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ЦР СТ ISO 20634—2016

Алгысез

1 «Kazakhstan Business Solution» жауапкершшш ineicreyni cepiKTecriri (TK 91 
«Химия» стандартгау бойынша техникалык комитеп) Э31РЛЕП ЕНГ13Д1

2 К,азак;стан Республикасы Инвестициялар жэне даму министрлтшц Техникалык 
реттеу жэне метрология комитет! Терагасыньщ 2016 жылгы 23 карашадагы № 296-од 
буйрыгымен БЕК1ТШ1П КОЛДАНЫСЦА ЕНГ13ЩД1

3 Осы стандарт ISO 20634:2015 Infant formula and adult nutritionals -  Determination 
of vitamin В 12 by reversed phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) 
(Балалардьщ тамактануына жэне ересектерге арналган коспалар. Kepi фазалы жогары 
тшмдшкп суйыктык хроматографиясы (RP-HPLC) аркылы В 12 витамин! Hi и мелшерш 
аныктау) хальщаралык стандартына сэйкес келедг

Хальщаралык стандартты АОАС INTERNATIONAL кауымдастыгымен б1рлесш 
ISO/TC 34 «Тамак ешмдерЬ) техникалык комитет! эз1рледг

Агылшын тшшен аударылган (еп).
Осы улттык стандарт халыкаралык стандарттьщ ресми нускасы неггзшде эз1рленд1 

жэне осында бершген с!лтемелер Нормативах техникалык кужаттардьщ б1рыцгай 
мемлекетпк корында бар.

Ресми нуска дегешм1з мемлекеттщ жэне орыс тшдершдеп мэтш болып табылады
Сэйкеспк децгеш -  б1рдей (ШТ).

4 Осы стандартта К,азакстан Республикасыньщ «Техникалык реттеу туралы» 
2004 жылгы 9 карашадагы № 603-II, «К,азакстан Республикасындагы тшдер туралы» 1997 
жылгы 11 иплдедеп № 151 Зандарыньщ нормалары icxe асырылды

6 АЛГАШ РЕТ ЕНГ13ШД1

Осы стандартца енгпиген взгерттер туралы ацпарат «Стандарттау бойынша 
нормативтт ц\ жаттар» сштемеЫнде, ал взгерт мэтш «Мемлекеттт стандарттар» 
ай сайынгы ацпарат тык сштемеЫнде жарияланады. Осы стандарт цайта царалган 
(жойылган) немесе ауыстырылган жагдайда muicmi ацпарат «Мемлекеттт 
стандарттар» ацпараттыц сштемеЫнде жарияланады.

Осы стандарт Казахстан Республикасы Инвестициялар жэне даму министрлш 
Техникалык реттеу жэне метрология комитетшщ руксатынсыз ресми басылым ретшде 
Казакстан Республикасы аумагында тольщтай немесе белшектел1п басылып шыгарыла, 
кебейтше жэне таратыла алмайды

5 Б1Р1НШ1 ТЕКСЕРУ МЕРЗНУЛ 
ТЕКСЕРУДЩ KI 3I I I I I I I I I
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к;а за к ;с т а н  р е с п у б л и к а с ы н ы ц  а л т т ь щ  с т а н д а р т ы

Балалар тагамына жэне ересектерге арналган коспалар

KEPI ФАЗАЛЫ ЖОГАРЫ ТИ1МД1Л1КТ1 СУЙЫКТЫК ХРОМАТОГРАФИЯСЫ 
(RP-HPLC) АРЦЫЛЫ В12 ДЭРУМЕН1НЩ М0ЛШЕР1Н а н ь щ т а у

Енпзшген куш 2018-01-01

1 Колданылу саласы

Осы стандарт шик1 пальма майыньщ тусаздену керсетюипнш нашарлауын (DOBI) 
жэне шию немесе тусазденген пальма майындаты жэне спектрдш ультракулпн жэне 
кезге кершетш саласында спектрфотометрлш сараптама жолымен оньщ екшемшдегз 
каротин мелшерш аньщтау эд1сш белгшейдт

Осы стандартты дэлдщтщ белпленген нормасын ecKepin накты мшдеттер yuiiH 
ГОСТ 8.010 сэйкес жумыс процедурасын жасау уш1н нускаулык реттнде колданута болады.

2 Терминдер мен аныктамалар

Осы стандартта тшсп аньщтамалары бар мынадай терминдер колданылады:
2Л В 1 2  витамин! (vitamin В 12): Цианокобаламин жэне цианокобаламинге турленетш 

аквокобаламин, гидроксикобаламин, метилкобаламин жэне аденозилкобаламин icneTTec 
В12 витамиш биологияльщ белсендшш бар кобальттан туратын корриноидтар.

2.2 Ересектерге арналган коспа (adult nutritional): Турлещцршмеген акуызды 
косып жэне коспай, сут, соя, Kypini, сут сарысуы, гидролизденген акуыз, крахмал мен 
амин кышкылдарынын уйлес1м1нен эз1рленген б1рден-б1р к;орек кез1 бола алатын, суйык 
куйде тутынылатын, кунарлы заттары тецдест1р1лген, арнайы эз1рленген тамак ешмдер1.

2.3 Адапталган немесе жартылай адапталган бастапцы немесе соцгы сут 
коспалары (infant formula): 0м1р1шц 6ipiHmi айынан бастап тшст1 тамакгы колдану 
кушне дешн (72-1981 [1] Стандарт Кодекс! не сэйкес) тамакдануда сэбилердщ кажеттшпн 
канататтандыру ymiH арнайы дайындалган емшектеп сутбц жасанды алмастыргышы.

3 Эд1стщ мэн1

Цианокобаламин жэне кобальттан туратын корриноидтар натрий ацетат буферш (pH 
= 4,5) колдану аркылы улпден бел1п алынады, соцгысы калий цианид1н колдану аркылы 
105 °С температурада цианокобаламинге турленедг С1р1нд1лерд1 (SPE) катты фазальщ 
экстракцияга арналган С 8 жэне С18 картридждердщ кемепмен тазартады жэне 
шогырландырады жэне SEC ыгыстыргыш хроматография, ягни молекулалык електер 
хроматографиясы, жэне кайтарымды-фазальщ хроматография кемепмен беледг В12 
витамишшц мелшер1 550 нм-да кер1нет1н сезпшпп бар суйыктык хроматография 
кемепмен аньщталады.

Ресми басылым
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к;р СТ ISO 20634-2016

4 Реагенттер мен заттар

Зерттеу кезшде, егер баскасы керсетшмесе, белгш аналитикальщ тазальщ 
дэрежесшдеп реагенттерд1 жэне дистилденген немесе минералсызданган суды, немесе 
баламалы тазальщ дэрежесшдеп суды колданады.

4.1 Муз с1рке кышкылы
4.2 Ацетонитрил, HPLC дэрежест
4.3 Драйерит, десиккант, сусыз кальций сульфаты, 8 кап.
4.4 Денатурленген этанол
4.5 К^умырска кышкылы, 88 %.
4.6 Калий цианщр, 97 %.
4.7 Рибофлавин, тазальщ дэрежеа 98 %-дан бастап 102 %-га дешн.
4.8 Сусыз натрий ацетаты немесе натрий ацетатыныц тригидраты, ЕРТ.
4.9 Такадиастаза, Accurate Chemical Со.1 ещцршген немесе баламалы ешм.
4.10 Триэтиламин, HPLC дэрежеа.
4.11 Вп витамишшц бастапкы стандартты уд rid (цианокобаламин), мысалы 

Американдьщ фармакопеяныц 1152009 стандартты уд rid (шамамен 10 мкг/мг), Ресми 
топтама1-*). Кунд1зп жарьщтан коргалган эксикаторда сактау кажет.

4.12 Ертндшер мен стандартты ертндшерд1 дайындау.
4.12.1 Жалпы ережелер
Колайлыльщ унпн зертханальщ ic-тэжлрибе ережелер1 сакталган жагдайда барльщ 

ертндшердщ мелшерш улгайтады немесе азайтады. Ертндшерд1 салкындатылган 
кушнде немесе коршаган орта температурасында инертп заттармен толтырылган 
герметикальщ контейнерлерде, егер баскасы керсетшмесе, сактауга болады.

4.12.2 Ер1т1нд1лерд1 дайындау
4.12.2.1 HPLC-деп козгалмалы А фазасы. 4,0 мл триэтиламинд1 1000 мл сумей 

суйылтады. pH децгешн 5-тен 7-ге дей1н шамамен 1,25 мл шогырланган кумырска 
кышкылы кемепмен жетюзед1 (4,5). Жарамдыльщ мерз1м1: 1 апта.

4.12.2.2 HPLC-деп козгалмалы В фазасы. 4,0 мл триэтиламин мен 250 мл 
ацетонитрилд1 750 мл сумей суйылтады. pH децгешн 5-тен 7-ге дешн шамамен 1,25 мл 
шогырланган кумырска кынщылы кемепмен жеттазедг Жарамдыльщ мерз1мк тыгыздап 
жабылган контейнерде 1 апта.

4.12.2.3 HPLC-деп козгалмалы С фазасы. 4,0 мл триэтиламин мен 750 мл 
ацетонитрилд1 250 мл сумей суйылтады. pH децгешн 5-тен 7-ге дешн шамамен 1,25 мл 
шогырланган кумырска кыпщылы кемепмен жеттазедг Жарамдыльщ мерз1мг тыгыздап 
жабылган контейнерде 1 апта.

4.12.2.4 HPLC-деп козгалмалы D фазасы. 50 мл ацетонитрилд1 сумей 2000 мл-ге 
дешн суйылтады. Жарамдыльщ мерз1мг тыгыздап жабылган контейнерде 1 апта.

4.12.2.5 Ацетонитрил жэне су коспасы, мел шерл i к улеа 10 %. 150 мл ацетонитршцц 
сумей 1500 мл-ге дешн суйылтады. Жарамдыльщ мерз1мг тыгыздап жабылган 
контейнерде 1 ай.

4.12.2.6 Ацетонитрил мен су коспасы, SPE элюирлеуге арналган ерггташ, мол шерл i к 
улеа 30 %. 30 мл ацетонитршцц сумей 100 мл-ге дешн суйылтады. Жарамдыльщ мерз1мг 
тыгыздап жабылган контейнерде 1 ай.

1 ’ Сатылымда бар жарамды ешм yjirici. Осы акцарат осы стандартты пайдаланушыларга колайлы болу 
yniiH бершген жэне ISO тарапынан осы ешм макулданганын растамайды. Егер баламалы ешм дер осындай 
нэтиже 6epeTiHi керсетшсе, оларды пайдалануга болады.
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к;р СТ ISO 20634-2016
4.12.2.7 Ацетонитрил мен су коспасы, багананы тазарту жэне сактауга арналган 

ертщ ц, мелшерл1к yneci 50 %. 500 мл ацетонитршцц сумей 1000 мл-ге дешн елшеу1ш 
жумыр шыныда суйылтады.

Жарамдыльщ мерз1м1: 6 ай.
4.12.2.8 Этанол мен су коспасы, мелшерлш yneci 25 %. 50 мл этанолды сумей 200 

мл-ге дешн суйылтады. Жарамдыльщ мерз1м1: тыгыздап жабылган контейнерде 1 жыл.
4.12.2.9 Калий цианщц ер1т1нд1с1, массальщ концентрациясы р = 4 г/л. 0,02 г калий 

цианщцн натрий ацетаты буфершде e p i T i n ,  5 мл дешн натрий ацетаты буфер1мен 
суйылтады (4 караныз) зат концентрациясы с = 0,25 моль/л). Ер1т1нд1н1 тшелей колдану 
алдында дайындау кажет.

4.12.2.10 Калий цианщц ертщцсц р = 10 г/л. 0,25 г калий цианидш суда ерггед1 жэне 
сумей 25 мл-ге дешн суйылтады. Ер1т1нд1н1 т1келей колдану алдында дайындау кажет.

4.12.2.11 Натрий ацетаты буфера с = 0,25 моль/л. 41,0 г сусыз натрий ацетатын 
немесе 68,0 г натрий ацетаты тригидратын 1800 мл суда суйылтады. Шогырланган арке 
кышкылы кемепмен (шамамен 40 мл) pH децгешн 4,5с дешн жетюзедт Сумей 2000 мл-ге 
дешн суйылтады. Жарамдыльщ мерз1мк 3 ай.

4.12.2.12 Белет1н стандартты ертщ ц. влшепш кагазга шамамен 0,005 г 
рибофлавищц салып елшейд1. Оны сыйымдылыгы 100 мл елшеу1ш жумыр шыныга салып, 
10 %-дьщ ацетонитрилмен кажетт1 мелшерге дешн жетюзедт Компоненттерд1 ерНу уипн 
ертщ цш  араластырады. Ертщ цш ц тец мелшер1н жогары концентр ациялы В12 

витамишшц стандартты жумысшы ер1т1нд1с1мен араластырады. Жарамдыльщ мерз1мк 1 
апта.

4.12.2.13 Такадиастаз ертщцсц р = 60 г/л. Такадиастаздыц 0,6 г 10 мл суда ерггедг 
Ер1т1нд1н1 кундел1кт1 колдану алдында дайындау кажет.

4.12.3 Стандартты ертндшерд1 дайындау
4.12.3.1 Жалпы ережелер. Барльщ стандартты ертнд1лер экрандалган УК кундгзп 

жарьщ шамдарыныц эсер1мен дайындалады жэне тыгыздап жабылган елшеу1ш шыныда 2 
°С-ден бастап 8 °С-ге дешнп температурада сакталады.

4.12.3.2 Вп витамишшц бастапкы стандартты epiTiHflici, р = 10 000 мкг/л. 
Концентрациясы 10 000 мкг/л анальщ стандартты ертщ цш  алу уш1н Bi2 витамишшц 
стандартты ер1т1нд1с1шц тшсп мелшер1 (4.11 карацыз) мукият елшенед1. 25% этанолда 
ерИед1 жэне 25 %-дьщ этанолмен 100 мл-ге дешн суйылтады (4.12.2.8 карацыз). 
Жарамдыльщ мерз1мг 6 ай.

(1) формуланы пайдалана отырып, миллиграммен, mw елшенет1н Bi2 витамишшц 
стандартты ер1т1нд1с1шц мелшер1 есептелед1:

m w  =  10 000 х 0,1 х i (1)

мундагы 10 000 -  бастапкы стандартты ертщ цш ц кажегп шогырлануы, мкг/л;
0 ,1 - суйылтылган ер!т! нд1 мелшер1, л;
Р -стандартты ер1т1нд1 мг-ныц цианокобаламин мкг-не шаккандагы Bi2 витамишшц 
стандартты ертщ цсшщ тазальщ дэрежес1 (5.11 карацыз).

4.12.3.3 В12 витамишшц аральщ стандартты ертщ цсц р = 1000 мкг/л. Бастапкы 10 
мл стандартты ер1т1нд1ш (5.12.3.2 карацыз) сумей 100 мл дешн суйылтады. Жарамдыльщ 
мерз1мг 1 апта.

4.12.3.4 В12 витамишшц стандартты калибрлеу epiTiHflici, р 2,5 мкг/л бастап 25,0 
мкг/л дешнпге тец. Белек елшеу1ш жумыр шыныларда 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 жэне 5,0 мл 
аральщ стандартты ертндаш (4.12.3.3 карацыз) 10 %-дьщ ацетонитрилмен (4.12.2.5 
Карацыз) 200 мл-ге дешн суйылтады. Жарамдыльщ мерз1мг 1 ай.
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5 Аспаптар мен курылгылар

Стандарт™ зертханальщ шыны ыдыс пен жабдьщ, атап айтканда, мыналар:
5.1 900 мкг-нан бастап 2 000 мкг-га дешн улпш бурку мумкшдшне не автоматты 

сынама алтышпен жэне 550 нм-мен мониторинг жасай алатын вольфрам шамымен 
жаракталган ультракулпн жэне кезге кер1нет1н диапазондар детекторынан, изократикальщ 
соргыдан жэне багананы ауыстыргыш клапаннан, градиентпк соргыдан туратын HLPC 
жуйес1.

5.2 HPLC баганасы, талдамалы эксклюзионды багана:
-  белшектер елшем1 4 мкм, (250,0 х 9,4) мм (мысалы, Zorbax GF-2502 P/N 884973-

901);
-  5 мкм, (300 х 8) мм (мысалы, Shodex Protein® KW-802.52, P/N F6989000) немесе 

баламасы.
5.3 HPLC баганасы, талдамалы C l8 баганасы:
-  белшектер елшем1 3 мкм, (100,0 х 4,6) мм (мысалы, Thermo Scientific Aquasil™2 

P/N 77503-104630) келем1 юнпрейтшген С18 корганыш картридждермен 3 мкм, 10 мм х
4,6 мм (мысалы, Thermo Scientific Aquasil™2 P/N 77503-014001);

-  3 мкм, 120 A, (100,0 x 4,6) мм (мысалы, Epic Phenyl Hexyl_ (ES Industries 125191- 
EPHX)1-* TnicTi корганыш картриджбен, немесе 100% Судан туратын козгалмалы фазамен 
уйлес1мд1 кайтарымды-фазалык хроматография баламалы баганасы).

5.4 (95 ± 5) °С жэне (105 ± 5) °С температураны б1ркалыпты устап туру мумкшдш 
бар пеш.

5.5 pH елшеуге арналган аспап, калибрлеу буфер! бар.
5.6 Аналитикальщ таразы, ец жакын 0,00001 г дешнп дэлджпен.
5.7 Мензур кал ар, шыны, елшемдер1 эр турлт
5.8 Мелшерлепш саптама, 30 мл мелшерлемеа бар немесе балама.
5.9 Цилиндрлер, градуирленген, шыны, елшемдер1 эр турлт
5.10 ГОСТ 25336-82 бойынша эксикатор.
5.11 Конусты жумыр шынылар, сыйымдылыгы 125 мл немесе баламалы шыны 

ыдыс.
5.12 Сузпш кагаз, ватман кдгазы 2V2) немесе балама.
5.13 Куйгылар, пластмассалы, фильтр-кдгазбен 6ipre кдлдануга жарайтын.
5.14 К,олгаптар, 6ip рет пайдаланатын.
5.15 Тамызгыш мел шерл eyiiii, мелшер1 езгермелЁ 100 мкл бастап 1 000 мкл дешн.
5.16 Зертханалык жарьщ жапк;ыштар, 385 нм кем емес еттазпштж шел бар сары 

немесе мелд1р жапкыштар.
5.17 Кдтты фазалык; экстракцияга арналган картридждер (SPE), С8, 900 мг (мысалы, 

Alltech/Grace Davidson P/N 20966|}), С18, 900 мг (мысалы, Alltech/Grace Davidson P/N 
2 0 9 4 2 немесе баламасы. SPE картриджд1 61л1кт1 сынау эд1стемес!шц улпа С 
к;осымшасында келт1р1лген.

5.18 Шприцтер, 6ip рет пайдаланатын, елшемдер1 эр турлт
5.19 Шприцтж сузплер, 0,45 мкм, полиамидт1.
5.20 Вакуумдьщ коллектор, клапандары бар 24 арна немесе баламасы.
5.21 Градуирленген тамызгыштар, елшемдер1 эр турл1.
5.22 0лшеу1ш жумыр шынылар, елшемдер1 эр турл1.

1 ’ Сатылымда бар жарамды ешм yarici. Осы акпарат осы стандартты пайдаланушыларга колайлы болу 
yuiiH бершген жэне ISO жэне IDF тарапынан осы ен1м макулданганын растамайды. Егер баламалы ешмдер 
осындай нэтиже беретпп керсетшсе, оларды пайдалануга болады.
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Ескертпе 1 мкл-ден бастап 500 мкл-ге дешнп шприц мелшерл1 автоматты сынама 

алгыш. Шприц-п тасымалдауга арналган косымша курылгысы бар 250 жэне 500 мкл ею 
шприц-п 6ip мезгшде пайдалануга мумюндш беред1 (мысалы, Аджилент 7693А).

6 Сынактарды еткдзу

6.1 Жалпы ережелер

Экрандалтан УК кунд1зп жарьщ шамдарыныц эсер1мен барльщ улгшерд1 
дайындайды. Дайындалтан ешм ynrmepi тыгыздап жабылтан елшеу1ш жумыр шыныларда 
2 °С-ден бастап 8 °С-ге дешнп температурада сакталган жатдайда эз1рленгеннен кешн 14 
кун шшде сыналады. 0шмнщ барльщ ynrmepi б1рдей жэне репрезентативпк болып 
келед1, бутан улгшерд1 1р1ктеудщ алдында ешмдерд1 мукият араластыру жолымен кол 
жетюзшедг

6.2 Улгшерд1 дайындау

6.2.1 Жалпы ережелер
Курамында крахмал бар ешмдерге 1 мл такадиастаз epmimici косылады (5.12.2.13 

карацыз). Алута Kipicnec бурын кем дегенде 30 мин iuiiime такадиастаздыц улплермен 
рекцията тусуш камтамасыз етед1.

6.2.1.1 Суйьщулплер
Тутынута дайын суйьщтьщтар уш1н б1ркелк1л1пн камтамасыз ету унйн улплерд1 

жаксылап араластырады жэне сыйымдылыты 100 мл елшеуш жумыр шынымен шамамен
20,0 г ересектерге арналган коспа немесе 25,0 г балалардыц тамактануына арналган коспа 
дэл елшеп алынады. Алута ripicefli.

6.2.1.2 ¥нтак тэр1зд1 улплер
Егер унтак тэр1зд1 улпшц б1ркелк1л1п белпаз болса, улп б1ркелк1 емес деп 

топшыланып, кургак коспалар/ б1ркелк1 емес унтак тэр1зд1 улплерден алынган унтак 
тэргзд1 улплерге бер1лген эрекеттерд1 устанады (7.2.1.3 карацыз).

6.2.1.3 Кургак коспалардан алынган унтак тэр1зд1 улплер
Кургак коспалар/ эртект! унтак тэргзд1 улплерден алынган унтак тэр1зд1 улплер уш1н 

шамамен 25,0 г елшенедг Б1ркелк1 суспензия болганга дей1н араластыру алдында 40 °С 
температурада 200,0 г су косылады. Зертханальщ гомогендеу1шп кажетпл1к туындаганда 
колданылады. Сыйымдылыгы 100 мл елшеу1ш жумыр шынымен шамамен 20,0 г 
ересектерге арналган коспа немесе балалардыц тамактануына арналган 25,0 г коспа дэл 
елшеп алынады.

6.2.1.4 Суды коспалардан алынган унтак тэр1зд1 улплер
Суйьщ коспалардан алынган б1ркелю унтак тэр1зд1 улплер унпн сыйымдылыгы 100 

мл елшеуш жумыр шынымен шамалап 3,0 г унтак дэл елшеп алынады. 25 мл су косылып, 
бар унтак ершенше араластырылады.

6.2.1.5 Кдрапайым курамдар
Курамында ерк1н аминкышкылдары бар жэне интакт акуызы жок ешмдерге 25 мл 

сумей суйылтылган суды коспалардан алынган 3,0 г б1ркелш унтакка 0,5 г кальций 
казеинатын немесе майсыздандырьшган кургак cyrri, немесе 20 г бастап 25 г дешн 
суйыктьщты немесе кургак коспалардан алынган калыпка келпр1лген эртект! унтакты 
косу кажет. Акуызды epiTy унпн жаксылап араластырады. Б1рден 30 мл натрий ацетаты 
буферш (5,12.2.11 карацыз) жэне 1%-дьщ 1 мл калий цианидш косады. К,ажетп мелшерге 
дешн су косылады, суз1лед1, тазартылады жэне алдын-ала ецделген 900 мг С8 немесе С 18
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картриджшде сузшген ертщ ц 60 мл-ге дешн шогырландырады. Б1ркалыпты 10 °С 
температура сакдайтын тумшапеште улпш кыздырмайды.

6.2.2 Б ел т  алу
Улпшц apoip арш дтш е 30 мл натрий ацетаты буферш косады (4.12.2.11 караныз) 

жэне араластырады. 0p6ip улпге жацадан дайындалган 1%-дьщ калий цианидтщ 1 мл 
соргыш шкафта косады (4.12.2.10 карацыз) жэне араластырады. Улгшерд! пеште 105°С 
температурада 60 минуттан кем емес, oipaK 120 мин. узак емес уакыт бойы кыздырады. 
Eciri ашьщ болса, пештеп температура темендейд1. Пеш температурасы 105 °С-ге 
кайтадан кетер1лген кезде уакытты есептеуд1 бастайды.

Улгшерд! пештен шыгарып, б1рден муз (моншада) курылгыда салкындатады. 
Кажетп мелшерге дей1н улгшерд! сумей суйылтады. Жаксылап араластырады. 
Сыйымдылыты 125 мл конусты жумыр шыныларда немесе уксас шыны ыдыста улгшерд! 
сузпш катаздан суз1п етк1зед1 (5.12 карацыз). Б пелт калганда сузпш кагазды кажетп л1 к 
туындаганда ауыстыру кажет. Егер дайындалган улгшер туньщ болмаса жэне курамында 
ете усак ер1мейт1н тушрлер1 болса, улгшерд! центрифугада тазартып, суйьщтьщ кабатын 
сузпш кагазбен капталган куйгыларга карай орнын ауыстыру кажет. Кальций казеинаты 
косылган улплерд1 кыздырмайды, 6.2.1.5 карацыз.

6.2.3 Улплерд1 шогырландыру
Улплерд1 тазарту жэне шогырландыру уипн вакуумдьщ коллектор клапанына 900 мг 

SPE картридж (5.17 карацыз) енпзшед1 жэне эрб!р картриджд1ц жогаргы бол1 пне 
сыйымдылыгы 30 мл 6ip рет пайдаланатын шприц цилиндр! жалганады. Картриджерд! 
кем дегенде 20 мл ацетонитрилмен ецдейд! (ауырлык куш1шц эсер1мен элюирлеу) жэне 
картридждерд! кем дегенде 10 мл сумей жуады. 1-кестедеп баскарушылык кагидатгарды 
колдана отырып, улплерд!ц суз1лген ер!т!нд!лер! картриджге градуирленген 
тамызгыштарды пайдаланып алмастырылып салынады. Егер В12 витамишшц 
концентрациясы белпаз болса, 1 - 1 0  мкг/л-ден туратын тутынуга дайын ©н!мдерге 
арналган баскарушылык кагидаттарды пайдалану кажет. Улплерд! картридж аркылы 
узд!кс1з агызу уш1н вакуумныц жеткшкп молшер!н кажетпл!к туындаганда 
пайдаланьшады. Улгшердщ суз1лген ер!пнд!лер! картридж аркылы 120 тамшы/мин артык 
емес жылдамдьщпен отеди Элюентп кэдеге жаратады.

1-кесте. SPE картриджге улплердщ сузшген ертндшер!н жуктеуге арналган
баскарушылык кагидаттар

Тутынуга дайын ошмдердеп 
В12 витамин! 

мкг/л

SPE картриджге батырьшган 
сузшген epiTiHfli молшер! 

мл

Суйылтылган ер!т!нд1шц 
акыргы молшер1 

мл

< 1 80 5

1 - 10 70-80 10

11-20 50-60 10

21-50 20-40 10
Ескертпе -Alltech С8 немесе С18 картриджше 60 мл артык ересектерге арналган коспаны орналастыруга 

болмайды.
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Улгшердщ барлык сузшген ертндшер1 картриджден еткеннен кешн картридждерд1 
5 мл сумей жуып, элюентп кэдеге жарату кажет. Элюент кургатанша вакуум жасап, 
картридждерд1 ауада кештредг Клапандарды жабады.

1-кестедеп баскарушылык катидаттарды пайдалана отырып, 5 мл немесе 
сыйымдылыты 10 мл елшеу1ш жумыр шыныны эр картрижд1н астына орналастырады. 30 
%-дык 4,4 мл ацетонитрил мен су коспасын (4.12.2.6 караныз) барлык 900 мг SPE 
картридждерге косады. Клапандар ашылады жэне B]2 витамиш вакуум кемепмен елшеу1ш 
жумыр шыныларта элюирленед1. Элюент картриждер аркылы 120 тамшы/мин аспайтын 
жылдамдыкпен етед1.

Сыйымдылыты 10 мл елшеу1ш жумыр шыныларта жиналган улплерге арналган 
сонгы суйылтылган ертндош дайындау кезшде оны кажетп мелшерге дей1н сумей 
суйылту кажет.

Сыйымдылыты 5 мл елшеу1ш жумыр шыныларта жиналган улплер уш1н, ap6ip 
елшеу1ш жумыр шыныга калий цианид1н1н жанадан дайындалган 0,4%-дык 0,1 мл 
ертндоа калпакшамен косады. 1,5 сат кем емес, б1рак 4 саг артык емес уакытка 95 °С 
температурамен icTen жаткан пешке дайындалган улгшер салынады. Улплерд1 пештен 
шытарып, белме температурасына дей1н суытады. ЬСажетт1 мелшерге дешн сумей 
суйылтады.

9poip стандартты ер1т1нд1 мен дайындалган зерттелетш ер1т1нд1н1 шприцпк сузпш 
аркылы (5.19 караныз) автоматты сынама алгыш тут1кшеге айдап суз1п алады.

6.3 Тшмдш1п жогары суйыкгык хроматография ад1амен талдау
6.3.1 Жуйеш орнату жэне конфигурациям
Жуйеш орнату жэне конфигурациясы 1 -суретте келт1р1лген.

а) 1-ил конфигурация 
Шартты белпленулер:
1 -  изократикалык соргы
2 -  автоматты сынама алгыш
3 -  эксклюзионды багана
4 -  С18 талдамалы багана

b) 2-mi конфигурация

5 -  градиентпк соргы
6 -  ультракулпн жэне кезге Kepi ncii н 
диапазондар детекторы
7 -  калдьщ

1-сурет. HPLC жуйесш орнату жэне конфигурациясы

6.3.2 Аспаптарды пайдалану шарттары
-  жумыс уакыты: 30-дан 35 мин-ке дешн;
-  енпзшетш мелшер: 0,9 мл бастап 2,0 мл дешн;
-  жуйе конфигурациясы, 2-кестеш караныз.
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2-кесте. Жуйе конфигурациясы

Уакыт, Клапан конфигурациясы
мин (1-cyperri карацыз)

0 ,0-10 ,5 1

10,5-14,5 2

14,5 -3 0 ,0 -3 5 ,0 1

-  изократикальщ соргы;
-  D козгалмалы фазасы (4.12.2.4);
-  Вп витамиш 10,5 мин жэне 14,5 мин аралыгында эксклюзивт! баганадан элюирлеу 

утшн агын жылдамдыгын реттеу. Агынньщ стандарт жылдамдыгы 1,1-ден бастап 1,2 
мл/мин дешн жетедг

Агынньщ ти1ст1 жылдамдыгын аныкдау уннн эксклюзионды багананы ультракулпн 
жэне кезге кершетш диапазондар детекторына тшелей жалгайды жэне жогары курамды 
стандартты енпзедй Вп витамиш 10,5 мин жэне 14,5 мин аралыгында элюирлеу унпн 
агын жылдамдыгы кажеттшк туындаганда реттейдг

-  градиентт1к соргы;
-  А (4.12.2.1), В (4.12.2.2) жэне С(4.12.2.3) козгалмалы фазасы;
-  Вп витамишн 24 мин бастап 30 мин дешн элюирлеуге арналган градиенттер 3- 

кестеде келт1ршген.

3-кесте. Баганага арналган градиент (5.3 карацыз)

Уакыт,
мин

А козгалмалы 
фазасыныц %

В козгалмалы 
фазасыныц %

С козгалмалы 
фазасыныц %

0 90 10 0

14,5 90 10 0

14,6

о4
01о о1о40 0

27 ,0-30 ,0

о401о о1о40 0

27,1 -30,1 0 10 90

29 ,9-33 ,0 0 10 90

а) В12 витамин! мен рибофлавищц белу yniiH жэне шамамен 24 жэне 30 мин аралыгында В]2 витамишн элюирлеу 
уннн эр баганада градиент yniiH thicti жагдайлар жасалады. Жаца баганада градиент уннн TiiicTi жагдайлар 
жасау унпн градиенттщ 14,6 минуттеп жэне 27,0 бастап 30,0 мин дейшп диапазонындагы курамын осы кестеде 
руксат етшген диапазонныц орташа нуктес1не тецеспру кажет. Белшген стандартты ертщ ц енпз1лед1 (см. 
4.12.2.12) жэне В12 витамин! мен рибофлавин пню арасындагы ьщырау (R) есептелед!. 14,6 минуттеп жэне 1,5 
асатын R мэн1не дей1н 27,0 мин бастап 30,0 мин дешнп диапазондагы козгалмалы фазаныц курамы реттеледг С 
18-ден немесе фенил баганадан В12 витамин1н элюирлегеннен кешн багананы кем дегенде 2,8 мин 90%-дык 
козгалмалы С фазасымен жуу кажет.

-  агын жылдамдыгы: 1,0 мл/мин;
-  детекторды баптау: детектрлеу толкыныныц узындыгы 550 нм жэне жолактыц еш 

10 нм.
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Жуйеш тецеспргеннен кешн стандартты калибрлеу улплер! мен улплер жиынтыгы 

енпзшедг Соцгы улпш енпзгеннен кешн жуйеш ц турактылыгын растау уипн кем дегенде 
6ip стандартты калибрлеу улпсше талдау жасау кажет. Хроматограмма ynrici А- 
косымшасында келт1ршген.

7 Есептеу

7.1 Жалпы ережелер

Улплердел Bi2 витамишнщ концентрациялары белгш салмагы бар улплердщ 
пиктершщ аудандарын белгш концентрациясы бар стандартты улплер пиктершщ 
аудандарымен салыстыру жолымен есептеледг

0p6ip стандартты ертщ ц мен хроматограмма улпсш карап шыгады жэне Bi2 
витамин! хроматограммалардагы барльщ пиктерден белшгенше коз жеттазедт

Пиктер ауданы деректер жуйеа кемепмен елшенедг Bi2 витамиш улплер! нщ 
шогырлануын есептеу алдында Bi2 витамиш стандартты ертндшер! пиктер! аумагын Bi2 
витамишмен улплер пиктершщ аудандарымен салыстырып, Bi2 витамиш ynrici ндеп 
пиктер аудандары стандартты Bi2 витамиш nmcrepi аудандары диапазондарыньщ шепнде 
екешне коз жетюзу кажет.

7.2 Стандартты ертндклердщ шогырлануын есептеу

(2) формуланы колданып, Bi2 витамишшц (5.12.3.4 карацыз) стандартты калибрлеу 
ертщдсшщ, мкг/л, массалык концентрациясын pws есептеу:

Pws = $w " Р х  (2)

мунда Sw -  В12 витамишшц елшенген стандартты ертщ цсшщ мелшерц мг;
Р -  В 1 2  витамишшц стандартты ертщцсшщ тазальщ дэрежеа (5.11 карацыз), 

стандартты ертндш щ  мг цианокобаламин мкг шакканда (В,2 витамиш);
А -  В и  витамишнщ колданыстагы аральщ стандартты ертщцсшщ аликвотасы 

(5.12.3.3 карацыз), мл (бул ретте: 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 мл);
200 -  суйылтылган ертщ ц мелшерц мл.

7.3 Градуирлеуге арналган стандартты ертндшерд1 дайындау

Улплерд1 жинакгаганнан кешн стандартты ертнд1 пиктердщ аудандары бар 
улплерд1 жинактауды енпзу алдында енпзшетш стандартты улпшц op6ip 
концентрациясындагы стандартты ертндшер пиктер! аудандарыныц орташа мэшн 
шыгару керек. Жумысшы стандартты ертндшер nnicrepi аудандарына байланысты 
концентрациясы бойынша градуирлеуге арналган стандартты ертнд! сызьщтык 
квадраттар эдюшщ (регрессия) кемепмен эз1рленедг

7.4 Талданатын ертндшердеп Bi2 витамишнщ концентрациясын есептеу

0p6ip енпзшетш дайындалган улпдеп Bi2 витамишшц концентрациясы 8.3-те 
алынган градуирлеуге арналган Bi2 витамин! стандартты ертщ ц сшен 
экстраполяцияланады.
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(3) формуланы колдана отырып, эр ешмдеп В,2 витамишшц массальщ улесш, wp, 
мкг/100г, есептейдг

wv = Pi ■ —
V2 Шрг 1

X f
V f  mrp 10 (3)

мундагы р; -  градуирлеуге ар налган стандартты ертндщен экстраполяцияланган Bi2 
витамин!Hiн енпзшетш дайындалган ynrici массасыньщ концентрациясы, мкг/л;
V\ -  G ip iH u i i  суйылтылган epixi нд1 мелшеру мл (бул ретте: V\ = 100 мл); 
ms -  ynri массасы, г;
V2  -  екшнй (соцгы) суйылтылган ертщ ц мелшеру мл;
V f-  картриджге орналастырылган суз1лген epixi нд1 мелшеру мл; 
гПрГ -унтакты калпына келпру жалпы массасы, г (колданган кезде); 
mrp -унтак тэр1зд1 улп Hi и суйылтылган массасы, г (колданган кезде).

Ескертпе - абсолют салмактагы суйьщ жэне унтак; тэр1зд1 улгшер yniiH mpl жэне даф 1 -ге тец.
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А косымшасы
(ацпараттыц)

Хроматограмма улгшер1

A .l-суреть Стандартты ертн дш щ  типтж хроматограммасы

РЫа

А.2-сурет1. Улгшщ типтж хроматограммасы
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В косымшасы
(ацпаратт ыц)

Деректер дэлд1Н

В.1 кестесшде бершген деректер зертхана аралык зерттеулерде алынган жэне ISO 
5725-2 [3] стандартына жэне талдау эдюшщ сипаттамасыньщ дэлдтн багалау унпн 
б1рлескен зерттеу процедуралары ушш АО АС-ШР АС б1регейленген хаттамасына сэйкес 
[47] 2015 жылы жарияланды [2]. Зерттеу [5] бершген талаптар непзшде журпзшдг 

Здю п тексеру туралы толыгырак акпарат мына сайтта бершген: 
http://standards.iso.org/iso/20634.

В.1 кестесь В 1 2  витамин! уинн деректер дэлдйт

Yari
NIST
SRM
1849а

1а) 2Ь) зс) 4d) 5е)

Зертханааральщ сынактар жылы 2014 2014 2014 2014 2014 2014

Зертханалар саны 11 9 10 11 10 10
Ережеден ауыткитын зертханалар 
саны 0 0 0 0 0 0

Курт ауыткитын мэндерд1 
жойганнан кешн калган 
зертханалар саны

10 9 10 11 9 10

Курт ауыткитын мэндер 
(зертхананьщ) саны 1 0 0 0 1 0

Кдбылданган нэтижелер саны 20 18 20 22 18 20

Орташа мэш, х, мкг/100 г 43,700* 0,272 0,300 0,373 0,543 0,250
Кдйталанушылыктыц орташа 
квадраттык ауыткуы Sr, мкг/100 г 3,0100* 0,0257 0,0270 0,0200 0,0169 0,0244

Кдйталанушылык езгерушщ 
коэффициент С,-г, % 6,90 9,46 8,99 5,35 3,11 9,77

Кдйталанушылык шеп г 
\г = 2,8 х Sr ], мкг/100 г 8,4300* 0,0720 0,0756 0,0560 0,0473 0,0683

Жацгыртушылыктыц орташа 
квадраттык ауыткуы SR, мкг/100 г 3,8600* 0,0427 0,0416 0,0694 0,0603 0,0487

Жацгыртушылык езгерушщ 
коэффициент Cj/д, % 8,84 15,70 13,80 18,60 11,10 19,50

Кдйталанушылык шеп R
[Z? = 2,8 х SR ], мкг/100 г 10,800* 0,120 0,116 0,194 0,169 0,136

Хорвитц коэффициент мэш, [6] 
сэйкес 0,34 0,40 0,36 0,50 0,32 0,50
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Улп 6° 78) 8h) 91} 10i) l l k)

Зертханааралык сынактар жылы 2014 2014 2014 2014 2014 2014

Зертханалар саны 10 10 11 10 9 10
Ережеден ауыткитын зертханалар 
саны 0 0 0 0 0 0

Курт ауыткитын мэндерд1 
жойганнан кешн калган 
зертханалар саны

10 9 10 9 8 10

Курт ауыткитын мэндер 
(зертхананыц) саны 0 1 1 1 1 0

Кдбылданган нэтижелер саны 20 14 20 18 16 20

Орташа мэш, х, мкг/100 г 0,636 1,480 0,428 0,227 0,967 1,080
Кдйталанушыльщтьщ орташа 
квадраттык ауыткуы Sr, мкг/100 г 0,0348 0,1220 0,0208 0,0111 0,0289 0,0730

Кдйталанушыльщ езгерушщ 
коэффициент! СКг, % 5,47 8,23 4,85 4,90 2,98 6,74

Кдйталанушыльщ шей г 
\г = 2,8 х Sr 1, мкг/100 г 0,0974 0,3420 0,0582 0,0311 0,0809 0,2040

Жацгыртушылыцтыц орташа 
квадраттык ауыткуы SR, мкг/100 г 0,0587 0,1710 0,0305 0,0202 0,0342 0,1900

Жацгыртушыльщ езгерушщ 
коэффициент! Суя, % 9,23 11,5 7,13 8,90 3,54 17,5

Кайталанушылык meri R 
[/? = 2,8 х SR 1, мкг/100 г 0,1640 0,4790 0,0854 0,0566 0,0958 0,5320

Хорвитц коэффициент! мэн!, [6] 
сэйкес 0,27 0,38 0,20 0,22 0,11 0,55

a) Сут непз!нде ТД балалар тамактануына арналган коспа.
b) Сут непзшдеп ересектерге арналган унтак тэр1зд! коспа.
c) ImiHapa гидролизденген унтак тэр1зд! коспа.
d) Балалар тагамына арналган карапайым унтак тэр1зд! коспа.
e) Соя непз!ндеп балалар тагамына арналган inimapa гидролизденген унтак тэр!зд1 коспа.
 ̂Майдыц аз молшер! бар ересектерге арналган унтак тэр!зд1 коспа.

g) Майдыц жогары молшер! бар ТД ересектерге арналган коспа (emMi бар кутыларды дурью 
тацбаламаудан торт зертханага арналган жекелеген нэтижелер).

h) Соя непз!ндеп балалар тагамына арналган унтак тэр1зд! коспа.
1) Сут непз!ндеп балалар тагамына арналган унтак T3pi3fli коспа.
j) Балалар тагамына арналган унтак тэр1зд! коспа.
k) Белоктыц жогары молшер! бар ТД ересектерге арналган коспа. 

нэтижелер мкг/кг-мен бер!лген.
ТД -  тутынуга дайын.
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С косымшасы
(ацпаратт ыц)

SPE картриджд1 бйпкп сынау эдштемесшщ улгш

SPE картридждщ баламалыгын аныктау немесе жаца картридждер топтамаларыньщ 
жарамдылыгын тексеру ушш мынадай бш ктш кп сынау эдютемесш колданады.

Курамында суда Bi2 витамишшц 160 мкг/л бар ертщ цш  дайындау.
5.2.1 жэне 5.2.2 сипатталган экстракциялау рэамш пайдалана отырып осы эдютщ 

кемепмен талданатын кез келген ешмнщ ец кеп мелшердеп акуызынан туратын 6ip 
типик ешмнен уш улп алынып дайындалады.

Сузшген ертндшерден алынган барльщ улплер араластырылады. Улпшц сузшген 
ертщ цсшщ (iiiiKi стандарты бар улп) 80 мл немесе 100 мл сулы ертн дне Bi2 
витамишшц 1 мл 160 мкг/л косы лады жэне улпшц сузшген ертндюшщ (imici стандарты 
жок улп) 80 мл немесе 100 мл-не 1 мл су косылады.

Улп концентрациясын жэне улп Hi дайындау рэамшде сипатталган соцгы 
араластыру рэамдерш пайдалана отырып, i i i iK i  стандарты бар жэне i i i iK i  стандарты жок 
улплерд1 дайындау жалгастырылады (5,2,3 карацыз).

Хроматографияльщ тэсшмен ею улпге талдау жасау. 1шю стандарты бар жэне i i i iK i 

стандарты жок улгшердеп В12 витамишшц шогырлануын есептеу, жэне алыну дэрежесш 
есептеу.

Картридждердiн жарамдылыгы ушш алыну дэрежеа 90 % кем емес.
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0ОЖ 637.1:543.544.5:006:354 МСЖ 67.050

Туйшд1 сездер: балалар тамакдануына арналган коспалар, ересектерге арналган 
коспалар, В^витамиш, суйыктык хроматографии, RP-HPLC

16



НАЦИОНАЛЬНЫЙ СТАНДАРТ РЕСПУБЛИКИ КАЗАХСТАН

Смеси для детского питания и взрослых

ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ВИТАМИНА В12 С ПОМОЩЬЮ ОБРАЩЕННО- 
ФАЗОВОЙ ВЫСОКОЭФФЕКТИВНОЙ ЖИДКОСТНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ

(RP-HPLC)

СТ РК ISO 20634-2016

(ISO 20634:2015 Infant formula and adult nutritionals -  Determination o f vitamin В n  by 
reversed phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC), IDT)

Издание официальное

Комитет технического регулирования и метрологии 
Министерства по инвестициям и развитию Республики Казахстан

(Г осстандарт)

Астана



СТ РК ISO 20634-2016

Предисловие

1 ПОДГОТОВЛЕН И ВНЕСЕН Товариществом с ограниченной
ответственностью «Kazakhstan Business Solution» (Технический комитет по 
стандартизации ТК 91 «Химия»)

2 УТВЕРЖДЕН И ВВЕДЕН В ДЕЙСТВИЕ Приказом Председателя Комитета 
технического регулирования и метрологии Министерства по инвестициям и развитию 
Республики Казахстан от № 296-од от 23 ноября 2016 года

3 Настоящий стандарт идентичен международному стандарту ISO 20634:2015
Infant formula and adult nutritionals -  Determination o f vitamin B12 by reversed phase high 
performance liquid chromatography (RP-HPLC) (Смеси для детского питания и взрослых, 
определение содержания витамина Bi2 с помощью обращенно-фазовой
высокоэффективной жидкостной хроматографии (RP-HPLC))

Международный стандарт разработан Техническим комитетом ISO/TC 34 «Пищевые 
продукты совместно с ассоциацией АО АС INTERNATIONAL

Перевод с английского языка (еп).
Официальный экземпляр международного стандарта, на основе которого 

подготовлен настоящий национальный стандарт и на которые даны ссылки, имеется в 
Едином государственном фонде нормативных технических документов

Официальной версией является текст на государственном и русском языке
Степень соответствия -  идентичная (ШТ).

4 В настоящем стандарте реализованы нормы законов Республики Казахстан «О 
техническом регулировании» от 9 ноября 2004 года № 603-II, «О языках в Республике 
Казахстан» от 11 июля 1997 года№ 151-1

5 СРОК ПЕРВОЙ ПРОВЕРКИ 
ПЕРИОДИЧНОСТЬ ПРОВЕРКИ

6 ВВЕДЕН ВПЕРВЫЕ

Информация об изменениях к настоящему стандарту публикуется в ежегодно 
издаваемом информационном указателе «Нормативные документы по стандартизации», 
а текст изменений и поправок -  в ежемесячно издаваемых информационных указателях 
«Национальные стандарты». В случае пересмотра (замены) или отмены настоящего 
стандарта соответствующее уведомление будет опубликовано в ежемесячно 
издаваемом информационном указателе «Национальные стандарты»

2023 год 
5 лет

Настоящий стандарт не может быть полностью или частично воспроизведен, 
тиражирован или распространен в качестве официального издания без разрешения 
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НАЦИОНАЛЬНЫЙ СТАНДАРТ РЕСПУБЛИКИ КАЗАХСТАН

Смеси для детского питания и взрослых

ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ВИТАМИНА В12 С ПОМОЩЬЮ ОБРАЩЕННО- 
ФАЗОВОЙ ВЫСОКОЭФФЕКТИВНОЙ ЖИДКОСТНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ

(RP-HPLC)

Дата введения 2018-01-01

1 Область применения

Настоящий стандарт устанавливает метод количественного определения содержания 
витамина Bi2 в смесях для детского питания и взрослых (порошки, готовые к 
употреблению жидкости и жидкие концентраты) с помощью обращенно-фазовой 
высокоэффективной жидкостной хроматографии.

2 Термины и определения

В настоящем стандарте применяются следующие термины с соответствующими 
определениями:

2Л Витамин В22 (vitamin В 12): Цианокобаламин и кобальтсодержащие корриноиды с 
биологической активностью витамина В]2, такие как аквокобаламин, гидроксикобаламин, 
метилкобаламин и аденозилкобаламин, преобразуемые в цианокобаламин.

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

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

3 Сущность метода

Цианокобаламин и кобальтсодержащие корриноиды извлекаются из образца с 
использованием буфера ацетата натрия (pH 4,5), а последний преобразуется в 
цианокобаламин с использованием цианида калия при температуре 105 °С. Экстракты 
очищают и концентрируют с помощью С8 или С18 картриджей для твердофазной 
экстракции (SPE) и разделяют с помощью вытеснительной хроматографии SEC, т.е. 
хроматографией на молекулярных ситах, и обращенно-фазовой хроматографии. 
Содержание витамина Bi2 определяется с помощью жидкостной хроматографии с 
видимым улавливанием при 550 нм.

Издание официальное
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4 Реагенты и вещества

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

4.1 Ледяная уксусная кислота.
4.2 Ацетонитрил, степень HPLC.
4.3 Драйерит, десиккант, безводный сульфат кальция, 8 меш.
4.4 Денатурированный этанол.
4.5 Муравьиная кислота, 88 %.
4.6 Цианид калия, 97 %.
4.7 Рибофлавин, со степенью чистоты от 98 % до 102 %.
4.8 Безводный ацетат натрия или тригидрат ацетата натрия, ОСЧ.
4.9 Такадиастаза, производства Accurate Chemical Со.1 или эквивалентный продукт.
4.10 Триэтиламин, степень HPLC.
4.11 Первичный стандартный образец витамина Bi2 (цианокобаламин), например 

Стандартный образец Американской фармакопеи 1152009 (приблизительно 10 мкг/мг), 
Официальная партия^). Хранить в эксикаторе, защищенном от дневного света.

4.12 Подготовка растворов и стандартных растворов
4.12.1 Общие положения
Для удобства все растворы увеличить или уменьшить при условии соблюдения 

правил лабораторной практики. Растворы могут храниться в охлажденном виде или при 
температуре окружающей среды в герметических контейнерах, наполненных инертными 
веществами, если не указано иное.

4.12.2 Подготовка растворов
4.12.2.1 Подвижная фаза А в HPLC. Развести 4,0 мл триэтиламина с 1000 мл воды. 

Довести уровень pH с 5 до 7 с помощью приблизительно 1,25 мл концентрированной 
муравьиной кислоты (4,5). Срок годности: 1 неделя.

4.12.2.2 Подвижная фаза В в HPLC. Смешать 4,0 мл триэтиламина и 250 мл 
ацетонитрила с 750 мл воды. Довести уровень pH с 5 до 7 с помощью приблизительно
1.25 мл концентрированной муравьиной кислоты. Срок годности: 1 неделя в плотно 
закрытом контейнере.

4.12.2.3 Подвижная фаза С в HPLC. Смешать 4,0 мл триэтиламина и 750 мл 
ацетонитрила с 250 мл воды. Довести уровень pH с 5 до 7 с помощью приблизительно
1.25 мл концентрированной муравьиной кислоты. Срок годности: 1 неделя в плотно 
закрытом контейнере.

4.12.2.4 Подвижная фаза D в HPLC. Развести 50 мл ацетонитрила водой до 2000 мл. 
Срок годности: 1 неделя в плотно закрытом контейнере.

4.12.2.5 Смесь ацетонитрила и воды, объемная доля 10 %. Развести 150 мл 
ацетонитрила водой до 1500 мл. Срок годности: 1 месяц в плотно закрытом контейнере.

4.12.2.6 Смесь ацетонитрила и воды, растворитель для элюирования SPE, объемная 
доля 30 %. Развести 30 мл ацетонитрила водой до 100 мл. Срок годности: 1 месяц в плотно 
закрытом контейнере.

4.12.2.7 Смесь ацетонитрила и воды, раствор для очистки и хранения колонки, 
объемная доля 50 %. Развести 500 мл ацетонитрила водой до 1000 мл в мерной колбе.

Пример подходящего продукта, имеющегося в продаже. Данная информация приведена для 
удобства пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением того, что данный продукт 
одобрен ISO. Эквивалентные продукты могут использоваться, если продемонстрировано, что они приводят 
к тем же результатам.
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Срок годности: 6 месяцев.
4.12.2.8 Смесь этанола и воды, объемная доля 25 %. Развести 50 мл этанола водой до 

200 мл. Срок годности: 1 год в плотно закрытом контейнере.
4.12.2.9 Раствор цианида калия, массовая концентрация р = 4 г/л. Растворить 0,02 г 

цианида калия в буфере ацетата натрия и разбавить буфером ацетата натрия до 5 мл 
(см. 4.12.2.11) концентрация вещества с = 0,25 моль/л). Раствор необходимо приготовить 
непосредственно перед использованием.

4.12.2.10 Раствор цианида калия, р = 10 г/л. Растворить 0,25 г цианида калия в воде и 
разбавить водой до 25 мл. Раствор необходимо приготовить непосредственно перед 
использованием.

4.12.2.11 Буфер ацетата натрия, с = 0,25 моль/л. Растворить 41,0 г безводного ацетата 
натрия или 68,0 г тригидрата ацетата натрия в 1800 мл воды. Довести уровень pH до 4,5 с 
помощью концентрированной уксусной кислоты (приблизительно 40 мл). Разбавить водой 
до 2000 мл. Срок годности: 3 месяца.

4.12.2.12 Разделительный стандартный раствор. Взвесить приблизительно 0,005 г 
рибофлавина на бумаге для взвешивания. Переложить его в мерную колбу вместимостью 
100 мл и довести до нужного объема 10 %-ным ацетонитрилом. Перемешать раствор для 
растворения компонентов. Смешать равное количество раствора со стандартным рабочим 
раствором витамина В 12 высокой концентрации. Срок годности: 1 неделя.

4.12.2.13 Раствор такадиастаза, р = 60 г/л. Растворить 0,6 г такадиастаза в 10 мл 
воды. Раствор необходимо готовить ежедневно перед использованием.

4.12.3 Подготовка стандартных растворов
4.12.3.1 Общие положения. Приготовить все стандартные растворы под действием 

экранированных УФ ламп дневного света и хранить при температуре от 2 °С до 8 °С в 
плотно закрытых мерных колбах.

4.12.3.2 Исходный стандартный раствор витамина Bi2, р = 10 000 мкг/л. Тщательно 
взвесить соответствующее количество стандартного раствора витамина Bi2 (см. 4.11) для 
получения маточного стандартного раствора концентрацией 10 000 мкг/л. Растворить в 
25 %-ном этаноле и разбавить 25 %-ным этанолом до 100 мл (см. 4.12.2.8). Срок годности: 
6 месяцев.

Подсчитать количество взвешиваемого стандартного раствора витамина В 12, mw, в 
миллиграммах, используя формулу

mw = 10 0 0 0 -ОД (1)

где 10 000 -  необходимая концентрация исходного стандартного раствора, мкг/л;
0 ,1 - объем разбавленного раствора, л;
Р -  степень чистоты стандартного раствора витамина В12 (см. 4.11) в мкг 
цианокобаламина на мг стандартного раствора.

4.12.3.3 Промежуточный стандартный раствор витамина В12, р = 1000 мкг/л. 
Развести 10 мл исходного стандартного раствора (см. 4.12.3.2) водой до 100 мл. Срок 
годности: 1 неделя.

4.12.3.4 Калибровочный стандартный раствор витамина В12, р равен от 2,5 до
25,0 мкг/л. В отдельных мерных колбах развести 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 и 5,0 мл 
промежуточного стандартного раствора (см. 4.12.3.3) 10 %-ным ацетонитрилом 
(см. 4.12.2.5) до 200 мл. Срок годности: 1 месяц.
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5 Оборудование

Стандартная лабораторная стеклянная посуда и оборудование, а именно, следующее.
5.1 Система HPLC, состоящая из градиентного насоса, клапана-переключателя 

колонок и изократического насоса, детектора ультрафиолетового и видимого диапазонов, 
оснащенного вольфрамовой лампой, способной осуществлять мониторинг при 550 нм и 
автоматическим пробозабором, способным впрыскивать от 900 до 2 000 мкг образца.

5.2 Колонка HPLC, аналитическая эксклюзионная колонка:
-  размер частиц 4 мкм, (250,0 х 9,4) мм (например, Zorbax GF-2502 P/N 884973-

901);
-  5 мкм, (300 х 8) мм (например, Shodex Protein® KW-802.52, P/N F6989000) или 

эквивалент.
5.3 Колонка HPLC, аналитическая колонка С18:
-  размер частиц 3 мкм, (100,0 х 4,6) мм (например, Thermo Scientific Aquasil™2 P/N 

77503-104630) с уменьшенными защитными картриджами С18 3 мкм, 10 мм х 4,6 мм 
(например, Thermo Scientific Aquasil™2 P/N 77503-014001);

-  3 мкм, 120 A, (100,0 x 4,6) мм (например, Epic Phenyl Hexyl_ (ES Industries 
125191-EPHX)1) с соответствующим защитным картриджем, или эквивалентная колонка 
для обращенно-фазовой хроматографии, совместимая со 100% -ной водосодержащей 
подвижной фазой).

5.4 Печь, способная поддерживать температуру (95 ± 5) °С и (105 ± 5) °С.
5.5 Прибор для измерения pH, с буфером калибровки.
5.6 Аналитические весы, с точностью до ближайших 0,00001 г.
5.7 Мензурки, стеклянные, различных размеров.
5.8 Дозирующая насадка, с дозировкой 30 мл или эквивалент.
5.9 Цилиндры, градуированные, стеклянные, различных размеров.
5.10 Эксикатор по [7].
5.11 Конические колбы, вместимостью 125 мл или эквивалентная стеклянная посуда.
5.12 Фильтровальная бумага, ватманская бумага 2V2) или эквивалент.
5.13 Воронки, пластмассовые, подходящие для использования с фильтровальной

бумагой.
5.14 Перчатки, одноразовые.
5.15 Пипеточный дозатор, переменного объема, от 100 до 1 000 мкл.
5.16 Лабораторные световые заслонки, желтые или прозрачные заслонки с границей 

пропускания не менее 385 нм.
6.17 Картриджи для твердофазной экстракции (SPE), С8, 900 мг (например, 

Alltech/Grace Davidson P/N 209661'), С18, 900 мг (например, Alltech/Grace Davidson P/N 
209421-*), или эквивалент. Пример методики квалификационных испытаний SPE картриджа 
приведен в приложении С.

5.18 Шприцы, одноразовые, различных размеров.
5.19 Шприцевые фильтры, 0,45 мкм, полиамидные.
5.20 Вакуумный коллектор, 24 канала с клапанами или эквивалент.
5.21 Градуированные пипетки, различных размеров.
5.22 Мерные колбы, различных размеров.

^ Пример подходящего продукта, имеющегося в продаже. Данная информация приведена для 
удобства пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением того, что данный продукт 
одобрен ISO или IDF. Эквивалентные продукты могут использоваться, если продемонстрировано, что они 
приводят к тем же результатам.

4



СТ РК ISO 20634-2016
Примечание -  Автоматический пробоотборник с размером шприца от 1 до 500 мкл. Возможно ис­

пользование одновременное использование двух шприцев 250 и 500 мкл с дополнительным устройством для 
транспортировки шприца (например, Аджилент 7693А).

6 Проведение испытаний

6.1 Общие положения

Приготовить все образцы под действием экранированных УФ ламп дневного света. 
Подготовленные образцы продукции испытывают в течение 14 дней после приготовления 
при условии хранения при температуре от 2 °С до 8 °С в плотно закрытых мерных колбах. 
Все образцы продукции одинаковые и репрезентативные, что достигается путем 
тщательного перемешивания продуктов до отбора образцов.

6.2 Подготовка образцов

6.2.1 Общие положения
Для продуктов, содержащих крахмал, добавить 1 мл раствора такадиастаза (см. 

4.12.2.13). Обеспечить вступление такадиастаза в реакцию с образцами в течение не менее 
30 мин, прежде чем приступить к извлечению.

6.2.1.1 Жидкие образцы
Для готовых к употреблению жидкостей хорошо смешать образцы для обеспечения 

однородности и точно взвесить приблизительно 20,0 г смеси для взрослых или 25,0 г 
адаптированных или частично адаптированных начальных или последующих молочных 
смесей в мерной колбе вместимостью 100 мл. Приступить к извлечению.

6.2.1.2 Порошкообразные образцы
Если однородность порошкообразного образца неизвестна, предполагается, что 

образец не является однородным и придерживаются тех же действий, указанных для 
порошкообразных образцов из сухих смесей/неоднородных порошкообразных образцов 
(см. 6.2.1.3).

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

образцов точно взвесить приблизительно 25,0 г. Добавить 200,0 г воды при температуре 
40 °С перед смешиванием до получения однородной суспензии. При необходимости 
используют лабораторный гомогенизатор. Точно взвесить приблизительно 20,0 г смеси 
для взрослых или 25,0 г адаптированных или частично адаптированных начальных или 
последующих молочных смесей в мерной колбе вместимостью 100 мл.

6.2.1.4 Порошкообразные образцы из водных смесей
Для однородных порошкообразных образцов из жидких смесей необходимо точно 

взвесить приблизительно 3,0 г порошка в мерной колбе вместимостью 100 мл. Добавить 
25 мл воды и перемешивать до тех пор, пока не растворится весь порошок.

6.2.1.5 Элементарные составы
Для продуктов, содержащих свободные аминокислоты и не содержащих интактный 

белок, необходимо добавить 0,5 г казеината кальция или обезжиренного сухого молока к
3,0 г однородного порошка из водных смесей, разбавленного 25 мл воды, или от 20 г до 
25 г жидкости или неоднородного восстановленного порошка из сухих смесей. Хорошо 
перемешать для растворения белка. Сразу же добавить 30 мл буфера ацетата натрия 
(см. 4.12.2.11) и 1 мл 1 %-ного цианида калия. Разбавить до нужного объема водой, 
отфильтровать, очистить и сконцентрировать до 60 мл отфильтрованного раствора на
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предварительно обработанном 900 мг картридже С8 или С18. Не нагревать образец в 
духовке, поддерживающей температуру в 10 °С.

6.2.2 Извлечение
Добавить 30 мл буфера ацетата натрия (см. 4.12.2.11) к каждому экстракту образца и 

перемешать. В вытяжном шкафу добавить 1 мл свежеприготовленного 1%-ного цианида 
калия (см. 4.12.2.10) к каждому образцу и перемешать. Нагреть образцы в печи при 
температуре 105 °С в течение не менее 60 мин, но не более 120 мин. При открытой двери 
температура в печи будет уменьшаться. Отсчет времени начинает, когда температура в 
печи снова достигнет 105 °С.

Извлечь образцы из печи и сразу же охладить в ледяной бане. Разбавить образцы 
водой до нужного объема. Хорошо перемешать. Отфильтровать образцы через 
фильтровальную бумагу (см. 5.12) в конических колбах вместимостью 125 мл или в 
аналогичной стеклянной посуде. При необходимости заменить фильтровальную бумагу 
при засорении. Если приготовленные образцы непрозрачны и содержат очень мелкие 
нерастворимые частицы, необходимо очистить на центрифуге образцы и переместить 
слой жидкости к воронкам, футерованным фильтровальной бумагой. Не нагревать 
образцы, к которым был добавлен казеинат кальция, см. 6.2.1.5.

6.2.3 Концентрация образцов
Для очистки и концентрирования образца вставить 900 мг SPE картридж (см. 5.17) в 

клапан вакуумного коллектора и подсоединить цилиндр одноразового шприца 
вместимостью 30 мл к верхней части каждого картриджа. Обработать картриджи не менее 
20 мл ацетонитрила (элюировать под действием силы тяжести) и промыть картриджи не 
менее 10 мл воды. Используя градуированные пипетки, переместить отфильтрованные 
растворы образцов в картриджи, пользуясь руководящими принципами из таблицы 1. 
Если концентрация витамина Вп неизвестна, необходимо пользоваться руководящими 
принципами для готовых к употреблению продуктов, содержащих от 1 до 10 мкг/л. При 
необходимости применить достаточное количество вакуума, чтобы образцы непрерывно 
стекали через картриджи. Отфильтрованные растворы образцов проходят через 
картриджи со скоростью не более 120 капель/мин. Утилизировать элюент.

Таблица 1 -  Руководящие принципы для загрузки отфильтрованных растворов
образцов в SPE картриджи

Витамин В и в готовых к 
употреблению продуктах 

мкг/л

Объем отфильтрованного 
раствора, погруженного в SPE 

картридж 
мл

Конечный объем 
разбавленного раствора 

мл

< 1 80 5

1-10 70-80 10

11-20 50-60 10

21-50 20—40 10

Примечание -  Не помещать более 60 мл смеси для взрослых в картридж С8 или С18 Alltech.

После того, как все отфильтрованные растворы образцов прошли через картридж, 
необходимо промыть картриджи 5 мл воды и утилизировать элюент. Высушить на воздухе 
картриджи, создавая вакуум до исчезновения элюента. Закрыть клапаны.
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Используя руководящие принципы из таблицы 1, поместить 5 мл или мерную колбу 
вместимостью 10 мл под каждый картридж. Добавить 4,4 мл 30 %-ной смеси 
ацетонитрила и воды (см. 4.12.2.6) ко всем 900 мг SPE картриджам. Открыть клапаны и 
элюировать витамин в мерные колбы с помощью вакуума. Элюент проходит через 
картриджи со скоростью не более 120 капель/мин.

При подготовке окончательного разбавленного раствора для образцов, собранных в 
мерные колбы вместимостью 10 мл, необходимо разбавить водой до нужного объема.

Для образцов, собранных в мерные колбы вместимостью 5 мл, в колпачке добавить 
0,1 мл свежеприготовленного 0,4 %-ного раствора цианида калия (см. 4.12.2.9) в каждую 
мерную колбу. Поместить подготовленные образцы в печь, работающую при температуре 
95 °С не менее чем на 1,5 ч, но не более чем на 4 ч. Вынуть образцы из печи и охладить до 
комнатной температуры. Разбавить водой до нужного объема.

Отфильтровать аликвоту каждого стандартного раствора и приготовленного 
исследуемого раствора через шприцевой фильтр (см. 5.19) в трубку автоматического 
пробоотборника.

6.3 Анализ методом высокоэффективной жидкостной хроматографии
6.3.1 Установка и конфигурация системы
Установка и конфигурация системы приведены на рисунке 1.

а) Конфигурация 1 
Условные обозначения:
1 -  изократический насос
2 -  автоматический пробоотборник
3 -  эксклюзионная колонка
4 -  аналитическая колонка С18

Ь) Конфигурация 2

5 -  градиентный насос
6 -  детектор ультрафиолетового и видимого 
диапазонов
7 -  остаток

Рисунок 1 — Установка и конфигурация системы HPLC

6.3.2 Условия эксплуатации приборов
-  время работы: от 30 до 35 мин;
-  вводимый объем: от 0,9 до 2,0 мл;
-  конфигурация системы, см. таблицу 2;
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Таблица 2 -  Конфигурация системы

Время, Конфигурация клапана
мин (см. рисунок 1)

0,0-10,5 1

10,5-14,5 2

14,5-30,0-35,0 1

-  изократический насос;
-  подвижная фаза D (4.12.2.4);
-  отрегулировать скорость потока, чтобы витамин В 1 2  элюировал из эксклюзионной 

колонки между 10,5 мин и 14,5 мин. Стандартные скорости потока достигают от 1,1 до 
1,2 мл/мин.

Для определения соответствующей скорости потока, подсоединяют эксклюзионную 
колонку непосредственно к детектору ультрафиолетового и видимого диапазонов и вводят 
стандартный раствор с высоким содержанием. Регулируют скорость потока по мере 
необходимости, чтобы витамин В 1 2  элюировал между 10,5 мин и 14,5 мин.

-  градиентный насос;
-  подвижная фаза А (4.12.2.1), В (4.12.2.2) и С (4.12.2.3);
-  градиенты для элюирования витамина В 12 от 24 до 30 мин приведены в таблице 3.

Таблица 3 -  Градиент для колонки (см. 5.3)

Время,
мин % подвижной фазы А % подвижной фазы В % подвижной фазы С

0 90 10 0

14,5 90 10 0

14,6 40-60а) 60-40а) 0

27,0-30,0 40-60а) 60-40а) 0

27,1-30,1 0 10 90

29,9-33,0 0 10 90

а) Создаются соответствующие условия для градиента в каждой колонке для разделения витамина BJ2 и 
рибофлавина и элюирования витамина BJ2 примерно между 24 и 30 мин. Для создания соответствующих 
условий для градиента в новой колонке необходимо приравнять состав градиента на 14,6 мин и с 27,0 мин до 
30,0 мин к средней точке допустимого диапазона из этой таблицы. Ввести разделенный стандартный раствор 
(см. 4.12.2.12) и вычислить разложение (R) между витамином В12 и пиком рибофлавина. Отрегулировать состав 
подвижной фазы при 14,6 мин и в диапазоне от 27,0 до 30,0 мин до значения R более 1,5. После элюирования 
витамина В12 из С18 или фениловой колонки необходимо промыть колонку 90 %-ной подвижной фазой С не 
менее 2,8 мин.

— скорость потока: 1,0 мл/мин;
-  настройки детектора: длина волны детектирования 550 нм и ширина полосы 

10 нм.

8



СТ РК ISO 20634-2016

После уравновешивания системы ввести калибровочные стандартные образцы и 
набор образцов. После введения последнего образца необходимо проанализировать не 
менее одного калибровочного стандартного образца для подтверждения стабильности 
системы.

Пример хроматограммы приведен в приложении А.

7 Вычисления

7.1 Общие положения

Концентрации витамина Bi2 в образцах рассчитываются путем сравнения площадей 
пиков образцов с известным весом с площадями пиков стандартных образцов с известной 
концентрацией.

Осматривают каждый стандартный раствор и образец хроматограммы и убедиться, 
что витамин Bi2 отделен от всех пиков в хроматограммах.

Площади пиков измеряются с помощью системы данных. Перед вычислением 
концентрации образцов витамина Bi2, необходимо сравнить площади пиков стандартных 
растворов витамина Bi2 с витамином Bi2 площадями пиков образцов и убедиться, что 
площади пиков образца витамина Bi2 находятся в пределах диапазона площадей пиков 
стандартного витамина Bi2.

7.2 Вычисление концентрации стандартных растворов

Вычислить массовую концентрацию, pws, в микрограммах на литр, калибровочного 
стандартного раствора витамина В,2 (см. 4.12.3.4), используя формулу (2):

Pws =  $w " Р ' (2)

где Sw -  количество взвешенного стандартного раствора витамина В п, мг;
Р -  степень чистоты стандартного раствора витамина Bi2 (см. 4.11), в мкг 
цианокобаламина (витамин В,2) на мг стандартного раствора;
А -  аликвота используемого промежуточного стандартного раствора витамина Bi2 
(см. 4.12.3.3), мл (в данном случае: 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 мл);
200 -  объем разбавленного раствора, мл.

7.3 Приготовление стандартных растворов для градуировки

В каждой концентрации стандартного образца необходимо вывести среднее 
значение площадей пиков стандартных растворов, вводимых перед вводом набора 
образцов с площадями пиков стандартных растворов после набора образцов. Приготовить 
стандартный раствор для градуировки с помощью метода линейных наименьших 
квадратов (регрессии) по концентрации в зависимости от площадей пиков рабочих 
стандартных растворов.

7.4 Вычисление концентрации витамина Bi2 в анализируемых растворах

Концентрация витамина Bi2 в каждом вводимом приготовленном образце 
экстраполируется из стандартного раствора витамина Bi2 для градуировки, полученного в 
7.3.
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Вычислить массовую долю, wp, витамина В 12 в каждом продукте, в мкг/100 г, 
используя формулу (3):

Л , . , Т Т Ъ ' р у 1
ms Vf ю ‘ (3)

где р; -  концентрация массы вводимого приготовленного образца витамина В12, 
экстраполированного из стандартного раствора для градуировки, мкг/л;
V\ -  объем первого разбавленного раствора, мл (в данном случае: V\ = 100 мл); 
ms -  масса образца, г;
V2  -  объем второго (конечного) разбавленного раствора, мл;
V /-  объем отфильтрованного раствора, помещенного в картридж, мл;
трг -  общая масса восстановления порошка, г (при применимости);
тгр -  масса разбавленного порошкообразного образца, г (при применимости).

Примечание -  mvx и »гф равны 1 для жидких и порошкообразных образцов абсолютного веса.
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Приложение А
(информационное)

Примеры хроматограмм

Рисунок А.1 -  Типичная хроматограмма стандартного раствора

!Ып
Рисунок А.2 -  Типичная хроматограмма образца
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Приложение В
(информационное)

Точность данных

Данные, приведенные в таблице В.1, были получены в ходе межлабораторных 
исследований и опубликованы в 2015 году [2] в соответствии со стандартом ISO 5725-2
[3] и Унифицированным протоколом АОАС-ШРАС для процедур совместного 
исследования с целью оценки точности характеристик метода анализа [4]. Исследование 
проводилось на основе требований, приведенных в Источнике [5].

Более подробная информация о проверке метода размещена на сайте: 
http://standards.iso.org/iso/20634.

Таблица В.1 -  Точность данных для витамина В)2

Образец
NIST
SRM
1849а

1а) 2Ь) зс) 4d) 5е)

Год межлабораторных испытаний 2014 2014 2014 2014 2014 2014

Количество лабораторий 11 9 10 11 10 10

Количество отклоняющихся от 
правил лабораторий 0 0 0 0 0 0

Количество лабораторий, 
оставшихся после выбросов 10 9 10 11 9 10

Количество резко отклоняющихся 
значений (лабораторий) 1 0 0 0 1 0

Количество принятых результатов 20 18 20 22 18 20

Среднее значение, х, мкг/100 г 43,700* 0,272 0,300 0,373 0,543 0,250
Среднеквадратическое 
отклонение повторяемости Sr, 
мкг/100 г

3,0100* 0,0257 0,0270 0,0200 0,0169 0,0244

Коэффициент вариации 
повторяемости С^г, % 6,90 9,46 8,99 5,35 3,11 9,77

Предел повторяемости г 
|г = 2,8 х Sr ], мкг/100 г 8,4300* 0,0720 0,0756 0,0560 0,0473 0,0683

Среднеквадратическое 
отклонение воспроизводимости 
SR, мкг/100 г

3,8600* 0,0427 0,0416 0,0694 0,0603 0,0487

Коэффициент вариации 
воспроизводимости Ст , % 8,84 15,70 13,80 18,60 11,10 19,50

Предел повторяемости R 
[7? = 2,8 х SR 1, мкг/100 г 10,800* 0,120 0,116 0,194 0,169 0,136

Значение коэффициента 
Хорвитца, согласно [6] 0,34 0,40 0,36 0,50 0,32 0,50
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Продолжение таблицы В.1

Образец 6° 78) 8h) 91} 10]) 11к)

Год межлабораторных испытаний 2014 2014 2014 2014 2014 2014

Количество лабораторий 10 10 11 10 9 10
Количество отклоняющихся от 
правил лабораторий 0 0 0 0 0 0

Количество лабораторий, 
оставшихся после выбросов 10 9 10 9 8 10

Количество резко отклоняющихся 
значений (лабораторий) 0 1 1 1 1 0

Количество принятых результатов 20 14 20 18 16 20

Среднее значение, х, мкг/100 г 0,636 1,480 0,428 0,227 0,967 1,080
Среднеквадратическое 
отклонение повторяемости <У„ 
мкг/100 г

0,0348 0,1220 0,0208 0,0111 0,0289 0,0730

Коэффициент вариации 
повторяемости CVr, % 5,47 8,23 4,85 4,90 2,98 6,74

Предел повторяемости г 
| г = 2,8 х Sr 1, мкг/100 г 0,0974 0,3420 0,0582 0,0311 0,0809 0,2040

Среднеквадратическое 
отклонение воспроизводимости 
SR, м к г / 1 0 0  г

0,0587 0,1710 0,0305 0,0202 0,0342 0,1900

Коэффициент вариации
ВОСПРОИЗВОДИМОСТИ CVR, % 9,23 11,5 7,13 8,90 3,54 17,5

Предел повторяемости R 
\R = 2,8 х SR 1, мкг/100 г 0,1640 0,4790 0,0854 0,0566 0,0958 0,5320

Значение коэффициента 
Хорвитца, согласно [61 0,27 0,38 0,20 0,22 0,11 0,55

a) Адаптированные или частично адаптированные начальные или последующие молочные смеси ГУ 
на основе молока.

b) Порошкообразная смесь для взрослых на основе молока.
о) Частично гидролизованная порошкообразная смесь.
d) Элементарная порошкообразная адаптированная или частично адаптированная начальная или 

последующая молочная смесь.
e) Частично гидролизированная порошкообразная адаптированная или частично адаптированная 

начальная или последующая молочная смесь на основе сои.
 ̂Порошкообразная смесь для взрослых с низким содержанием жира.

8) Смесь для взрослых ГУ с высоким содержанием жира (отдельные результаты для четырех 
лабораторий из-за неправильно промаркированных банок с продукцией).

h) Порошкообразная адаптированная или частично адаптированная начальная или последующая 
молочная смесь на основе сои.

Порошкообразная адаптированная или частично адаптированная начальная или последующая 
молочная смесь на основе молока.

j) Порошкообразная адаптированная или частично адаптированная начальная или последующая 
молочная смесь.

k) Смесь для взрослых ГУ с высоким содержанием белка, 
результаты приведены в мкг/кг порошка.

ГУ -  готовый к употреблению.

13



СТ РК ISO 20634-2016

Приложение С
(информационное)

Пример методики квалификационных испытаний SPE картриджа

Для определения эквивалентности SPE картриджа или проверки пригодности новых 
партий картриджей, придерживаются следующей методики квалификационных 
испытаний.

Приготовить раствор, содержащий 160 мкг/л витамина В12 в воде.
Приготовить три образца из одного типичного продукта, содержащего наибольшее 

количество белка любого продукта, который будет проанализирован с помощью данного 
метода с использованием процедуры экстракции, описанной в 5.2.1 и 5.2.2

Смешать все извлеченные образцы отфильтрованных растворов. Добавить 1 мл 
160 мкг/л витамина В12 в водный раствор к 80 мл или 100 мл отфильтрованного раствора 
образца (образец с внутренним стандартом) и добавить 1 мл воды к 80 мл или 100 мл 
отфильтрованного раствора образца (образец без внутреннего стандарта).

Продолжить приготовление образца с внутренним стандартом и без внутреннего 
стандарта, используя концентрацию образца и окончательные процедуры для разбавления, 
описанные в процедуре подготовки образца (см. 5.2.3).

Проанализировать два образца хроматографически. Вычислить концентрацию 
витамина Bi2 в образцах с внутренним стандартом и без внутреннего стандарта, и 
вычислить степень извлечения.

Для пригодности картриджей степень извлечения не менее 90 %.
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