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Замінну амінокислоту пролін часто називають «амінокислотою краси», оскільки вона є основним компонентом для синтезу колагену в нашому тілі. Хоча значна його кількість міститься в продуктах тваринного походження, пролін є домінуючою амінокислотою меду (до 50-80% від загального вмісту амінокислот). Кількісний вміст проліну у меді є одним із ключових індикаторів натуральності та зрілості продукту. Зокрема, концентрація проліну слугує «паспортом» різних сортів, оскільки кожен вид меду має свій еталонний показник. Отримані результати аналізу порівнюють з вимогами державних стандартів для оцінки якості речовини та виключення фальсифікації продукту. Згідно ДСТУ 4497:2005 “Мед натуральний. Технічні умови”, мед першого і вищого сорту повинен містити не менше 300 мг/кг проліну.

Стандартна методика визначення вмісту проліну в медах базується на реакції з нінгідрином у кислому середовищі та подальше утворення комплексу червоно-оранжевого забарвлення. В Україні вона прописана у ДСТУ 4497:2005 «Мед натуральний. Технічні умови» та є обов’язковою для сертифікації продукту. Цікаво, що даний нормативний документ не містить ніякої інформації щодо робочих характеристик методики. Згідно вимог та принципів ДСТУ ISO/IEC 17025:2019, методики без відомих робочих характеристик підлягають обов’язковій валідації перед впровадженням їх у рутинну роботу лабораторії.

Сучасний підхід до валідації методик розглядає пробовідбір як невід’ємну частину методики аналізу. Даний підхід опубліковано в нещодавній настанові Eurachem [1], він є строго рекомендованим для методик, які використовуються для оцінки відповідності продукції.

Метою даної роботи була валідація методики спектрофотометричного визначення проліну в медах, включаючи пробовідбір.

Набір валідаційних характеристик включав у себе лінійність, межу виявлення, межу кількісного визначення, правильність, прецизійність, робастність. Встановлено, що метод забезпечує лінійний відгук до концентрації проліну 0,06 г/л, що відповідає вмісту проліну в меді близько 1200 мг/кг. Отже, лінійність методу покриває весь потенційно можливий вміст проліну в меді від дуже низького до екстремально високого, що дає можливість в рутинному аналізі використовувати просту калібрувальну модель за однією калібрувальною точкою. Межа виявлення проліну в меді становить 29 мг/кг, а межа кількісного визначення – 98 мг/кг. Правильність методики оцінювали методом «введено-знайдено». Встановлено, що ступінь повернення з матриці знаходиться в діапазоні 90-110%, що вказує на достатню правильність методики. Робастність методики оцінювали методом планування експерименту за моделлю Плакетта-Бермана. В якості досліджених факторів, які можуть впливати на результат, було розглянуто свіжість нінгідрину, час нагрівання зразків на водяній бані, температура водяної бані, концентрація мурашиної кислоти і спосіб приготування розчинника. З перелічених факторів лише температура водяної бані під час проходження реакції є значущою. Зменшення температури водяної бані на 5°С в середньому зменшує оптичну густину на третину.

Оцінку прецизійності методики проводили в комплексі з оцінкою невизначеності пробовідбору за частково збалансованим експериментом, описаним в [1]. Обробку даних проводили методом дисперсійного аналізу з використанням програмного продукту, розробленого RSC/AMC/Eurachem [2]. Встановлено, що аналітична невизначеність (прецизійність) методу, виражена як стандартне відхилення, становить 9,5 мг/кг, що відповідає відносному стандартному відхиленню 2,3% в середині робочого діапазону методики.
Отримані валідаційні характеристики методики відповідають вимогам, що висуваються до методик аналізу харчових продуктів.
Література

[1] M.H. Ramsey, P.D. Rostron, F.C. Raposo (eds.) Eurachem/EUROLAB/CITAC/Nordtest/AMC Guide: "Validation of Measurement Procedures that Include Sampling", Eurachem (2024).
[2] AMC Software.

http://www.rsc.org/Membership/Networking/InterestGroups/Analytical/AMC/Software

