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Предисловие
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стандартизации установлены в ГОСТ 1.0—2015 «Межгосударственная система стандартизации. Ос­
новные положения» и ГОСТ 1.2—2015 «Межгосударственная система стандартизации. Стандарты 
межгосударственные, правила и рекомендации по межгосударственной стандартизации. Правила 
разработки, принятия, обновления и отмены»
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В разделе «Нормативные ссылки» и тексте стандарта ссылки на европейский стандарт актуа­
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М Е Ж Г О С У Д А Р С Т В Е Н Н Ы Й  С Т А Н Д А Р Т

КОРМА

Определение дезоксиниваленола методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с очисткой 

на иммуноаффинной колонке

Anim al feed.
Determ ination o f deoxynivalenolby high performance liquid 

chrom atographic (HPLC) method with im m unoaffin ity column clean-up

Дата введения —  2017— 07— 01

1 Область применения

Настоящий стандарт распространяется на метод определения дезоксиниваленола (ДОН) в комбикормах 
при концентрациях от 150 до 4000 мкг/кг.

2 Нормативные ссылки

В настоящем стандарте использованы ссылки на межгосударственные стандарты, которые являются 
обязательными. Для датированных ссылок применяют только указанное издание. Для недатированных 
ссылок применяют последнее издание ссылочного стандарта (включая все его изменения).

EN ISO 3696:1995 Water for analytical laboratory use. Specification and test methods (Вода для лабо­
раторного анализа. Технические требования и методы испытаний)

3 Сущность метода

Дезоксиниваленол (ДОН) экстрагируют из продукта, используя воду. Затем водный экстракт очищают 
на иммуноаффинной колонке, чтобы удалить примеси из пробы. Затем ДОН количественно определяют 
методом ВЭЖХ с ультрафиолетовым детектором.

4 Реактивы

Для проведения анализа, если не указано иное, используют только реактивы признанной аналити­
ческой чистоты и воду не ниже первой степени чистоты по EN ISO 3696. Качество растворителей должно 
соответствовать требованиям растворителей для ВЭЖХ.

4.1 Ацетонитрил
ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ — Ацетонитрил опасен, поэтому работать с ним необходимо в вытяж­

ном шкафу. Необходимо использовать средства индивидуальной защиты (лабораторный халат, 
очки, перчатки).

4.2 Дезоксиниваленол (ДОН), чистотой не менее 97 %

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ — Дезоксиниваленол высокотоксичен. Все время необходимо носить 
перчатки и очки, а все работы по подготовке пробы и стандартного образца необходимо выпол­
нять в вытяжном шкафу.

4.3 Метанол
ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ — Метанол опасен, поэтому работать с ним необходимо в вытяжном 

шкафу. Необходимо использовать средства индивидуальной защиты (лабораторный халат, очки, 
перчатки).

Издание официальное
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4.4 Ледяная уксусная кислота
ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ — Ледяная уксусная кислота опасна, поэтому работать с ней необходи­

мо в вытяжном шкафу. Необходимо носить соответствующие средства защиты (лабораторный 
халат, очки, перчатки).

4.5 Подвижная фаза
Смешивают 15 объемных частей метанола (4.3) с 84,9 объемной части воды и 0,1 объемной части 

ледяной уксусной кислоты (4.4). Точное количество используемого метанола и необходимость исполь­
зования уксусной кислоты зависят от выбранной для анализа ВЭЖХ колонки. При необходимости регу­
лируют количество метанола. Дегазируют раствор перед его применением.

4.6 Промывной растворитель
Смешивают 50 объемных частей метанола (4.3) с 50 объемными частями воды.

4.7 Исходный раствор ДОН
Раствор содержит 250 мкг дезоксиниваленола на 1 см3 ацетонитрила.
Раствор можно приготовить следующим образом: добавляют 4,0 мл ацетонитрила (4,1) в 5 мг ДОН (4.2) 

для получения раствора с концентрацией 1,25 мг/см3. Разбавляют 1000 мкл раствора с концентрацией 
1,25 мг/ см3 до 5 см3 ацетонитрилом для получения исходного раствора с концентрацией 250 мкг/см3. Разбав­
ляют 200 мкл исходного раствора с концентрацией 250 мкг/см3 в мерной колбе вместимостью 2,0 см3 (5.11) 
ацетонитрилом, чтобы получить разбавленный исходный раствор с концентрацией 25 мкг/ см3.

Для того чтобы определить точную концентрацию, измеряют значения оптической плотности 
данного разбавленного исходного раствора с концентрацией 25 мкг/см3 при помощи спектрофотометра 
(5.15) в диапазоне 200—270 нм в кварцевой кювете с оптической длиной пути 1 см, а в качестве эталона 
используют ацетонитрил (4.1). Измеряют оптическую плотность при 220 нм. Рассчитывают массовую 
концентрацию дезоксиниваленола рДОн, мкг/см3, по формуле

,  4 максМ Ю 0
Рдон (25 мкг/см3) = ----- ^ ------, (1)

где/4макс— оптическая плотность, измеренная при максимальном значении на кривой оптической 
плотности (220 нм);

М — молярная масса дезоксиниваленола (М = 296,3 г/моль);
к — молярный коэффициент поглощения дезоксиниваленола в ацетонитриле (4.1),

(681,0 ± 12,6) м2/моль) ([1]);
d — оптическая длина пути кварцевой кюветы, см (1 см).

Рассчитывают точную концентрацию исходного раствора с концентрацией 250 мкг/мл по следую­
щей формуле

рдон (250 мкг/см3) = рдон (25 мкг/см3 • 10). (2)

Исходный раствор хранят в темном месте не более 3 мес при температуре 4 °С — 8 °С или не 
более 6 мес при температуре ниже минус 18 °С.

П р и м е ч а н и е  —  Приготовление исходного раствора можно выполнять гравиметрически, при этом точно 
взвешивают стандартный образец ДОН и растворитель, используемый для его растворения.

4.8 Раствор для обогащения дезоксиниваленолом
Пипеткой переносят аликвоту исходного раствора ДОН (4.7), эквивалентную 500 мкг ДОН, в мерную 

колбу вместимостью 5 см3 (5.11). Объем содержимого в колбе доводят до метки ацетонитрилом (4.1). 
Получают обогащающий раствор с концентрацией 100 мкг/см3.

4.9 Рабочий раствор ДОН
Пипеткой переносят аликвоту разбавленного исходного раствора ДОН (4.7), эквивалентную 50 мкг 

ДОН, в мерную колбу вместимостью 5 см3 (5.11). Объем содержимого в колбе доводят до метки ацето­
нитрилом (4.1). Получают рабочий раствор ДОН с концентрацией 10 мкг/см3.

2
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4.10 Градуировочные растворы ДОН

Градуировочные растворы готовят из рабочего раствора с концентрацией ДОН 10 мкг/см3 (4.9). 
Добавляют объемы рабочего раствора с концентрацией ДОН 10 мкг/см3 (4.9), приведенные в таблице 1, 
в мерные колбы вместимостью 10 см3 (5.11). Объем содержимого в колбах доводят до метки подвижной 
фазой (4.5). Допускаются отклонения, поскольку самый низкий уровень выше предела детектирования, 
самый высокий уровень не ведет к насыщению сигнала детектора, и существует еще не менее двух 
уровней, равноудаленных друг от друга.

Т а б л и ц а  1 — Приготовление стандартных растворов

Градуировочный раствор Рабочий раствор ДОН (4.9), мкл Концентрация ДОН, нг/см3

1 450 450

2 375 375

3 300 300

4 225 225

5 150 150

6 75 75

4.11 Иммуноаффинные колонки для очистки ДОН
Иммуноаффинная колонка (IA) содержит антитела для дезоксиниваленола. Вместимость колонки 

должна быть не менее 2500 нг ДОН и обеспечивать степень извлечения не менее 70 % при использо­
вании 25 нг ДОН в 1-2 см3 воды (в зависимости от инструкций изготовителя).

5 Оборудование

Используют стандартное лабораторное оборудование, в том числе перечисленное ниже.
5.1 Аналитические весы с ценой деления d = 0,001 г для взвешивания пробы, с ценой деления d 

= 0,01 мг для гравиметрического приготовления исходного раствора ДОН (4.7).
5.2 Гомогенизатор/высокоскоростной блендер.
5.3 Лабораторный встряхиватель.
5.4 Вихревой миксер или эквивалентный прибор.
5.5 Измельчитель (разные сита).
5.6 Барабанный смеситель.
5.7 Колбы с резьбовыми крышками вместимостью 250, 500 см3.
5.8 Воронки надлежащего размера.
5.9 Фильтр целлюлозный, с размером поры примерно 30 мкм.
5.10 Фильтр из стеклянного микроволокна без связующих веществ, с размером пор около 2 мкм.
5.11 Мерные колбы вместимостью 2, 5, 10 см3.
5.12 Градуированные пипетки вместимостью 1,5 см3.
5.13 Дозаторы пипеточные переменного объема или газонепроницаемые стеклянные шприцы

вместимостью 100, 1000 мкл.
5.14 Система ВЭЖХ.
5.14.1 Насос бинарный без пульсаций, с расходом, подходящим для аналитической колонки.
5.14.2 Аналитические колонки.
Любая колонка, которая обеспечивает достаточное разделение дезоксиниваленола от других ин­

терферирующих компонентов. Примерами являются Phenomenex ODS3-Prodigy (внутренний диаметр 
150 х 4,6 мм), размер частиц 5 мкм, размер поры 100 A; Octadecylsilane (ODS), внутренний диаметр 
250 х 4,6 мм, размер частиц 3 мкм, размер поры 80 A; Octadecyl (С18) внутренний диаметр 250 х 4,6 мм, 
размер частиц 5 мкм, размер поры 180 А.

5.14.3 Предколонка (на усмотрение пользователей настоящего стандарта), подходящая для ис­
пользуемой аналитической колонки.

5.14.4 Автодозатор, позволяющий вводить необходимые объемы при достаточной повторяемости.
5.14.5 Ультрафиолетовый детектор, позволяющий измерять при длине волны 220 нм.
5.14.6 Система сбора данных.
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5.15 Ультрафиолетовый спектрофотометр для проверки концентрации исходного раствора ДОН (4.7).
5.16 Емкости соответствующего размера с приспособлением для соединения с иммуноаффинными 

колонками.
5.17 Стеклянные виалы соответствующего размера для автодозатора (5.14.4), вместимостью не 

менее 2,0 см3.
5.18 Шприцевой фильтр, полиамид (нейлон), размер пор — 0,45 мкм.
5.19 Испаритель, способный поддерживать температуру 50 °С при постоянном потоке воздуха 

или азота.

6 Методика проведения испытания
6.1 Подготовка пробы

Важно, чтобы лаборатория получала пробу, которая действительно является представительной 
и не была повреждена или заменена во время транспортирования или хранения. Пробы отбирают и 
подготавливают в установленном порядке ([2]). Пробы тонко измельчают и тщательно перемешивают, 
используя измельчитель (5.5) и барабанный смеситель (5.6) или применяя другой процесс, в отноше­
нии которого было доказано, что он обеспечивает полную гомогенизацию до того, как будет отобрана 
навеска для анализа.

Во всех случаях, если проба заморожена, ей дают полностью разморозиться до отбора навески. 
Пробу тщательно перемешивают до отбора.

6.2 Экстракция
Взвешивают 25 г подготовленной пробы в колбу с резьбовой крышкой вместимостью 250 или 

500 см3 (5.7). Добавляют 200 мл деионизированной воды, завинчивают крышку и встряхивают (5.3) в 
течение 1 ч.

Готовят воронку (5.8) с фильтром (5.9). Фильтруют экстрагированную пробу в чистую колбу с резь­
бовой крышкой вместимостью 250 или 500 см3 (5.7).

6.3 Очистка на иммуноаффинной колонке
Присоединяют емкость (5.16) к иммуноаффинной колонке. Добавляют 8 см3 деионизированной 

воды. Затем переносят 2,0 см3 отфильтрованного экстракта (см. выше; 0,5 мл в случае аналитических 
результатов более 4000 мкг/кг; см. раздел 8) в емкость (5.16). Дают экстракту самостоятельно полностью 
протечь через иммуноаффинную колонку со скоростью 1—2 капли в секунду. Когда экстракт полностью 
протечет через иммуноаффинную колонку, через колонку пропускают 5 см3 деионизированной воды. 
Удаляют остаточную жидкость, пропуская через колонку азот или воздух в течение примерно 5 с. Выли­
вают все элюаты данного этапа очистки.

Помещают виалу для автодозатора ВЭЖХ (5.17) под колонку и пропускают самотеком 0,5 мл 
метанола (4.3) через колонку, собирая элюат. После того как последние капли метанола пройдут через 
колонку, оставляют метанол в колонке примерно на 1 мин. Затем добавляют еще 1,0 мл метанола (4.3) 
и продолжают собирать элюат. Осторожно пропускают азот или воздух через колонку, чтобы собрать 
весь остаточный элюат.

П р и м е ч а н и е  — В качестве альтернативы процедуре очистки на иммуноаффинной колонке, проводимой 
вручную (6.3), элюирование можно выполнить, используя устройство автоматической подготовки пробы при условии, 
что объемы и скорости потока останутся неизменными.

6.4 Приготовление аналитического раствора
Помещают виалу с элюатом в испаритель (5.19) и осторожно выпаривают досуха под воздействием 

азота или воздуха при температуре примерно 50 °С. Сразу после этого охлаждают виалу ВЭЖХ до ком­
натной температуры и разбавляют остаток 0,50 см3 подвижной фазы (4.5). Хорошо перемешивают при 
помощи вихревого миксера (5.4) в течение не менее 30 с, чтобы остаток снова полностью растворился. 
Если аналитический раствор мутный, тогда его фильтруют через шприцевой фильтр (5.18).

6.5 Процедура обогащения
Для того чтобы определить степень извлечения, обогащают материал без дезоксиниваленола обо­

гащающим раствором (4.8). Уровень обогащения должен находиться в пределах диапазона градуировки 
(желательно средний диапазон). Оставляют обогащенную пробу на 30 мин не менее, чтобы испарился 
растворитель.

4
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7 Определение методом ВЭЖХ
7.1 Градуировочная кривая
Градуировочную кривую строят до начала проведения анализов по градуировочным растворам 

ДОН (4.10) с различными концентрациями. Градуировочную кривую строят до анализа аналитических 
проб, при этом на ней отражают зависимость концентрации ДОН [нг/см3] (ось х) от пиков в виде площа­
ди или высоты (ось у), определяют угол наклона и возможную точку пересечения, используя линейную 
регрессию, и проверяют график, используя соответствующие средства диагностики.

7.2 Определение дезоксиниваленола в аналитическом растворе
Вводят аликвоты аналитического раствора в хроматограф, применяя те же условия, что и для 

построения градуировочной кривой.

7.3 Идентификация пика
Идентифицируют пик дезоксиниваленола в аналитическом растворе, сравнив время его удержания 

со временем удержания ближайшего градуировочного раствора ДОН (4.10), введенного в ходе серии 
анализов ВЭ>Ю(. Концентрация дезоксиниваленола в аналитическом растворе должна быть в пределах 
диапазона градуировки. Если уровень содержания дезоксиниваленола в аналитическом растворе выше 
концентрации градуировочного раствора ДОН с самым высоким показателем, аналитический раствор 
разбавляют подвижной фазой, чтобы привести его в соответствие с диапазоном градуировки, и снова 
проводят анализ. Коэффициент разведения используют во всех проводимых расчетах.

7.4 Рабочие условия ВЭЖХ
При использовании оборудования, перечисленного в 5.14, было установлено, что следующие ус­

ловия обеспечивают надлежащее разделение:
Инжектированный объем: 100-300 мкп
Длина волны ультрафиолетового детектора: 220 нм
Скорость потока подвижной фазы: 1,0 мл/мин

Если насос системы ВЭЖХ подает подвижную фазу (4.5) через канал А и промывной раство­
ритель (4.6) через канал В, тогда порядок подачи следующий:

Время, мин Канал А, % Канал В, %
0-15 100 0
15-25 0 100
25-35 100 0

П р и м е ч а н и е  —  Было доказано, что подвижные фазы, приготовленные с использованием ацетони­
трила и воды, также являются подходящими альтернативами и могут быть использованы в случае, если они 
обеспечивают надлежащее разделение компонентов.

8 Обработка результатов

По градуировочной кривой определяют концентрацию дезоксиниваленола в нанограммах на 
миллилитр в аналитическом растворе, введенном в колонку для ВЭЖХ.

Рассчитывают массовую долю дезоксиниваленола wflOH, нг/г или мг/кг, с точностью до одного 
десятичного знака, по следующей формуле

Уг_
^дон "  сдон 1 v2 ' ms ’ (3)

где Сдон — массовая концентрация дезоксиниваленола, определенная посредством градуировки (7.1);
V3 — общий объем аналитического раствора, равный 0,5 см3 (6.4);
У2— объем аликвоты экстракта, использованного для очистки, равный 2,0 или 0,5 см3 (6.3);
Ц — общий объем растворителя для экстракции, равный 200 см3 (6.2);
ms— масса экстрагированной навески, равная 25,0 г (6.2).

5
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Формула может быть сокращена, если вставлять в нее указанные значения массы и объема.

Мдон = Сдон ■ 2 (при очистке 2 см3 экстракта). (4)

Если по указанной формуле получено значение более 500, проводят новую очистку 0,5 см3 
экстракта пробы (см. 6.3). Тогда сокращенная формула выглядит следующим образом:

Мдон = Сдон ' 8 (ПРИ очистке 0,5 см3 экстракта). (5)

9 Прецизионность
9.1 Межпабораторное исследование
Подробная информация о межлабораторном исследовании прецизионности метода представлена 

в [1]. Значения, полученные в ходе межлабораторного исследования, могут быть неприменимы к диа­
пазонам концентрации и/или матрицам, отличным от представленных.

9.2 Повторяемость
Абсолютное расхождение между двумя отдельными результатами испытания, которые были полу­

чены при применении одного и того же метода на идентичном испытательном материале одним и тем 
же оператором на одном и том же оборудовании в течение короткого промежутка времени, не должно 
превышать предел повторяемости г более чем в 5 % случаев.

х = 229 мкг/кг г = 87,5 мкг/кг
х = 401 мкг/кг г= 97,2 мкг/кг
х = 188 мкг/кг 
х = 505 мкг/кг 
х = 1 013 мкг/кг

г = 31,9 мкг/кг 
г = 233,2 мкг/кг 
г = 232,9 мкг/кг

9.3 Воспроизводимость
Абсолютное расхождение между двумя отдельными результатами испытания, полученными на 

идентичном объекте испытаний в двух лабораториях, не должно превышать предел воспроизводимости
R более чем в 5 % случаев.

х = 229 мкг/кг R = 100,6 мкг/кг
х = 401 мкг/кг R = 184,7 мкг/кг
х = 118 мкг/кг R = 132,8 мкг/кг
х = 505 мкг/кг R = 329,2 мкг/кг
х = 1 013 мкг/кг R = 299,0 мкг/кг

10 Протокол испытаний

Протокол испытаний должен содержать следующие сведения:
a) всю информацию, необходимую для полной идентификации пробы (вид пробы, место отбора, 

назначение);
b) ссылку на настоящий стандарт;
c) дату и тип методики отбора пробы (если они известны);
d) дату поступления пробы в лабораторию;
e) дату проведения испытаний;
f) результаты испытаний с указанием единиц выражения результатов испытаний; 
д) сведения о том, была ли достигнута повторяемость;
h) все особенности, наблюдавшиеся при проведении испытаний;
i) все операции, не оговоренные в методике или рассматриваемые как необязательные, которые 

могли повлиять на результаты испытаний.
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Приложение A 
(справочное)

Данные по прецизионности

Следующие данные были получены при межлабораторном совместном испытании ([3]) в соответствии с ру­
ководством АОАС по совместным исследованиям с целью валидации характеристик метода анализа ([4]).

Т а б л и ц а  А. 1 — Данные по прецизионности

Проба Корма Корма Корма Корма Корма Корма

Год межлабораторного исследования 2005 2005 2005 2005 2005 2005

Количество лабораторий 11 11 13 13 13 12

Количество лабораторий, оставшихся после вы­
читания выбросов 10 10 12 11 13 12

Количество выбросов (лабораторий) 1 1 1 2 0 0

Количество принятых результатов 10 10 12 11 13 12

Среднее значение х , мкг/кг 229 401 <30 188 505 1 013

Стандартное отклонение повторяемости sr , мкг/кг 31,2 34,7 н. п. с> 11,4 83,3 83,2

Коэффициент вариации повторяемости, СЦг), % 13,7 8,7 н. п. с> 6,1 16,5 8,2

Предел повторяемости г а), мкг/дм3 87,5 97,2 н. п .с) 31,9 233,2 232,9

Стандартное отклонение воспроизводимости sR, 
мкг/кг 35,9 66,0 н. п .с) 47,4 117,6 106,8

Коэффициент вариации воспроизводимости, 
CV(R), % 15,7 16,5 н. п .с) 25,2 23,3 10,5

Величина Горрата 0,8 0,9 н. п .с) 1,2 1,3 0,7

Предел воспроизводимости R Ь), мкг/л 100,6 184,7 н. п .с) 132,8 329,2 299,0

Степень извлечения, % 100 93 н. п .с) н. п. с> н. п. с) н. п. с>

a) г=  2,8 х sr
b) R = 2,8 х Sr.
c) Не применяется.
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Т а б л и ц а  А.2 —  Состав материалов

Материал для 
анализа Ингредиент Количество,

кг Состав1*

Контрольная
проба

Овес (очищенный) 1,5 Овес

Овес (черный) 1,5 Овес

Соевые бобы 1,5 Соя

Кроличий корм 1,5 Смесь злаковых культур, морковь

Кормовая смесь 
для птиц

3 Семена подсолнечника, кукуруза, овес, пшеница, семена 
дикорастущих растений, семена льна

Уровень 1 Комбикорм для 
свиней

8 Горох, соя, пшеница, ячмень, тапиока, семена капусты, 
животный жир, кукуруза, карбонат кальция

Уровень 2 Комбикорм для 
лошадей

8 Ячменные хлопья, овсяные хлопья, кукуруза, растительное 
масло, люцерна, смесь гранул для лошадей

Уровень 3 Лошадиные
мюсли

2 Овес, ячменные хлопья, кукурузные хлопья, горох, мелас­
са, растительное масло

Кроличий корм 2 Пшеница, люцерна, семена подсолнечника, семена капу­
сты, меласса из сена, ячмень, жареная соя

Комбикорм для 
свиней

4 Горох, соя, пшеница, ячмень, тапиока, семена капусты, 
животный жир, кукуруза, карбонат кальция

Сладкий корм для 
лошадей

0,5 Состав неизвестен с морковью и витаминами A, D3 и Е

Люцерна 1 Люцерна

Пшеница 0,7 Пшеница

Соево-кукурузная
смесь

2 Соя и кукуруза, по 50 % каждого злака

1) В порядке убывания.
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Приложение В 
(справочное)

rO C T E N  15791— 2015

Хроматограммы

Рисунок В.1 — Проба корма, загрязненная естественным образом (примерно 2 мг/кг)
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Приложение ДА  
(справочное)

Сведения о соответствии ссылочного европейского 
стандарта межгосударственному стандарту

Т а б л и ц а  ДА.1

Обозначение ссылочного европейского 
стандарта

Степень
соответствия

Обозначение и наименование соответствующего 
межгосударственного стандарта

EN ISO 3696:1995 ЮТ ГОСТ ISO 3696— 2013 «Вода для лабораторного анализа. 
Технические требования и методы испытаний»

П р и м е ч а н и е  —  В настоящей таблице использовано следующее условное обозначение степени соответ­
ствия стандарта:

- ЮТ —  идентичный стандарт.
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