
	1
	108
	149
	164
	

	5.2.1.22
	альфа-дамаскон
	2
	123
	177
	192
	

	5.2.1.17
	коричный спирт
	1
	92
	115
	78
	

	5.2.1.21
	бета-дамасценон
	2
	69
	175
	190
	

	5.2.1.26.2
	изомер 2 эбанола 
	1
	108
	149
	164
	

	5.2.1.27
	эвгенол
	1
	164
	149
	103
	

	5.2.1.23
	бета-дамаскон
	2
	177
	192
	123
	

	5.2.1.44
	мажантол (Majantol®)

(триметил-бензолпропанол)
	1
	106
	91
	105
	

	5.2.1.38
	альфа-изометилионон
	2
	135
	206
	150
	

	5.2.1.37
	изоэвгенол
	1
	164
	149
	131
	

	5.2.1.57
	ванилин
	2
	151
	152
	81
	ISB

	5.2.1.39
	лилиаль (Lilial®) (бутилфенилметилпропиональ)
	1
	189
	147
	204
	

	5.2.1.3
	амилсалицилат
	2
	120
	138
	208
	

	5.2.1.20
	кумарин
	1
	118
	146
	89
	


Окончание таблицы С.2

	
	Колонка с неподвижной фазой (50 % полидиметилсилоксана 
и 50 % фенилметилполисилоксана)
	

	Пункт 
настоящего документа
	Определяемое соединение
	Метод SIM
	I1

(а.е.м)
	I2

(а.е.м)
	I3

(а.е.м)
	Внут-ренний стандарт

	5.2.1.28
	эвгенилацетат
	2
	164
	149
	131
	

	5.2.1.36B
	ISO E® Super – основной бета-изомер
	1
	191
	121
	109
	

	5.2.1.36A
	Iso E® Super – альфа-изомер
	1
	191
	121
	109
	

	5.2.1.29C
	(Z, Z)-фарнезол
	2
	69
	81
	93
	

	5.2.1.52A
	альфа-санталол
	2
	93
	94
	122
	

	5.2.1.29B
	(Z, E)-фарнезол
	2
	69
	81
	93
	

	5.2.1.29D
	(E, Z)-фарнезол
	2
	69
	81
	93
	

	5.2.1.36C
	Iso E® Super – гамма-изомер
	1
	191
	135
	150
	

	5.2.1.50A
	3-пропилиденфталид (минорный изомер)
	2
	159
	174
	104
	

	5.2.1.4
	альфа-амилциннамальдегид (флозаль (Flosal®))
	1
	129
	201
	202
	

	5.2.1.29A
	(E, E)-фарнезол
	2
	69
	81
	93
	

	5.2.1.2
	ацетилизоэвгенол/ изоэвгенилацетат
	1
	164
	131
	149
	

	5.2.1.43B
	гидроксиизогексил-3-циклогексенкарбоксальдегид / лираль (Lyral®)(минорный изомер)
	2
	136
	192
	177
	

	5.2.1.52B
	бета-санталол
	1
	93
	94
	122
	

	5.2.1.43A
	гидроксиизогексил-3-циклогексенкарбоксальдегид / лираль (Lyral®)(основной изомер)
	2
	136
	192
	177
	

	5.2.1.5
	альфа-амилкоричный спирт
	2
	133
	204
	115
	

	5.2.1.50B
	3-пропилиденфталид (минорный изомер)
	1
	159
	174
	104
	

	5.2.1.1
	альфа-ацетилцедрен (вертофикс (Vertofix®), основной изомер)
	1
	161
	231
	246
	

	5.2.1.34
	альфа-гексилциннамальдегид
	2
	129
	216
	215
	

	5.2.1.30A
	изомер 1 галаксолида 
	1
	243
	213
	258
	

	5.2.1.30B
	изомер 2 галаксолида
	1
	243
	213
	258
	

	5.2.1.10
	бензилбензоат
	2
	105
	212
	194
	

	5.2.1.33
	гексадеканолактон /

дигидроамбреттолид
	1
	83
	97
	111
	

	5.2.1.12
	бензилсалицилат
	2
	91
	228
	65
	

	5.3.2
	4,4'-дибромбифенил (ISB)
	1 и 2
	312
	314
	310
	

	5.2.1.53
	склареол
	1
	95
	177
	109
	

	5.2.1.11
	бензилциннамат
	1
	131
	192
	193
	


Таблица С.3 — Альтернативные ионы SIM (m/z) аллергенов, перечисленные в порядке элюирования на колонках с 100 % фазой, соответствующие методики SIM (1 или 2) и внутренний стандарт (ISA или ISB), используемые для количественного определения

	
	Для колонок с фазами всех типов
	

	Пункт
 настоящего документа
	Определяемое соединение
	Метод SIM
	I1

(а.е.м)
	I2

(а.е.м)
	I3

(а.е.м)
	Внут-ренний стандарт

	5.2.1.51
	салицилальдегид
	1
	122
	121
	104
	ISA

	5.2.1.56
	терпинолен
	2
	136
	121
	91
	

	5.2.1.41
	линалоол
	2
	71
	121
	55
	

	5.2.1.46
	метилсалицилат
	2
	152
	120
	92
	

	5.2.1.47
	метил-2-октиноат (фолион (Folione®))
	1
	123
	95
	139
	

	5.2.1.55A
	альфа-терпинеол
	2
	121
	59
	93
	

	5.2.1.14
	карвон
	2
	82
	93
	108
	

	5.2.1.18.1
	нераль
	1
	84
	94
	137
	

	5.2.1.16
	циннамальдегид
	1
	131
	132
	103
	

	5.2.1.18.2
	гераниаль
	1
	84
	94
	152
	

	5.2.1.35
	гидроксицитронеллаль
	1
	71
	96
	139
	

	5.2.1.6
	транс-анетол
	2
	148
	147
	117
	

	5.2.1.17
	коричный спирт
	1
	134
	92
	91
	

	5.2.1.57
	ванилин
	2
	151
	152
	123
	

	5.2.1.32
	геранилацетат
	2
	136
	93
	121
	ISB

	5.2.1.20
	кумарин
	2
	118
	146
	90
	

	5.2.1.26.1
	изомер 1 эбанола 
	1
	164
	108
	121
	

	5.2.1.26.2
	изомер 2 эбанола 
	1
	164
	108
	121
	

	5.2.1.28
	эвгенилацетат
	1
	164
	131
	206
	

	5.2.1.3
	амилсалицилат
	1
	138
	208
	121
	

	5.2.1.36B
	ISO E® Super – основной бета-изомер
	1
	191
	119
	121
	

	5.2.1.5
	альфа-амилкоричный спирт
	1
	133
	115
	129
	

	5.2.1.52A
	альфа-санталол
	2
	93
	122
	107
	

	5.2.1.36C
	Iso E® Super – гамма-изомер
	1
	191
	135
	150
	

	5.2.1.29B
	(Z, E)-фарнезол
	2
	69
	93
	136
	

	5.2.1.52B
	бета-санталол
	2
	94
	122
	107
	

	5.2.1.34
	альфа-гексилциннамальдегид
	1
	129
	216
	215
	

	5.2.1.33
	Гексадеканолактон / дигидроамбреттолид
	1
	83
	97
	236
	

	5.2.1.53
	склареол
	2
	177
	191
	290
	


Возможность использования перечисленных ионов оценивается оператором до начала анализа.

Приложение D
(справочное)
Примеры временных интервалов в режиме SIM
Таблица D.1 – Примеры временных окон для методики SIM1 при использовании колонки с неподвижной фазой из 100 % ПДМС 
                                   для ионов, указанных в таблице C.2. 
 (Характеристики колонки и режим функционирования термостата см. в 6.3, таблица 1)

	МЕТОДИКА: 100 % ПДМС - SIM1
	ЗАРЕГИСТРИРОВАННЫЕ ИОНЫ

	Время начала, мс
	Выдержка, мс
	Название соединения
	цикл/с
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	0
	50
	бензальдегид (5.2.1.8)
	5,8
	106
	105
	51
	
	
	
	
	

	4,8
	50
	бензиловый спирт (5.2.1.9)
	3,1
	
	79
	108
	107
	
	
	
	

	
	50
	салицилальдегид (5.2.1.51)
	
	122
	
	
	
	121
	65
	
	

	7,1
	50
	камфора (5.2.1.13)
	5,8
	81
	95
	108
	
	
	
	
	

	8,0
	50
	ментол (5.2.1.45)
	3,1
	71
	81
	95
	
	
	
	
	

	
	50
	фолион (Folione ®) (5.2.1.47)
	
	
	
	95
	111
	123
	
	
	

	
	50
	1,4-дибромбензол – ISА (5.3.1)
	
	
	
	
	
	
	236
	234
	238

	9,5
	50
	цитронеллол (5.2.1.19)
	3,7
	69
	81
	95
	
	
	
	
	

	
	50
	нераль (5.2.1.18.1)
	
	69
	
	
	84
	119
	
	
	

	10,2
	50
	циннамальдегид (5.2.1.16)
	3,1
	
	
	103
	131
	132
	
	
	

	
	50
	гераниаль (5.2.1.18.2)
	
	83
	84
	
	
	
	152
	
	

	11
	50
	гидроксицитронеллаль (5.2.1.35)
	3,1
	59
	71
	
	
	95
	
	
	

	
	50
	коричный спирт (5.2.1.17)
	
	
	
	78
	92
	
	115
	
	

	13,5
	50
	дельта-дамаскон (5.2.1.24)
	3,1
	69
	123
	
	
	
	192
	
	

	
	50
	бета-дамасценон (5.2.1.21)
	
	69
	
	175
	
	190
	
	
	

	
	50
	альфа-дамаскон (5.2.1.22)
	
	69
	123
	
	
	
	192
	
	

	
	50
	бета-дамаскон (5.2.1.23)
	
	
	123
	
	177
	
	192
	
	

	15,5
	50
	изомеры эбанола (5.2.1.26)
	5,8
	108
	149
	164
	
	
	
	
	

	16,9
	50
	альфа-изометилионон (5.2.1.38)
	3,1
	
	135
	
	150
	
	206
	
	

	
	50
	эвгенилацетат(5.2.1.28)
	
	164
	
	131
	
	149
	
	
	

	18,5
	50
	амилсалицилат (5.2.1.3)
	5,8
	120
	138
	208
	
	
	
	
	

	20
	50
	ацетилизоэвгенол (5.2.1.2)
	5,8
	164
	131
	149
	
	
	
	
	

	21
	44
	ISO E® Super – бета-изомер (5.2.1.36B)
	3
	109
	
	121
	
	
	191
	
	

	
	44
	ISO E® Super – альфа-изомер (5.2.1.36A)
	
	109
	
	121
	
	
	191
	
	

	
	44
	ISO E® Super – гамма-изомер (5.2.1.36C)
	
	
	
	121
	
	135
	191
	
	

	
	44
	альфа-амилкоричный спирт

(5.2.1.5)
	
	
	115
	
	133
	
	
	204
	

	22,6
	50
	альфа-гексилциннамальдегид (5.2.1.34)
	3,1
	
	129
	
	
	215
	216
	
	

	
	50
	бензилбензоат (5.2.1.10)
	
	105
	
	194
	212
	
	
	
	

	23,6
	50
	бензилсалицилат (5.2.1.12)
	3,1
	65
	91
	
	228
	
	
	
	

	
	50
	галаксолид (5.2.1.30)
	
	
	
	213
	
	243
	258
	
	

	25
	50
	гексадеканолактон (5.2.1.33)
	3,1
	83
	97
	111
	
	
	
	
	

	
	50
	4,4'-дибромбифенил-ISB (5.3.2)
	
	
	
	
	312
	310
	314
	
	


Таблица D.2 – Примеры временных окон для методики SIM2 при использовании колонки с неподвижной фазой из 100 % ПДМС 
                                   для ионов, указанных в таблице C.2. 

 (Характеристики колонки и режим функционирования термостата см. в 6.3, таблица 1)

	МЕТОДИКА: 100 % ПДМС - SIM1
	ЗАРЕГИСТРИРОВАННЫЕ ИОНЫ

	Время начала, мс
	Выдержка, мс
	Название соединения
	цикл/с
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	0
	50
	альфа-пинен (5.2.1.48)
	5,8
	91
	93
	92
	
	
	
	
	
	

	
	50
	бета-пинен (5.2.1.49)
	
	91
	93
	92
	
	
	
	
	
	

	5
	50
	альфа-терпинен (5.2.1.54)
	3,1
	
	
	79
	
	121
	136
	
	
	

	
	50
	лимонен (5.2.1.40)
	
	67
	68
	
	93
	
	
	
	
	

	6,2
	50
	терпинолен (5.2.1.56)
	3,7
	
	
	93
	121
	136
	
	
	
	

	
	50
	линалоол (5.2.1.41)
	
	71
	80
	93
	
	
	
	
	
	

	7,3
	50
	бета-терпинеол (5.2.1.55B и C)
	5,8
	71
	93
	136
	
	
	
	
	
	

	8,3
	44
	1,4- дибромбензол – ISА (5.3.1)
	3
	
	
	
	
	
	
	236
	234
	238

	
	44
	метилсалицилат (5.2.1.46)
	
	
	92
	
	120
	
	152
	
	
	

	
	44
	альфа-терпинеол (5.2.1.55)
	
	59
	
	93
	
	121
	
	
	
	

	9,6
	50
	карвон (5.2.1.14)
	5,8
	54
	82
	108
	
	
	
	
	
	

	10,3
	38
	гераниол (5.2.1.31)
	3
	69
	
	93
	
	
	123
	
	
	

	
	38
	линалилацетат (5.2.1.42)
	
	
	80
	93
	
	121
	
	
	
	

	
	38
	анисовый спирт (5.2.1.7)
	
	
	
	
	109
	
	
	137
	138
	

	11,2
	50
	анетол (5.2.1.6)
	3,7
	
	117
	
	147
	148
	
	
	
	

	
	50
	ДМБКА (5.2.1.25)
	
	91
	117
	132
	
	
	
	
	
	

	13
	50
	эвгенол (5.2.1.27)
	3,1
	
	103
	149
	
	
	164
	
	
	

	
	50
	ванилин (5.21.57)
	
	81
	
	
	151
	152
	
	
	
	

	14,2
	50
	геранилацетат (5.2.1.32)
	5,8
	68
	93
	136
	
	
	
	
	
	

	14,7
	50
	кумарин (5.2.1.20)
	3,1
	89
	91
	105
	106
	118
	146
	
	
	

	
	50
	мажантол (Majantol®) (5.2.1.44)
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	15,6
	50
	бета-кариофиллен (5.2.1.15)
	3,1
	91
	93
	
	133
	
	
	
	
	

	
	50
	изоэвгенол (5.2.1.37)
	
	
	
	131
	
	149
	164
	
	
	

	17,6
	50
	лилиаль (Lilial®) (5.2.1.39)
	3,1
	
	147
	
	
	189
	204
	
	
	

	
	50
	3-пропилиденфталид (5.2.1.50)
	
	104
	
	159
	174
	
	
	
	
	

	20,6
	50
	альфа-амилциннамальдегид (флозаль (Flosal®))
	3,1
	129
	
	
	
	201
	202
	
	
	

	
	50
	лираль (Lyral®) (5.2.1.43)
	
	
	136
	177
	192
	
	
	
	
	

	21,7
	50
	санталол (5.2.1.52)
	3,7
	
	
	93
	94
	122
	
	
	
	

	
	50
	фарнезол (5.2.1.29)
	
	69
	81
	93
	
	
	
	
	
	

	23
	50
	альфа-ацетилцедрен (5.2.1.1)
	5,8
	161
	231
	246
	
	
	
	
	
	

	25
	50
	4,4'-дибромбифенил-ISB
(5.3.2)
	4,5
	
	
	
	312
	310
	314
	
	
	

	
	50
	бензилциннамат (5.2.1.11)
	
	131
	192
	193
	
	
	
	
	
	

	27,6
	50
	склареол (5.2.1.53)
	5,8
	95
	109
	177
	
	
	
	
	
	


i

Таблица D.3 – Примеры временных окон для методики SIM1 при использовании колонки с неподвижной фазой 
              (50 % полидиметилсилоксана и 50 % фенилметилполисилоксана), указаных в таблице C.1 
(Характеристики колонки и режим функционирования термостата см. в 6.3, таблица 1)

	МЕТОДИКА: 50 % полидиметилсилоксана и 50 % фенилметилполисилоксана – SIM1
	ЗАРЕГИСТРИРОВАННЫЕ ИОНЫ

	Время начала, мс
	Выдержка, мс
	Название соединения
	цикл/с
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	0
	50
	альфа-пинен (5.2.1.48)
	4.5
	91
	92
	93
	
	
	
	
	
	

	
	50
	бета-пинен (5.2.1.49)
	
	91
	92
	93
	
	
	
	
	
	

	4
	50
	бензальдегид (5.2.1.8)
	5.8
	51
	105
	106
	
	
	
	
	
	

	4,9
	50
	бензиловый спирт (5.2.1.9)
	3.1
	
	79
	107
	108
	
	
	
	
	

	
	50
	салицилальдегид (5.2.1.51)
	
	65
	
	
	
	121
	122
	
	
	

	6,0
	44
	альфа-терпинеол (5.2.1.55)
	3
	59
	
	
	93
	
	121
	
	
	

	
	44
	линалилацетат (5.2.1.42)
	
	
	
	80
	93
	
	121
	
	
	

	
	44
	фолион (Folione®) (5.2.1.47)
	
	
	66
	
	
	95
	
	123
	
	

	7,1
	44
	нераль (5.2.1.18.1)
	3
	69
	
	
	94
	109
	
	
	
	

	
	44
	1,4-дибромбензол - ISA8 (5.3.1)
	
	
	
	
	
	
	234
	236 238
	
	

	
	44
	гераниаль (5.2.1.18.2)
	
	
	83
	84
	
	
	152
	
	
	

	8,3
	50
	анетол (5.2.1.6)
	3.7
	
	117
	
	147
	148
	
	
	
	

	
	50
	ДМБКА (5.2.1.25)
	
	91
	117
	132
	
	
	
	
	
	

	9,2
	50
	геранилацетат (5.2.1.32)
	3.1
	68
	93
	
	
	
	136
	
	
	

	
	50
	циннамальдегид (5.2.1.16)
	
	
	
	103
	131
	132
	
	
	
	

	10,0
	44
	изомеры эбанола (5.2.1.26)
	3
	
	
	
	108
	
	149
	164
	
	

	
	44
	коричный спирт (5.2.1.17)
	
	78
	92
	
	
	115
	
	
	
	

	
	44
	эвгенол (5.2.1.27)
	
	
	
	103
	
	
	149
	164
	
	

	11,2
	50
	мажантол (Majantol®) (5.2.1.44)
	3.1
	91
	105
	106
	
	
	
	
	
	

	
	50
	изоэвгенол (5.2.1.37)
	
	
	
	
	131
	149
	164
	
	
	

	14,3
	50
	лилиаль (Lilial®) (5.2.1.39)
	3.1
	
	
	
	147
	189
	204
	
	
	

	
	50
	кумарин (5.2.1.20)
	
	89
	118
	146
	
	
	
	
	
	

	17
	50
	ISO E® Super – бета-изомер (5.2.1.36B)
	5.8
	109
	121
	191
	
	
	
	
	
	

	
	50
	ISO E® Super – альфа-изомер (5.2.1.36A)
	
	109
	121
	191
	
	
	
	
	
	

	18,3
	50
	ISO E® Super – гамма-изомер (5.2.1.36C)
	3.1
	
	135
	150
	191
	
	
	
	
	

	
	50
	альфа-амилциннамальдегид
(5.2.1.4)
	
	129
	
	
	
	201
	202
	
	
	

	19,4
	50
	ацетилизоэвгенол (5.2.1.2)
	3.1
	
	
	
	131
	149
	164
	
	
	

	
	50
	санталол (5.2.1.52)
	
	93
	94
	122
	
	
	
	
	
	

	20,4
	50
	3-пропилиденфталид – минорный изомер (5.2.1.50)
	3.1
	104
	159
	
	174
	
	
	
	
	

	
	50
	альфа-ацетилцедрен (5.2.1.1)
	
	
	
	161
	
	231
	246
	
	
	

	23
	50
	галаксолид (5.2.1.30)
	3.1
	
	
	
	213
	243
	258
	
	
	

	
	50
	гексадеканолактон (5.2.1.33)
	
	83
	97
	111
	
	
	
	
	
	

	27
	50
	4,4'-дибромбифенил-ISB (5.3.2)
	4.5
	
	
	
	312
	310
	314
	
	
	

	
	50
	склареол (5.2.1.53)
	
	95
	109
	177
	
	
	
	
	
	


Таблица D.4 – Примеры временных окон для методики SIM2 при использовании колонки с неподвижной фазой 
              (50 % полидиметилсилоксана и 50 % фенилметилполисилоксана), указаных в таблице C.1 
(Характеристики колонки и режим функционирования термостата см. в 6.3, таблица 1)

	МЕТОДИКА: 50 % полидиметилсилоксана и 50 % фенилметилполисилоксана – SIM1
	ЗАРЕГИСТРИРОВАННЫЕ ИОНЫ

	Время начала, мс
	Выдержка, мс
	Название соединения
	цикл/с
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	3,2
	50
	альфа-терпинен (5.2.1.54)
	3.1
	
	
	79
	
	121
	136
	
	
	

	
	50
	лимонен (5.2.1.40)
	
	67
	68
	
	93
	
	
	
	
	

	4
	50
	терпинолен (5.2.1.56)
	3.1
	
	
	93
	121
	136
	
	
	
	

	
	50
	линалоол (5.2.1.41)
	
	71
	80
	93
	
	
	
	
	
	

	5,1
	44
	бета-терпинеол (3.2.55B и C)
	3
	
	71
	
	93
	
	
	136
	
	

	
	44
	ментол (5.2.1.45)
	
	
	71
	81
	
	95
	
	
	
	

	
	44
	камфора (5.2.1.13)
	
	
	
	81
	
	95
	108
	
	
	

	
	44
	цитронеллол (5.2.1.19)
	
	69
	
	81
	95
	
	
	
	
	

	6,8
	44
	гераниол (5.2.1.31)
	3
	69
	93
	
	
	123
	
	
	
	

	
	44
	метилсалицилат (5.2.1.46)
	
	
	
	120
	121
	
	152
	
	
	

	
	44
	1,4-дибромбензол - ISA (5.3.1)
	
	
	
	
	
	
	234
	236 238
	
	

	7,6
	50
	карвон (5.2.1.14)
	3.1
	54
	
	
	82
	
	108
	
	
	

	
	50
	гидроксицитронеллаль (5.2.1.35)
	
	
	59
	71
	
	95
	
	
	
	

	9
	50
	бета-кариофиллен (5.2.1.15)
	3.1
	
	91
	93
	
	133
	
	
	
	

	
	50
	дельта-дамаскон (5.2.1.24)
	
	69
	
	
	123
	
	192
	
	
	

	9,9
	38
	анисовый спирт (5.2.1.7)
	3
	
	109
	137
	
	138
	
	
	
	

	
	38
	альфа-дамаскон (5.2.1.22)

бета-дамаскон (5.2.1.23)
	
	123
	
	
	177
	
	
	
	192
	

	
	38
	бета-дамасценон (5.2.1.21)
	
	69
	
	
	
	
	175
	190
	
	

	11,3
	50
50
	альфа-изометилионон (5.2.1.38)

ванилин (5.21.57)
	3.1
	81
	135
	150
	151
	152
	206
	
	
	

	15
	50
50
	амилсалицилат (5.2.1.3)

эвгенилацетат (5.2.1.28)
	3.1
	120
	131
	138
	149
	164
	208
	
	
	

	17,3
	38
	санталол (5.2.1.52)
	3
	
	
	93
	94
	
	122
	
	
	

	
	38
	фарнезол (5.2.1.29)
	
	69
	81
	93
	
	
	
	
	
	

	
	38
	3-пропилиденфталид – основной изомер (5.2.1.50)
	
	
	
	
	
	104
	
	159
	174
	

	19,5
	50
	лираль (Lyral®) (5.2.1.43)
	3.1
	
	
	136
	177
	192
	
	
	
	

	
	50
	альфа-амилкоричный спирт
(5.2.1.5)
	
	115
	133
	
	
	
	204
	
	
	

	20,5
	50
	альфа-гексилциннамальдегид, или (жасмональ(Jasmonal®)) (5.2.1.34)
	5.8
	129
	215
	216
	
	
	
	
	
	

	23,5
	50
	бензилбензоат (5.2.1.10)
	3.1
	
	
	105
	194
	212
	
	
	
	

	
	50
	бензилсалицилат (5.2.1.12)
	
	65
	91
	
	
	
	228
	
	
	

	27
	50
	4,4'-дибромбифенил-ISB (5.3.2)
	3.1
	
	
	
	312
	310
	314
	
	
	

	
	50
	бензилциннамат (5.2.1.11)
	
	131
	192
	193
	
	
	
	
	
	


Приложение E
(справочное)
Примеры хроматограмм
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Рисунок E.1 – Пример хроматограммы, полученной на колонке HP1-MS
(Характеристики колонки и режим функционирования термостата см. в 6.3, таблица 1)
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Рисунок E.2 – Пример хроматограммы, полученной на колонке HP1-MS
(Характеристики колонки и режим функционирования термостата см. в 6.3, таблица 1)
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Рисунок E.3 – Пример хроматограммы, полученной на колонке OV17

(Характеристики колонки и режим функционирования термостата см. в 6.3, таблица 1)
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Рисунок E.4 – Пример хроматограммы, полученной на колонке OV17

(Характеристики колонки и режим функционирования термостата см. в 6.3, таблица 1)

Приложение F
(обязательное)
Дерево принятия решений для количественного определения потенциальных аллергенов
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Рисунок F.1 – Дерево принятия решений

Приложение G
(справочное)
Приготовление исходных растворов эталонных веществв
G.1 Общие положения
G.2 Чистота эталонных веществ
Степень чистоты каждого эталонного вещества и внутреннего стандарта, а также соответствующее процентное содержание геометрических изомеров определяют посредством ГХ-ПИД. Соответствующая методика исследования степени чистоты подробно изложена в Приложении A. Определение степени чистоты можно не выполнять, если оператор использует эталонные вещества или исходные растворы, степень чистоты которых подтверждена.

К веществам, о которых известно, что они могут быть представлены в нескольких изомерных формах, относятся:

· альфа-ацетилцедрен / вертофикс (Vertofix®), основной изомер (5.2.1.1);

· альфа-амилциннамальдегид / флозаль (Flosal®) (5.2.1.4);

· альфа-амилкоричный спирт (5.2.1.5);

· анетол (5.2.1.6);

· бензилциннамат (5.2.1.11);

· циннамальдегид (5.2.1.16);

· коричный спирт (5.2.1.17);

· цитраль (5.2.1.18);

· альфа-дамаскон (5.2.1.22);

· дельта-дамаскон (5.2.1.24);

· эбанол (5.2.1.26);

· фарнезол (5.2.1.29);

· галаксолид (гексаметилинданопиран) (5.2.1.30);

· альфа-гексилциннамальдегид / жасмональ (Jasmonal®) (5.2.1.34);

· тетраметилацетилоктагидронафталин / ISO E® Super (5.2.1.36);

· изоэвгенол (5.2.1.37);

· альфа-изометилионон (5.2.1.38);

· гидроксиизогексил-3-циклогексенкарбоксальдегид / лираль (Lyral®) (5.2.1.43);

· 3-пропилиденфталид (5.2.1.50);

· санталол (5.2.1.52);

· терпинеол (5.2.1.55).

При определении массы аналитических стандартов принимают во внимание степень их чистоты.

Для большинства смесей потенциальных аллергенов количественное определение осуществляется, исходя из количества основного изомера, содержащегося в эталонном веществе, в связи с чем степень чистоты основного изомера в смеси используется для определения количества взвешиваемого эталонного вещества.
Для бинарных смесей (цитраль (5.2.1.18), эбанол (5.2.1.26), галаксолид / гексаметилинданопиран (5.2.1.30), лираль (Lyral®) (5.2.1.43), 3-пропилиденфталид (5.2.1.50) и санталол (5.2.1.52)), рекомендуется удваивать значения концентрации веществ, приведенные ниже, чтобы их площади пиков были соразмерны площадям пиков однопиковых определяемых веществ. Для альфа-ацетилцедрена (5.2.1.1.), фарнезола (5.2.1.29), ISO E® Super (5.2.1.36) и альфа-изометилионона (5.2.1.38) применяют аналогичный подход.

G.3 Исходные растворы

G.3.1 Отдельные исходные растворы аллергенов (10 г/кг)

G.3.1.1 Взвешивание

Взвешивание всех эталонных веществ и внутренних стандартов выполняют на калиброванных аналитических весах с дискретностью отсчета 0,0001 г. Для приготовления стандартных растворов, их разбавления используют обычную лабораторную посуду и оборудование.

Перед взвешиванием жидких эталонных веществ их подвергают гомогенизации при помощи прибора для встряхивания/перемешивания. Особое внимание уделяют веществам с температурой плавления ниже 35 °C, таким как:

· анетол (5.2.1.6);

· анисовый спирт (5.2.1.7);

· гексадеканолактон/дигидроамбреттолид (5.2.1.33);

· ментол (5.2.1.45. Примечание – Может добавляться как твердое вещество в зависимости от его степени чистоты);

· амилсалицилат (5.2.1.3);

· коричный спирт (5.2.1.17);

· бензилциннамат (5.2.1.11);

С перечисленными веществами следует обращаться как с жидкостями – для этого их вначале осторожно нагревают на водяной бане либо они могут быть добавлены непосредственно как твердые вещества при условии, что они действительно находятся в твердом состоянии.

Важно понимать, что количество взвешиваемых аллергенов, приведенных в таблицах ниже, могут изменяться. Это может быть связано с внесением корректирующих поправок на известную степень чистоты или процентный состав изомеров конкретного вещества. Иногда одни и те же аллергены могут иметь различающуюся степень чистоты. В этой ситуации при приготовлении градуировочных смесей непосредственно на месте выполнения анализа специалист, выполняющий анализ, обязан гарантировать использование соответствующих количеств всех веществ с учетом установленной их степени чистоты.

Значение массы навески каждого аллергена регистрируют с максимальной точностью, обеспечиваемой весами, хотя не исключена вероятность, что масса конечного раствора, достигающая значений 1 кг или более, может оказаться за пределами рабочего диапазона аналитических весов. В этом  случае допускается использование менее точных весов, что должно быть отражено в отчете об испытаниях.

G.3.1.2 Приготовление растворов

Приготавливают два раствора, G1 и G2, используя метилпивалат требуемой степени чистоты 
в качестве растворителя. Взвешивание каждого аллергена рекомендуется выполнять в чистой и сухой лодочке соответствующих размеров. Полученную навеску переносят во взвешенную мерную колбу, ополаскивая для этого лодочку небольшим количеством метилпивалата. Дождавшись испарения остатков растворителя из использованной лодочки, ее взвешивают повторно, чтобы убедиться, что навеска аллергена была полностью перемещена в колбу. На завершающей стадии доливают метилпивалат до получения массы раствора, равной 1 кг. Следует принять к сведению, что конечный объем каждого раствора при этом составит приблизительно 1143 мл (0,875 г/мл).

Приготавливают отдельно растворы A1 и A2, взвешивая количество каждого вещества, указанное в таблицах G.1 и G.2, помещая его в соответствующий сосуд и добавляя растворитель, доводят конечную массу раствора до значения 1 кг.

Примечание – Данные растворы могут быть приготовлены путем взвешивания в колбе точно миллиграмм эквивалента каждого соединения и доводят общую массу раствора до 10 г метилпивалатом. (например, 100 мг геранилацетата разбавляют до 10 г метилпивалатом). Могут применяться различные подходы к выбору значений массы используемых веществ при условии, что их конечная концентрация в растворах соответствует данным градуировочной таблицы, применяемой методики.

Таблица G.1 – Требуемые значения массы аллергенов для приготовления раствора A1

	Отдельные исходные вещества для раствора A1
	Требуемая масса, г

	5.2.1.5
	альфа-амилкоричный спирт
	CAS № 101–85–9
	10

	5.2.1.6
	анетол
	CAS № 4180–23–8, 104–46–1
	10

	5.2.1.7
	анисовый спирт
	CAS № 105–13–5
	10

	5.2.1.9
	бензиловый спирт
	CAS № 100–51–6
	10

	5.2.1.15
	бета-кариофиллен
	CAS № 87–44–5
	10

	5.2.1.17
	коричный спирт
	CAS № 104–54–1, 4407–36–7
	10

	5.2.1.19
	цитронеллол
	CAS № 106–22–9, 1117–61–9, 7540–51–4
	10

	5.2.1.26
	эбанол
	CAS № 67801–20–1
	20

	5.2.1.27
	эвгенол
	CAS № 97–53–0
	10

	5.2.1.29
	фарнезол
	CAS № 4602–84–0, 3790–71–4
	20

	5.2.1.31
	гераниол
	CAS № 106–24–1
	10

	5.2.1.37
	изоэвгенол
	CAS № 97–54–1
	10

	5.2.1.40
	лимонен
	CAS № 5989–27–5
	10

	5.2.1.41
	линалоол
	CAS № 78–70–6
	10

	5.2.1.44
	триметил-бензолпропанол (мажантол (Majantol®)
	CAS № 103694–68–4
	10

	5.2.1.45
	ментол
	CAS № 1490–04–6, 89–78–1, 2216–51–5
	10

	5.2.1.48
	альфа-пинен
	CAS № 80–56–8
	10

	5.2.1.49
	бета-пинен
	CAS № 127–91–3
	10

	5.2.1.52
	санталол
	CAS № 11031–45–1
	20

	5.2.1.53
	склареол
	CAS № 515–03–7
	10

	5.2.1.54
	альфа-терпинен
	CAS № 99–86–5
	10

	5.2.1.55
	терпинеол
	CAS № 98–55–5, 586–81–2
	10


Таблица G.2 – Требуемые значения массы аллергенов для приготовления раствора A2

	Отдельные исходные вещества для раствора A2
	Требуемая масса (г)

	5.2.1.1
	альфа-ацетилцедрен (Vertofix®, 
основной изомер)
	CAS № 32388–55–9
	20

	5.2.1.2
	ацетилизоэвгенол / изоэвгенилацетат
	CAS № 93–29–8
	10

	5.2.1.3
	амилсалицилат (n-амилсалицилат)
	CAS № 2050–08–0
	10

	5.2.1.4
	альфа-амилциннамальдегид (флозаль (Flosal®)),
	CAS № 122–40–7
	10

	5.2.1.8
	бензальдегид
	CAS № 100–52–7
	10

	5.2.1.10
	бензилбензоат
	CAS № 120–51–4
	10

	5.2.1.11
	бензилциннамат
	CAS № 103–41–3;
	10

	5.2.1.12
	бензилсалицилат
	CAS № 118–58–1
	10

	5.2.1.13
	камфора
	CAS № 76–22–2, 464–49–3
	10

	5.2.1.14
	карвон
	CAS № 99–49–0, 6485–40–1, 
2244–16–8
	10

	5.2.1.16
	циннамальдегид
	CAS № 104–55–2, 1431–10–9
	10

	5.2.1.18
	цитраль
	CAS № 5392–40–5, изомеры: 
CAS № 106–26–3, CAS № 141–27–5
	20

	5.2.1.20
	кумарин
	CAS № 91–64–5
	10

	5.2.1.21
	бета-дамасценон (розовый кетон-4)
	CAS № 23696–85–7
	10

	5.2.1.22
	альфа-дамаскон
	CAS № 24720–09–0
	10

	5.2.1.23
	бета-дамаскон (E)
	CAS № 31191–93–2
	10

	5.2.1.24
	дельта-дамаскон (розовый кетон-3)
	CAS № 57378–68–4
	10

	5.2.1.25
	диметилбензилкарбинилацетат (ДМБКА)
	CAS № 151–05–3
	10

	5.2.1.28
	эвгенилацетат
	CAS № 93–28–7
	10

	5.2.1.30
	галаксолид (гексаметилинданопиран)
	CAS № 1222–05–5
	20

	5.2.1.32
	геранилацетат
	CAS № 105–87–3
	10

	5.2.1.33
	гексадеканолактон/дигидроамбреттолид
	CAS № 109–29–5
	10

	5.2.1.34
	альфа-гексилциннамальдегид (жасмональ (Jasmonal®)
	CAS № 101–86–0
	10

	5.2.1.35
	гидроксицитронеллаль
	CAS № 107–75–5
	10

	5.2.1.36
	тетраметилацетилоктагидронафталин (ISO E® Super)
	(CAS № 68155–66), 
(CAS № 54464–57–2), 
CAS № 68155–67–9, 
(CAS № 54464–59–4)
	20

	5.2.1.38
	альфа-изометилионон
	CAS № 127–51–5
	20

	5.2.1.39
	бутилфенилметилпропиональ (лилиаль(Lilial®))
	CAS № 80–54–6
	10

	5.2.1.42
	линалилацетат
	CAS № 115–95–7
	10

	5.2.1.43
	гидроксиизогексил-3-циклогексенкарбоксальдегид / (лираль (Lyral®));
	CAS № 31906–04–4
	13

	5.2.1.46
	метилсалицилат
	CAS № 119–36–8
	10

	5.2.1.47
	метил-2-октиноат (фолион (Folione®))
	CAS № 111–12–6
	10

	5.2.1.50
	3-пропилиденфталид
	CAS № 17369–59–4 
(E-изомер, CAS № 56014–72–3, и 
Z-изомер, CAS № 94704–89–9)
	12

	5.2.1.51
	салицилальдегид
	CAS № 90–02–8
	10

	5.2.1.56
	терпинолен
	CAS № 586–62–9
	10

	5.2.1.57
	ванилин
	CAS № 121–33–5
	10


Приложение H
(справочное)
Методы и подходы при выполнении градуировки
H.1 Построение градуировочной кривой

H.1.1 Общие требования

Вводят каждый из градуировочных растворов (7.3.4) в две раздельные колонки с использованием двух установленных методов SIM или SIM-SCAN. Каждый ион, указанный в таблицах C.1, C.2 и C.3 (Приложение C), может быть использован в качестве иона-определителя для каждого из аллергенных соединений, при этом два оставшихся иона выступают как характеристические ионы. Соответственно, при вводе стандартных растворов может быть получено до 3 градуировочных кривых для колонки каждого типа, что в общей сложности позволяет получить шесть различных градуировочных кривых для каждого аллергена. Если данные градуировки вызывают сомнения, например, по причине совместного элюирования общего иона, для получения приемлемых результатов может быть использован один из характеристических ионов.

В каждом случае градуировочные кривые строят путем нанесения величины отношения площадей пиков определяемых веществ и внутреннего стандарта как функции отношения их концентраций (формула (H.1)).
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где:

Ci и CIS соответственно являются концентрацией аллергена и внутреннего стандарта применительно к каждой площади пика, измеренной для иона-определителя посредством ГХ-МС.

Применяют метод квадратичной аппроксимации – модель принудительного проведения графика через точку начала координат (начало отсчета) для контроля линейной области каждой градуировочной кривой. Также в целях улучшения рабочих характеристик метода к градуировочной кривой может быть применен дополнительный массовый коэффициент, определяемый как «1/концентрация» в точке градуировки. Решение о целесообразности его использования принимает оператор хроматографического прибора.

Проверяют значения коэффициента детерминации R2 и остаточные погрешности (смещение значений теоретической и эмпирической концентрации) соответственно. Значение R2 менее 0,995 может быть обусловлено влиянием таких факторов, как загрязнение вставки инжектора, ионного источника или хроматографической колонки, либо нарушениями, имевшими место на этапе приготовления градуировочного раствора. При анализе индивидуальных значений неприемлемыми признают отклонения, выходящие за пределы ± 20 % от теоретического значения (± 30 % на самом низком уровне градуировки).

H.1.2 Асимметрия пиков и ее влияние на результаты градуировки

Линейность кривой градуировки может быть поставлена под сомнение вследствие асимметрии пиков. Для определения наличия данного явления измеряют ширину пика на уровне 5 % его высоты относительно базовой линии, опускают на базовую линию перпендикуляр из вершинной точки пика 
и вычисляют отношение значений двух полученных отрезков. Приемлемым предлагается считать результат, находящийся в интервале от 0,8 до 1,2.

H.1.3 Выбор внутреннего стандарта

Для определения внутреннего стандарта, который следует использовать для градуировки с каждым определяемым веществом, 1,4-дибромбензол (ISA) или 4,4'-дибромбифенил (ISB), ось, на которой откладывается время удерживания, разбивают на две части, вычисляя медианное значение времени удерживания (RTmedian) по формуле (H.2):
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(H.2)

где:

RTISA и RTISB – время удержавания 1,4-дибромбензола и 4,4’-дибромбифенила соответственно.

Используют 1,4-дибромбензол в качестве внутреннего стандарта для аллергенов, которые элюируются до RTmedian, а 4,4’-дибромбифенил для аллергенов, которые элюируются после RT median 
(см. таблицы C.1, C.2 и C.3 в Приложении C). В качестве иона-определителя для 1,4-дибромбензола (ISA) выбирают ион с отношением m/z, равным 236, а для 4,4'-дибромбифенила (ISB) – ион с отношением m/z, равным 312.

H.1.4 Выбор внутреннего стандарта для смеси изомеров
Если потенциальный аллерген представлен смесью изомеров, кривую градуировки для него строят по основному изомеру, за исключением следующих соединений:

· цитраля (5.2.1.18), эбанола (5.2.1.26), галаксолида (5.2.1.30), лираля (Lyral®) (5.2.1.43), 
3-пропилиденфталида (5.2.1.50) и санталола (5.2.1.52), кривые градуировки для которых строятся на основе двух изомеров, а именно, с учетом значений относительной доли содержания изомеров, взятых из сопроводительной информации к имеющимся в продаже градуировочным стандартам с подтвержденным содержанием вещества либо установленных самостоятельно в результате анализа, выполняемого с использованием ПИД для определения относительной (%) степени чистоты каждого изомера;

· фарнезола (5.2.1.29), кривую градуировки для которого следует строить на основе только 
(E, E)-изомера; в процессе количественного определения одна и та же кривая градуировки, соответствующая (E, E)-изомеру, применяется к измеренным пикам всех остальных изомеров. Следует иметь в виду, что выраженность пиков других изомеров фарнезола зависит от концентрации вещества, содержащегося в пробе, и его происхождения, таким образом, в некоторых случаях обнаружению поддается только (E, E)-изомер;

· ISO E® Super (5.2.1.36), кривая градуировки для которого строится на основе бета-изомера;

· терпинеола (терпинеолов) – несмотря на то, что преобладающим изомером, как правило, является альфа-терпинеол, требованиями законодательства предусмотрено определение содержания общего терпинеола. Для этой цели значение его концентрации суммируют со значениями концентрации других изомеров терпинеола, если они присутствуют в пробе, а именно, цис-бета терпинеола, транс-бета-терпинеола и гамма-терпинеола.

Приложение I
(справочное)
Количественное определение аллергенов
I.1 Общие положения
Для всех определяемых веществ на обеих ГХ колонках и для каждого из трех ионов определяют концентрацию аллергена на основе результатов анализа в режимах SIM, SIM-SCAN или SCAN с применением метода внутренних стандартов и с использованием градуировочных кривых для двух колонок различной полярности.

Полученные значения концентрации определяемых веществ выражают в мг/кг, с поправкой на коэффициент разбавления, который был использован на стадии подготовки.

Если определяемое вещество представляет собой смесь изомеров, в которой насчитывается более двух составляющих, для получения конечного значения выполняют количественное определение основного изомера, а затем дают оценку содержания всей совокупности изомеров с соответствующим коэффициентом запаса. Исключение составляют следующие соединения:

·  цитраль (5.2.1.18);

· эбанол (5.2.1.26);

· галаксолид (5.2.1.30);

· фарнезол (5.2.1.29);

· тетраметилацетилоктагидронафталин (ISO E® Super)

· лираль (Lyral®) (5.2.1.43);

· 3-пропилиденфталид (5.2.1.50);

· санталол (5.2.1.52);

· терпинеол (5.2.1.55).

Значение их концентрации определяют как сумму значений концентраций всех изомеров, измеренных по отдельности.

Значение концентрации отдельно взятого определяемого вещества в пробе CIx (мг/кг) вычисляют по формуле I.1):
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где:

	C0
	 – концентрация аллергена во введенной в виалу пробе (мг/кг), вычисленная исходя из анализа иона с отношением m/z = Ix (x = 1, 2 или 3) на обеих колонках;

	mDIL
	 – масса разбавленного раствора пробы (мг) (см. 9.1);

	m
	 – масса пробы (мг);




I.2 Определение значения C0
Как правило, вычисление значения C0 обеспечивается непосредственно программным обеспечением хроматографического прибора, однако это значение также можно получить, исходя из предварительных данных в зависимости от функции регрессии, выбранной для целей градуировки. В случае использования квадратичной регрессии с принудительным проведением кривой через точку начала координат формула градуировки будет иметь следующий вид:
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(I.2)

где:

	i
	 – аллерген;

	is
	 – внутренний стандарт;

	C
	 – концентрация, мг/кг;

	area
	 – площадь пика иона-определителя.


Градуировочная кривая может быть построена с использованием следующего квадратного уравнения:
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(I.3)

Для введенной пробы значение Ci равно значению C0.

Для решения приведенного уравнения, определяют значение дискриминанта Δ, по формуле (I.4)):
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(I.4)

В зависимости от знака, которое принимает значение Δ, уравнение может иметь несколько корней, расчет которых осуществляется в соответствии с таблицей I.1.

Таблица I.1 – Интерпретация значения ∆ для определения значения C0
	Δ
	Корни уравнения

	> 0
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Полученный результат используют для вычисления значения C0 по следующей формуле:

C0 = R × CIS










(I.5)

где:

	C0
	 – концентрация определяемого вещества во введенной пробе, мг/кг;

	CIS
	 – концентрация внутреннего стандарта во введенной пробе, мг/кг;

	R
	 – единственный корень квадратного уравнения при Δ = 0 и положительный корень при Δ > 0.


I.3 Оценка результатов количественных определений
Результаты количественных определений считают приемлемыми, если установленное значение концентрации определяемого вещества в пробе превышает 20 мг/кг.

С учетом того, что состав проб, определяемых с применением настоящего метода, предположительно отличается высокой сложностью, правильность вычисленных значений концентрации подлежит тщательной проверке. В зависимости от уровня компетентности оператора газохроматографического прибора и/или от функциональных возможностей используемого программного обеспечения для этой цели могут применяться различные методы.

Выбор значения конечной концентрации осуществляют в соответствии с деревом принятия 
решений в Приложении F.

Присутствие определяемого вещества должно подтверждаться одним из двух Q-значений 
(Q ≥ 90, см. ниже) или одной из шести пар значений отношений пиков ионов с соблюдением установленных допускаемых отклонений.

I.4 Анализ Q-значений

Q-значение вычисляют исходя из значений площади пиков 3 различных ионов, I1, I2 и I3, в соответствии с формулой I.6:
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(I.6)

где:

n – число характеристических ионов для каждого определяемого вещества,

ri –исходное отношение площади пиков; 
а ri’ – полученное отношение площади пиков.

Присутствие потенциального аллергена считается подтвержденным, если по меньшей мере одно из 2 Q-значений больше или равно 90. Если Q-значение равняется нулю, соответствующее значение концентрации сохранять не следует.

Рекомендуется определять исходное отношение площади при вводе стандартного раствора 
с концентрацией в среднем диапазоне значений градуировочной кривой.

Приложение J
(справочное)
Потенциально аллергенные вещества, выбранные в качестве целевых 
определяемых веществ. Обоснование.
Многие из аллергенов, упоминаемых в заключении SCCS, поступившем на рассмотрение Европейской комиссии, представляют собой сочетания различных изомеров одних и тех же молекул и/или сложные по составу смеси.

Во многих случаях множество составляющих может быть разделено при применении метода настоящего стандарта, в то же время существует ряд целевых определяемых веществ, процесс исследования которых остается затруднительным.

Также в заключении SCCS приведен ряд номеров CAS, указывающих на одну и ту же исходную молекулу. Эти номера обозначают различные оптически активные формы «плоских» родительских структур. В рамках метода настоящего стандарта возможность определения оптически активных форм не предусмотрена, поскольку их анализ требует использования особых сочетаний газохроматографических фаз (в некоторых случаях весьма специфических) для того, чтобы обеспечить надлежащее качество разделения.

Соответственно, в настоящем стандарте рассматриваются только рацемические формы таких определяемых веществ, и оптические изомеры не могут являться самостоятельными объектами исследования.

Для обеспечения возможности выбора конкретных определяемых веществ и номеров CAS, включенных в область применения настоящего стандарта, см. таблицу J.1 настоящего приложения.

Таблица J.1 – Аллергены, выбранные в качестве мишеней. Обоснование.

	Номер пункта
	Определяемое 
вещество
	Номер CAS, приведенный согласно заключению SCCS и предложению о внесении изменений в законодательство ЕС
	Номер CAS целевого определяемого вещества, подлежащего количественному определению в соответствии с методом настоящего стандарта
	Обоснование несоответствия номеров CAS согласно заключению SCCS и номеров CAS целевых определяемых веществ в соответствии с методом настоящего стандарта

	5.2.1.1
	альфа-ацетилцедрен (Vertofix®, основной изомер)
	CAS № 32388–55–9
	CAS № 32388–55–9
	Определению по методу настоящего стандарта подлежит только основной изомер 
(CAS № 32388–55–9)

	5.2.1.2.
	ацетилизоэвгенол/ изоэвгенилацетат
	CAS № 93–29–8
	CAS № 93–29–8
	

	5.2.1.3
	амилсалицилат (n-амилсалицилат)
	CAS № 2050–08–0
	CAS № 2050–08–0
	

	5.2.1.4
	альфа-амилциннамальдегид (флозаль (Flosal®))
	CAS № 122–40–7
	CAS № 78605–96–6
	Определению по методу настоящего стандарта подлежит только E-изомер (CAS № 78605–96–6)

	5.2.1.5
	альфа-амилкоричный спирт
	CAS № 101–85–9
	CAS № 184900–07–0
	Определению по методу настоящего стандарта подлежит только Е-изомер (CAS № 184900–07–0)

	5.2.1.6
	анетол
	CAS № 4180–23–8
	CAS № 4180–23–8
	Определению по методу настоящего стандарта подлежит только Е-изомер (CAS №  4180–23–8)

	5.2.1.7
	анисовый спирт
	CAS № 105–13–5
	CAS № 105–13–5
	Определению по методу настоящего стандарта подлежит только пара-(4-метокси)-изомер

	5.2.1.8
	бензальдегид
	CAS № 100–52–7
	CAS № 100–52–7
	

	5.2.1.9
	бензиловый спирт
	CAS № 100–51–6
	CAS № 100–51–6
	

	5.2.1.10
	бензилбензоат
	CAS № 120–51–4
	CAS № 120–51–4
	

	5.2.1.11
	бензилциннамат
	CAS № 103–41–3
	CAS № 103–41–3
	Определению по методу настоящего стандарта подлежит только Е-изомер (CAS № 103–41–3)

	5.2.1.12
	бензилсалицилат
	CAS № 118–58–1
	CAS № 118–58–1
	

	5.2.1.13
	камфора
	CAS № 76–22–2, CAS № 464–49–3
	CAS № 76–22–2
	CAS № 464–49–3 относится к оптическому (d-) изомеру камфоры, не подлежит селективному анализу по методу настоящего стандарта. Количественному определению подлежит только рацемическая форма 
(CAS № 76–22–2)

	5.2.1.14
	карвон
	CAS № 99–49–0,
 CAS № 6485–40–1, CAS № 2244–16–8
	CAS № 99–49–0
	CAS № 6485–40–1 и CAS № 2244–16–8 
относятся к оптическим 
(l-) и (d-) изомерам карвона, соответственно, не подлежат селективному анализу по методу настоящего стандарта. Количественному определению подлежит только рацемическая форма 
(CAS № 99–49– 0)

	5.2.1.15
	бета-кариофиллен
	CAS № 87–44–5
	CAS № 87–44–5
	

	5.2.1.16
	циннамальдегид
	CAS № 104–55–2
	CAS № 104–55–2
	Определению по методу настоящего стандарта подлежит только E-изомер (CAS № 104– 55–2)

	5.2.1.17
	коричный спирт
	CAS № 104–54–1
	CAS № 104–54–1
	Определению по методу настоящего стандарта подлежит только Е изомер (CAS № 104– 54–1)

	5.2.1.18
	цитраль
	CAS № 5392–40–5, изомеры: CAS № 106–26–3; CAS № 141–27–5
	CAS № 106–26–3, CAS № 141–27–5
	Цитраль (CAS № 5392–40–5) содержит два растворимых компонента: нераль (Z-изомер, CAS № 106–26–3) 
и гераниаль (E-изомер, CAS № 141–27–5).

Оба могут быть определены количественно, их концентрации суммируются для указания конечной концентрации цитраля.

	5.2.1.19
	цитронеллол
	CAS № 106–22–9, CAS № 1117–61–9, CAS № 7540–51–4
	CAS № 106–22–9
	CAS № 1117–61–9 
и CAS № 7540–51–4 соответствуют оптически активным 3R (d-) и 3S 
(l-) формам цитронеллола, которые не подвергаются селективному анализу в соответствии с методом настоящего стандарта. Количественному определению подлежит только рацемическая форма (CAS № 106–22–9)

	5.2.1.20
	кумарин
	CAS № 91–64–5
	CAS № 91–64–5
	

	5.2.1.21
	бета-дамасценон (розовый кетон-4)
	CAS № 23696–85–7
	CAS № 23696–85–7
	

	5.2.1.22
	альфа-дамаскон
	CAS № 24720–09–0
	CAS № 57549–92–5
	Определению по методу настоящего стандарта подлежит только E-изомер (CAS № 57549– 92–5)

	5.2.1.23
	бета-дамаскон (E)
	CAS № 31191–93–2
	CAS № 31191–93–2
	

	5.2.1.24
	дельта-дамаскон (розовый кетон-3)
	CAS № 57378–68–4
	CAS № 71048–82–3
	Определению по методу настоящего стандарта подлежит только основной изомер – транс-транс-дельта-дамаскон

	5.2.1.25
	диметилбензилкарбинилацетат (ДМБКА)
	CAS № 151–05–3
	CAS № 151–05–3
	

	5.2.1.26
	эбанол
	CAS № 67801–20–1
	CAS № 67801–20–1
	Согласно методу настоящего стандарта определены могут быть два компонента 
(эбанол 1, эбанол 2), включающие в себя многочисленные неразделяемые пары диастерео-изомеров. Номера CAS, которые могли бы соответствующим образом обозначить данные изомеры, отсутствуют. Сумма концентраций этих двух изомеров используется для указания конечной концентрации эбанола.

	5.2.1.27
	эвгенол
	CAS № 97–53–0
	CAS № 97–53–0
	

	5.2.1.28
	эвгенилацетат
	CAS № 93–28–7
	CAS № 93–28–7
	

	5.2.1.29
	фaрнезол a
	CAS № 4602–84–0
	CAS № 106–28–5
	CAS № 4602–84–0
относится к общему фарнезолу. Он содержит четыре изомера, главный из которых E,E- фарнезол (CAS № 106–28–5)

используется как градуировочный стандарт для остальных присутствущих изомерова

	5.2.1.30
	галаксолид (гексаметилинданопиран)
	CAS № 1222–05–5
	CAS № 1222–05–5
	Определению в методе настоящего стандарта подлежат только два основных изомера галаксолида (галаксолид 1 и галаксолид 2), преобладающие количественно.

	5.2.1.31
	гераниол
	CAS № 106–24–1
	CAS № 106–24–1
	

	5.2.1.32
	геранилацетат
	CAS № 105–87–3
	CAS № 105–87–3
	

	5.2.1.33
	гексадеканолактон / дигидроамбреттолид
	CAS № 109–29–5
	CAS № 109–29–5
	

	5.2.1.34
	альфа-гексилциннамальдегид (жасмональ (Jasmonal®)
	CAS № 101–86–0
	CAS № 101–86–0
	Определению в методе настоящего стандарта подлежит только Е-изомер (CAS № 165184–98–5)

	5.2.1.35
	гидроксицитронеллаль
	CAS № 107–75–5
	CAS № 107–75–5
	

	5.2.1.36
	тетраметилацетил-октагидронафталин (ISO E® Super)
	CAS № 68155–66–8, CAS № 54464–57–2, CAS № 68155–67–9, CAS № 54464–59–4
	CAS № 54464–57–2, CAS № 68155–66–8, CAS № 68155–67–9
	Для получения конечной концентрации ISO E® Super количественному определению подвергаются только бета- (CAS № 54464–57–2, основной изомер), альфа- (CAS № 68155–66–8) и гамма- (CAS № 68155–67–9) изомеры соединения

	5.2.1.37
	изоэвгенол
	CAS № 97–54–1
	
	Определение выполняется только для E-изомера; минорный Z-изомер присутствует в очень малых количествах. Если Z-изомер обнаруживается при проведении анализа, это означает, что концентрация E-изомера является достаточно высокой для указания изоэвгенола в маркировке продукции без учета количества Z-изомера при записи общего содержания соединения

	5.2.1.38
	альфа-изометилионон
	CAS № 127–51–5
	CAS № 127–51–5
	Определение выполняется только для данного конкретного изомера

	5.2.1.39
	бутилфенилметил-пропиональ (лилиаль(Lilial®))
	CAS № 80–54–6
	CAS № 80–54–6
	

	5.2.1.40
	лимонен
	CAS № 5989–27–5
	CAS № 138–86–3
	CAS № 5989–27–5 относится к d-форме лимонена, разделение которой с его l-формой не представляется возможным при применении метода настоящего стандарта. Соответственно количественному определению подлежит только их рацемическая смесь 
(CAS № 138–86–3)

	5.2.1.41
	линалоол
	CAS № 78–70–6
	CAS № 78–70–6
	

	5.2.1.42
	линалилацетат
	CAS № 115–95–7
	CAS № 115–95–7
	

	5.2.1.43
	гидроксиизогексил-3-циклогексенкарбоксальдегид / (лираль 
(Lyral®))
	CAS № 31906–04–4
	CAS № 31906–04–4, CAS № 51414–25–6
	Приведенный номер CAS относится к основному изомеру данного соединения (лираль (Lyral®) (основной)), определяемому по методу настоящего стандарта.
Еще один изомер (лираль (Lyral®) (минорный), CAS № 51414–25–6) также рассматривается в методе в качестве целевого определяемого вещества. При очень низких значениях концентрации основного изомера лираля минорный изомер может оставаться необнаруженным в результате анализа.

	5.2.1.44
	триметил-бензолпропанол 
(мажантол (Majantol®)
	CAS № 103694–68–4
	CAS № 103694–68–4
	

	5.2.1.45
	ментол
	CAS № 1490–04–6,

CAS № 89–78–1/

2216–51–5
	CAS № 89–78–1
	CAS № 1490– 04–6 
и CAS № 2216– 51–5 относятся к оптическим изомерам ментола. Разделение таких изомеров не представляется возможным при применении метода настоящей стандарта, таким образом, количественному определению подлежит только рацемическая форма (CAS № 89–78– 1)

	5.2.1.46
	метилсалицилат
	CAS № 119–36–8
	CAS № 119–36–8
	

	5.2.1.47
	метил-2-октионат 
(фолион (Folione®))
	CAS № 111–12–6
	CAS № 111–12–6
	Другое название: метилгептанкарбонат

	5.2.1.48
	альфа-пинен
	CAS № 80–56–8
	CAS № 80–56–8
	

	5.2.1.49
	бета-пинен
	CAS № 127–91–3
	CAS № 127–91–3
	

	5.2.1.50
	3-пропилиденфталид
	CAS № 17369–59–4

E-изомер:  CAS № 56014–72–3

Z-изомер: CAS № 94704–89–9
	E-изомер: CAS № 56014–72–3

Z -изомер:

CAS №  94704–89–9
	Возможно раздельное определение E- и Z-изомеров; оба этих изомера в методе настоящего стандарта указываются в документации как «основной» и «минорный» изомеры соответственно.

	5.2.1.51
	салицилальдегид
	CAS № 90–02–8
	CAS № 90–02–8
	

	5.2.1.52
	санталол
	CAS № 11031–45–1
	CAS № 115–71–9, 

CAS № 77–42–9
	Методом настоящего стандарта предусмотрено количественное определение двух компонентов (альфа-санталола – CAS № [115–71– 9] и бета-санталола – CAS № [77–42–9]). Номер CAS№ [11031–45–1] относится к неразделенному санталолу

	5.2.1.53
	склареол
	CAS № 515–03–7
	CAS № 515–03–7
	

	5.2.1.54
	альфа-терпинен
	CAS № 99–86–5
	CAS № 99–86–5
	

	5.2.1.55
	терпинеол b
	CAS № 98–55–5
	CAS № 98–55–5
	Номер CAS соответствует альфа-терпинеолу, являющемуся главным изомером и подлежащему количественному определению в соответствии с  методом настоящего стандарта b

	5.2.1.56
	Терпинолен
	CAS № 586–62–9
	CAS № 586–62–9
	

	5.2.1.57
	Ванилин
	CAS № 121–33–5
	CAS № 121–33–5
	

	a В градуировочной смеси представлены все четыре изомера фарнезола, наличие которых следует учитывать, устанавливая значения времени удерживания, ширины временных окон для режима SIM и т.п. Тем не менее, 
в зависимости от количества исследуемого вещества, содержащегося в пробе, не все эти изомеры поддаются обнаружению при применении метода настоящего стандарта, из-за чего правильность результатов градуировки для низких значений концентрации может вызывать сомнения. Соответственно, при выполнении анализа изомеров 
фарнезола рекомендуется использовать одну и ту же градуировочную кривую, полученную для E, E-фарнезола (CAS № 106–28–5), применяя ее ко всем имеющимся компонентам для определения общего значения 
концентрации.

b Содержание альфа-терпинеола определяют и градуировочную кривую, построенную для данной составляющей, используют при определении содержания других изомеров терпинеола (цис-бета-терпинеола, 
транс-бета-терпинеола и гамма-терпинеола). Значения концентрации этих дополнительных изомеров, если они были обнаружены в процессе анализа, суммируют с соответствующим значением концентрации 
альфа-терпинеола для получения общей концентрации терпинеола в пробе.


Приложение K
(справочное)
Другая общая информация
В случае регистрации в одном и том же интервале времени удерживания общего для разных веществ иона, из-за чего разделение компонентов оказывается неполным, регулировка скорости потока в колонке может помочь улучшить параметры разделения. Специалисты, выполняющие анализ, должны быть осведомлены о том, что, по имеющимся данным, подобная ситуация характерна для альфа- и бета-дамаскона.

Использование иных альтернативных колонок, отличных от описанных в установленной процедуре, требует от пользователя проведения всеобъемлющей оценки влияния таких колонок на качество разделения пиков до их использования. Пользователь должен добиваться приемлемого разделения пиков всех целевых соединений при отсутствии интерференции детектируемых ионов, используемых для количественного определения в режиме SIM.

Примечание – Было также установлено, что для некоторых определяемых веществ могут наблюдаться отклонения от формы градуировочной кривой в области высоких значений концентрации. Данное явление может быть объяснено «асимметрией пиков», проявляющейся при этих концентрациях. Рекомендуемое предельное отклонение пиков от  симметричности находятся в пределах 0,8 – 1,2 (см. Приложение H, H.1.1)

При эксплуатации масс-спектрометра необходимо соблюдать указания изготовителя прибора и требования установившейся практики в области масс-спектрометрии.

Максимальное число регистрируемых ионов, приходящееся на используемое временное окно SIM, определяется пользователем в зависимости от характеристик доступного ему масс-спектрометрического оборудования. В расчет должны приниматься как срок службы самой системы, так и рекомендованные пределы, установленные ее изготовителем. Превышение рекомендованного числа ионов в границах временного окна ухудшает рабочие характеристики метода и приводит к получению недостоверных результатов.

Применение метода в режимах SIM-SCAN активируется выбором соответствующего комбинированного режима в настройках программного обеспечения масс-спектрометра с указанием сведений о детектируемых ионах для режима SIM и ширине временного окна SIM. Современные версии программного обеспечения для масс-спектрометрического оборудования позволяют специалисту, выполняющему анализ, самостоятельно регулировать относительную продолжительность времени, в течение которого оборудование осуществляет сбор информации, соответствующей режиму SIM или SCAN. В целях корректного интегрирования данных рекомендуется следить за тем, чтобы количество точек регистрации данных было достаточным для изображения в полном объеме регистрируемых пиков ионов.
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