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Алгысез

1 «Kazakhstan Business Solution» жауапкершшп шектеуш cepiKTecriri (ТК 91 «Химия» 
стандарту бойынша техникальщ комитет!) ДАЙЫНДАП ЕНГ13Д1

2 Казахстан Республикасы Инвестициялар жэне даму министрлш Техникальщ 
реттеу жэне метрология комитет! Терагасыньщ 2016 жылгы 23 карашадагы № 296-од 
буйрыгымен БЕК1ТШШ ЦОЛДАНЫСКА ЕНГ13ШД1

3 Осы стандарт ISO 20638:2015 Infant formula -  Determination o f nucleotides by liquid 
chromatography (Балалардьщ тамактануына арналган коспалар. Суйыктык хроматография 
кемепмен нуклеотид мелшерш аньщтау) хальщаральщ стандартына сэйкес келедг

Хальщаральщ стандартты АОАС INTERNATIONAL кауымдастыгымен б!рлесш 
ISO/TC 34 «Тамак ешмдерЬ) техникальщ комитет! эз1рледг

Агылшын тшнен аударылган (еп)
Осы улттык стандарт хальщаральщ стандарттьщ ресми нускасы непзшде эз!рлещц 

жэне осында бершген сштемелер Нормативт!к техникальщ кужаттардын б1рьщгай 
мемлекеток корында бар.

Мемлекетак жэне орыс т!лдер!ндеп мэДн ресми болып табылады.
СэйкесДк децгеш -  б1рдей (ШТ).

4 Осы стандартта Казакстан Республикасыньщ «Техникальщ реттеу туралы» 
2004 жылгы 9 карашадагы № 603-II, «Казахстан Республикасындагы т!лдер туралы» 
1997 жылгы 11 иплдедеп № 151 Зацдарыньщ нормалары icKe асырылды

5 Б1Р1НШ1 ТЕКСЕРУ MEP3IMI 2023 жылы
ТЕКСЕРУДЩ КЕЗЕНДШ1Г1 5 жыл

6 АЛГАШ РЕТ ЕНГ131ЛД1

Осы стандартца emi3imeH взгерютер туралы ацпарат «Стандарттау бойынша 
нормативпйк цужаттар» сттеместде, ал взгерю мэтш «Мемлекеттт стандарттар» 
ай сайынгы ацпараттыц сттеместде жарияланады. Осы стандарт цайта царалган 
(жойылган) немесе ауыстырылган жагдайда muicmi ацпарат «Мемлекеттт 
стандарттар» ацпараттыц сттеместде жарияланады.

Осы стандарт Казахстан Республикасы Инвестициялар жэне даму министрлш 
Техникальщ реттеу жэне метрология комитет!нщ руксатынсыз ресми басылым ретшде 
Казахстан Республикасы аумагында толыкгай немесе белшектелш басылып шыгарыла, 
кебейтше жэне таратыла алмайды

II



к;Р СТ ISO 20638-2016

КАЗАХСТАН РЕСПУБЛИКАСЫНЫН, УЛ Г ГЫК СТАНДАРТЫ__________

Балалардыц тамацтануына арналган коспалар

СУЙЫ1<ГЫК ХРОМАТОГРАФИЯ КОМЕГ1МЕН НУКЛЕОТИД 
МОЛШЕР1Н АНЬНуГАУ

Енпзьлген кун! 2018-01-01

1 Колданылу саласы

Осы стандарт суйьщтьщ хроматография кемепмен катты (ягни, унтак) немесе суйьщ 
(ятни, туты нута дайын суйыктык пен суйык концентраттар) туршдеп балалардьщ 
тамактануына арналтан коспадаты 5'-мононуклеотидтер мелшерш сандьщ аныктау эдюш 
белгшейдт

2 Терминдер мен аньщтамалар

Осы стандартта тшсп аньщтамаларымен 6ipre мынадай терминдер колданылады:
Адапталган немесе жартылай адапталган бастапкы немесе сонгы суг 

коспалары (infant formula): Ом1ршщ oipiHuii айынан бастап тшсп тамакгы колдану 
кушне дешн (72-1981 [1] Стандарт Кодекс1не сэйкес) тамактануда сэбилердщ кажеттшшн 
канататтандыру уьшн арнайы дайындалтан емшектеп сутпц жасанды алмастыртышы.

3 Эдштщ мэш

Сынаманы белок пен майдьщ езара эсерш басу унпн туздьщ жотары мелшер1 бар 
ертндщ е ерпедг 5'-мононуклеотидтер -  уридин-5'-монофосфат (UMP), инозин-5'- 
монофосфат (IMP), аденозин-5'-монофосфат (АМР), гуанозин-5'-монофосфат (GMP), и 
цитидин-5'-монофосфат (СМР) -градиентп аласталтан жылжымайтын фазаньщ С18 
пайдаланып кешннен хроматографияльщ зерттеп ку н т  анион алмасу тасытышпен капы 
фазалык шайтындау (SPE), тимидин-5'-монофосфатты (ТМР) пайдаланып iuiKi стандартты 
эдютеме бойынша сандьщ талдау мен UY-детектирлеу жолымен ipiicrey сынамасынан 
белед1 [2].

2 Реагенттер мен заттар

Егер езгелей жазылмаса, зерттеу Kesi нде белгш аналитикальщ тазальщ децгеш бар 
реагенттер мен тазартьшган немесе минералсызданган суды немесе балама тазальщ 
децгеш бар суды пайдаланады.

Ресми басылым

1



СТ ISO 20638-2016

4.1 99 %-дан кем емес тазальщ децгеш бар стандартты ертндшер (Sigma^ немесе 
балама). Егер ерюн кыпщыл тилщц сатылымда болмаса, натрийдщ нуклеотидты тузы 
немесе натрий тузыныц гидратын ауыстыруга болады.

4.1.1 ТМР, тимидин-5'-монофосфат, CAS-HeMipi: 365-07-1.
4.1.2 АМР, аденозин-5'-монофосфат, CAS-HeMipi: 61-19-8.
4.1.3 CMP, цитидин-5'-монофосфат, CAS-HeMipi: 63-37-6.
4.1.4 GMP, гуанозин-5'-монофосфат, CAS-HeMipi: 85-32-5.
4.1.5 IMP, инозин-5'-монофосфат, CAS-HeMipi: 131-99-7.
4.1.6 UMP, уридин-5'-монофосфат, CAS-HOMipi: 58-97-9.
4.2 Бромды калий (KBr).
4.3 Калий дгидрофосфаты (КН2РО4).
4.4 Ортофосфор кыпщылы (Н3Р 0 4).
4.5 Гидроксид калия (КОН).
4.6 Этилендиаминтетра cipKecy кыпщылы, кос сулы кос натрий тузы (EDTA).
4.7 Натрий хлорида (NaCl).
4.8 Метанол (СН3ОН).
4.9 Реагенттер дайындау
4.9.1 Стандарттаушы буфер (КН2Р 0 4, с = 0,25 моль/л, pH = 3,5). 34,0 г КН2Р 0 4 (5.3 

кара) 900 мл суда ерши, ортофосфор кыпщылымен pH децгешн 3,5-ке дешн жетюзу керек 
(5.4 кара). 1 л-ге дешн араластыру керек.

4.9.2 Шагындау ер тщ ц а  (NaCl, с = 1 моль/л, EDTA с = 4 ммоль/л). 58,5 rNaCl (5.7 
кара) жэне 1,5 г EDTA (4.6 кара) ерНу керек. 1 л суда араластыру кажет.

4.9.3 Шаятын epiTiнд1 (КВг, с = 0,3 моль/л). 3,6 г КВг (5.2 кара) 100 мл суда ерггу 
керек.

4.9.4 Элюентп ертщ ц (КН2Р 0 4, с = 0,5 моль/л, pH = 3,0). 6,8 г КН2Р 0 4 (5.3 кара) 
90 мл суда ерыу жэне pH децгешн ортофосфор кышкылымен 3,0-ге дешн жетюзу керек. 
100 мл-ге дешн араластыру кажет.

4.9.5 Жылжымалы фаза А (КН2Р 0 4, с = 10 ммоль/л, pH = 5,6). 1,4 г КН2Р 04 (см. 5.3) 
900 мл суда ерыу жэне pH децгешн (5,6 ± 0,1) дешн КОН (10 % м/кел.) ертндюшщ 
кемепмен жетюзу керек. 1 л-ге дешн сумей жетюзу керек. Белме температурасында 
органикальщ ерИюштщ азгана мелшер1 бар немесе мулдем жок фосфатты буферде 
микробтыц ecyi жш орын алатындыкдан кундел1кт1 дайындайды.

4.9.6 Жылжымалы фаза В, 100 %-дьщ метанол (5.8 кара).
4.10 Стандартты ертщ цш  дайындау
4.10.1 Шамамен 1 мг/мл бастапкы стандартты epiTi нд! р. Сыйымдылыгы 50 мл жеке 

елшеу кутысына 9p6ip 5'-монофосфатты нуклеотидтщ 50 мг дэл олшенд1с1н алады. 40 мл 
су косып, epireHre дешн араластырады жэне кажетп колемге дешн сумей араластыру
кажет.

4.10.2 Стандартты таза ертндТ Сыйымдылыгы 50 мл жеке олшеу кутысына 1,0 мл 
9p6ip бастапкы стандартты ертщ цш  (4.10.1 кара) тамшуырмен олшеп алый, кажетп 
колемге дешн стандарттаушы буфермен араластырып (4.9.1 кара), нуклеотидтщ эрб!р 
бастапкы стандартты ер1т1нд1с1шц шогырлануын аныкдау уш1н сэйкес А.тах кез1нде жуту 
каб1лепн олшеу керек. 1-кесте мен коздерд1 [2] жэне [3] кара.

^ Сатьшымда бар колайлы ешмшц улпс1. Осы акпарат осы стандартты пайдаланушылардыц 
колайлылыгы YHiin келт1р1лд1 жэне осы ешмд1 ISO макулдаганына растау болып табьшмайды. Егер олар сол 
нэтижеге алып icejieriHiH керсетшсе, балама ешмдер пайдаланылуы мумюн.
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1-кесте. Максимальные значения UV-поглощения и коэффициенты и 5'- 
монофосфатты нуклеотидтер уипн экстинкцияныц максималды мэш

5'-монофосфатты нуклеотид /-max,НМ pi%^lcm

Аденозин-5'-монофосфат 257 428,6

Цитидин-5'-монофосфат 280 390,9

Гуанозин-5'-монофосфат 254 392,0

Инозин-5'-монофосфат 249 356,5

У ридин-5'-монофосфат 262 312,7

Тимидин-5'-монофосфат 267 288,5

4.10.3 1шк1 стандартты ертщ р, р  шамамен 80 мкг/мл. 4 мл бастапкы стандартты 
ертщ рш  ТМР (4.10.1 кара) 50 мл суда араластыру керек.

5.10.4 Шамамен 40 мкг/мл жумыстьщ стандартты ертщ р р. Op6ip бастапкы 
стандартты ертщ рш  2 мл тамшуырмен сыйымдылыгы 50 мл елшем кутысына елшеп 
салады (4.10.1 кара) (AMP, CMP, GMP, IMP и UMP) жэне кажетп келемге дешн сумей 
араластырады.

5.10.5 Калибрейтш стандартты ертщ р. Калибрлейпн стандартты epiriHpi 
нуклеотщрнщ номиналды шогырлануын алу унпн 2-кестеш кара.

4.10.5.1 Калибрейтш стандартты 1 -ертщ р. Сыйымдылыгы 25 мл елшем кутысына 
тамшуырмен 0,25 мл жумыстьщ стандартты ертн дЫ  (4.10.4 кара) жэне 1 мл inna 
стандартты ертн дЫ  (4.10.3 кара) елшеп алу жэне кажетп келемге дешн сумей 
араластыру керек.

4.10.5.2 Калибрейтш стандартты 2-ертндп Сыйымдылыгы 25 мл елшем кутысына 
тамшуырмен 0,5 мл жумыстьщ стандартты ер1т1нд1ш (4.10.4 кара) жэне 1 мл imKi 
стандартты ертн дЫ  (4.10.3 кара) елшеп алу жэне кажетп келемге дешн сумей 
араластыру керек.

4.10.5.3 Калибрейтш стандартты З-ертндг Сыйымдылыгы 25 мл елшем кутысына 
тамшуырмен 2 мл жумыстьщ стандартты ертщ рш  (4.10.4 кара) жэне 1 мл iniKi 
стандартты ертн дЫ  (4.10.3 кара) елшеп алу жэне кажетп келемге дешн сумей 
араластыру керек.

4.10.5.4 Калибрейтш стандартты 4-ертндг Сыйымдылыгы 25 мл елшем кутысына 
тамшуырмен 5 мл жумыстьщ стандартты ертщ цш  (4.10.4 кара) жэне 1 мл iniKi 
стандартты ертщ рш  (4.10.3 кара) елшеп алу жэне кажетп келемге дешн сумей 
араластыру керек.

2 -кесте. Калибрлейтш стандартты ертндш щ  номиналды шогырлануы

Калибрлейпн Эр нуклеотидпц шогырлануы: ТМР шогырлануы,
стандартты ертщ р AMP, CMP, GMP, IMP жэне UMP, мкг/мл мкг/мл

1 0,4 3,2

2 0,8 3,2

3
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2-кестетц жалгасы

Калибрлейт1н 
стандартты ер!т! нд1

Эр нуклеотидтщ шогырлануы:
AMP, CMP, GMP, IMP жэне UMP, мкг/мл

ТМР шогырлануы, 
мкг/мл

3 3,2 3,2

4 8,0 3,2

5 Жабдык;

Стандартты зертханальщ ьщыс пен жабдык, атап айтканда мыналар.
5.1 Соргымен, 50 мкл шмекп мелшерлепнп бар улгшер мелшерлепuiiмен, 

дегазатормен жэне фотодиодты матрицамен жаракталган HPLC жуйесг
5.2 Ваган С18, Gemini^ С18, 5 мкм, 4,6 мм х 250 мм (Phenomenex^).
5.3 Спектрфотометр, улрден кешн 3 белпге дешн санауга кабшеттг
5.4 pH елшеуге ар налган жабдык.
5.5 Центрифуга.
5.6 Центрифугальщ сынауыктар, Amicon Ultra MWCO 3k, 4 мл (Millipore)1).
5.7 Полипропилен центрифугалык сынауыктар, сыйымдылыгы 50 мл.
5.8 Bip ретпк шприцтер, сыйымдылыгы мл.
5.9 Ацетатцеллюлоза мембранасы бар 0,2 мкм шприц сузпштер.
5.10 SPE арналган вакуумды жинагыш.
5.11 Купгп анион алмасатын полипропилен SPE картридждер, 6 мл х 1000 мг, 

Chromabond SB^.
5.12 Сузпш аракабырга, 0,45 мкм, полиамидтг

Ескертпе. Барльщ салыстырып тексеру куралдары салыстырып тексершуге/калибрленуге 
(аттестатталуга) тию жэне колдапыстагы салыстырып тексеру/калибрлеу (аттестаттау) сертфикаттар 
(куэ.иктер) жэне/немесе калибрлеу белилерппц салыстырып тексеру тацбасыньщ 6cjirici болуга, ал 
стандартты улгшер колдануга ж!бершуге жэне [9] сэйкес KJ-* М 0Ж  т1з1л1м1не енпз1луге тшс.

6 Улгшерд1 дайындау

a) Ашканга дешн улпге арналган контейнерд1 шайкау немесе араластыру керек.
b) 10 мл тутынуга дайын/балалар тагамына арналган суйьщ сут копасын немесе 1 г 

унтактьщ дэл елшенд1с1н алып, сыйымдылыгы 50 мл ушртш сынауыгына салады.
c) 30 мл шайгын ер1т1нд1с1н косу керек (4.9.2 кара).
d) 1,0 мл iniKi стандартты ер1т1нд1с1н косу керек ТМР (4.10.3 кара).
e) сынауьщты жабу жэне унтак тольщ ер1генше с1люп, араластыру керек.
f) тольщ гидратацияны камтамасыз ету унйн улпн1 10 минутка калдыру керек.
g) соцгы келемге деГпн шамамен 50 мл суды араластыру кажет.
h) крахмал непз1ндеп ен1мдер упйн 2 х 4 мл дайындалган улпш exi жеке ультра 

ушртю сынауыгына салып, 60 минут бойы 3500 г кезшде уГпрткллеу жэне exi сынауьщтан 
сузшген epiri нд1 Hi 6ipi KTipy кажет.

Сатылымда бар колайлы ен1мн1ц yniici. Осы акпарат осы стандартты пайдаланушылардыц 
Колайлылыгы yniiH келт1ршд1 жэне осы он1мд1 ISO макулдаганына растау болып табылмайды. Егер олар сол 
нэтижеге алып келетшш керсетшсе, балама он!мдер пайдаланылуы мумьан.
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7 Сынак журпзу

7.1 Шыгару

Шыгарудыц барльщ процедурасында картриджге кур га к жумыс icreyre жэне тегуд1 
картридж непзшщ устщп б олт не жузеге асыруга мумющрк бермеу керек.

Картриджтн тегу кезшде агын жылдамдыгы 2 мл/минуттан кем болмауга Tuic.

a) эр улп угшн вакуумды жинагышта 6ip SPE картриджтц салу керек;
b) 4 мл метанол косып жэне кешннен 2 есе су мелшерш косып (эр жолы 5 мл) жэне 

картридж непзшщ устщп б олт не тегуд1 жузеге асырып баганды устау керек;
c) улп Hi н 4 мл ертщ рсш  картриджге жуктеу жэне картридж непзшщ успцп 

б о л т  не тегуд1 жузеге асыру кажет;
d) 4 мл шаю ертщ цамен езара байланысты жою угшн картриджд1 жуу (5.9.3 кара) 

жэне картридж непзшщ успцп б олт не тегуд1 жузеге асыру кажет;
e) SPE угшн жинагышта улп Hi жинау угшн сынауьщты салу керек;
f) улп Hi тегуге арналган сынауьщтагы 4 мл аластау ертндюшщ нуклеотидтерд1 

аластау (5.9.4 кара) жэне картридж^ тольщтай кеппру керек;
g) автоматты сынама жинау туппнде кеуепшц елшем1 0,2 мкм шприц сузпшпен 

шамамен 2 мл элюент аликвотасын сузу кажет.

7.2 Хроматография

а) 3-кестеде бер1лген процедура кемепмен нуклеотидп бел1п жогары емес 
кысымныц А жэне В жылжымалы ею фазасын араластыру жолымен градиенттер курау.

3-кесте. Хроматографиялыц болуге арналган градиентт! процедура

Уакыты, мин Агынныц жылдамдыгы, 
мл/мин

Жылжымалы фаза А, 
%

Жылжымалы фаза В, 
%

0 0,6 100 0

25 0,6 80 20

26 0,6 100 0

40 0,6 100 0

b) Сандьщ аныктау унпн толкынныц томенде бер1лген узындыгы кезшде 
хроматограммамен фотодиодты матрицамен акаутапкы кемепмен 210 нм жэне 300 нм 
арасындагы спектральд1 деректерд1 алу керек.

1) IMP: 250 нм Kesiнде толкын узындыгы.
2) AMP, GMP жэне ТМР: 260 нм кезшде толкын узындыгы.
3) СМР и UMP: 270 нм кез1нде толкын узындыгы.

c) 40 °С температурага багана термостатын белплеу керек.
Хроматограмма улпа А косымшасында бершген

8 Есептеу

8.1 Стандартты таза ертндщ е (4.10.2 кара) эр нуклеотид тазалыгыныц пайызын 
есептеу керек (бос кыищыл тур1нде), мына формуланы пайдаланып (1):
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(1)

Тазалыгы, % = Abs^ 0ax х  —  х — х 1000,
E l i  m S S  1

мундагы Absxmax ~ толкынньщ максималды узындыгы кезшде УФ-жутылуы;
Б$* -нуклеотид уипн экстинкцияньщ шогырлануы;
mSS -  бастапкы стандартты epiTi ндщеп нуклеотидтер шогырлануы, мг;
50 -  бастапкы стандарт™ ертндш щ  жалып келем1, мл;
50 -  таза стандарт™ ертндш щ  жалпы коле Mi, мл;
1 -  стандарт™ таза ертндоге косылган бастапкы стандартты ертщ ц келем1, мл;
1000 -  массаньщ мг-нан г-га турленуг

8.2 бастапкы стандартты ертндщ еп нуклеотидтер шогырлануын есептеу керек (SS) 
(4.10.1 кара), мына формуланы пайдаланып (2):

/ Л  т SS P S %  . „ О
55(мкг/мл) = ----X -----X 103,

v J  5 0  1 0 0  ’ (2)

мундагы mSS -  бастапкы стандартты ертндщ еп нуклеотидтер шогырлануы, мг;
50 -  жалпы колем SS, мл;
103 -  шогырланудьщ турлену1 (мг/мл-ден мкг/мл-га;
PS% — тазальщ пайызы;
100 -массаньщ тур л е ну i (% -дан ондьщ санга дешн).

8.3 iunci стандартты ертндщ еп ТМР шогырлануын есептеу керек (IS) (4.10.3 кара), 
мына формуланы пайдаланып (3):

/5(мкг/мл) = SS X ^ , (3)

мундагы SS -  бастапкы стандартты ертндщ еп ТМР шогырлануы, мкг/мл;
4 -  iiiiKi стандартты ертндщше ТМР бастапкы стандартты ертщ д келему мл;
50 -  iinri стандартты ертндщшщ жалпы келемк мл.

8.4 Жумыстьщ стандартты ертндщ еп нуклеотидтер шогырлануын есептеу керек 
(WS) (4.10.4 кара), мына формуланы пайдаланып (4):

1У5(мкг/мл) = SS х (4)

мундагы SS -  бастапкы стандартты ертндщ еп нуклеотидтер шогырлануы, мкг/мл;
2 -  жумыстьщ стандартты ертндщ еп бастапкы стандартты ертщ и нуклеотидтершщ 
келемк мл;
50 -  жумыстьщ стандартты ертндш щ  жалпы келему мл.

8.5 калибрлеуип стандартты ертндщ еп шогырлануды ТМР есептеу (CS) (см. 
4.10.5), мына формуланы пайдаланып:

С5(мкг/мл) = /5 х ^ , (5)

мундагы IS -  iiiiKi стандартты ертндщ еп нуклеотидтердщ шогырлануы, мкг/мл;
1 -калибрлеуип стандартты ертндщ еп IS келемц мл;
25 -  калибрлеуип стандартты ертндш щ  жалпы коле Mi, мл.

8.6 калибрлеуип стандартты ертндщ еп нуклеотидтер шогырлануын есептеу керек 
(CS) (4.10.5 кара), мына формуланы пайдаланып (6):
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CS(мкг/мл) = WS X ^ , (6)

мундагы HAS’ -  жумыстык стандартты ертндщ еп нуклеотидтер шогырлануы, мкг/мл;
Vws -  калибрлеуин стандартты ертндш щ  жумыстык стандартты ертндш щ  келемц мл;
25 -  калибрлеуил стандартты ертндш щ  жалпы келемц мл.

8.7 Калибрлеуин стандартты ерш щи ушш шогырланулар катынасына
(нуклеотнд/ТМР; ось х) карай шьщ ауданына каты нас ы (нуклеотид/ТМР; ось у) ушш 
сызьщтык регрессия кисыгын аньщтау жэне координат басы аркылы осьпен киылысатын 
Keci щц мен ещсп есептеу керек.

8.8 Осы калибрлеу кисыгыныц бел rids улпсшдеп нуклеотид мeлшepiн 
интерполяциялау керек.

a) кургак ешмдер унин:

Нуклеотид, мг/100 г = ^  х 1 х х
J  '  A i s  L  m s  1 0 0 0  ’

(7)

b) тутынуга дайын суйыктыктар ушш:

Нуклеотид, мг/100 г = х - х  °̂IS v's) х
J  '  A i s  l  Vs  1 0 0 0  ’

(8)

мундагы Ant -  улпдеп нуклеотид шьщыньщ Hyicreci;
Ais -  улпдеп TMP шьщ ауданы;
L -калибрлеу кисыгы ешсшщ сызьщтык регрессия;
CIS -  улпге косылган imKi стандартты ертндш щ  шогырлануы, мкг/мл;
Vjs ~ улпге косылган iiiiKi стандартты ертндш щ  келемц мл; 
т5 -  улпшц массасы, г;
Vs -  улпшц келемц мл;
100 -массаныц немесе нэтиже келемшщ турлену1 (100 г-да г-нан немесе 100 мл-ге мл- 
ден);

1000 -  нэтиже массасынын, турлену1 (мкг-нан мг-fa).

9 Нэтижелер

Нэтижелер упрден кешн 6ip белпге дешн мг/100 г немесе мг/100 мл-мен жазылады.
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А косымшасы
( щ гш рат т  ыц)

Хроматограмма улгшер!

Шартты белплер:
А -  Стандартты нуклеотидт1 ерти/и косна;
В -  Сияр cyri непзждеп балалардыц тамацтануына арналган цоспа;
С -  Соя непзждеп балалардыц тамацтануына арналган цоспа;
D -  Белок непзждеп балалардыц тамацтануына арналган гидролизденген сут 

цоспасы;
1 -  Цитидин-5'-монофосфат (СМР);
2 -  Уридин-5'-монофосфат (UMP);
3 -Гуанозин-5'-монофосфат (GMP);
4 -  Инозин-5'-монофосфат (IMP);
5 -  Тимидин-5'-монофосфат (ТМР);
6 -  Аденозин-5'-монофосфат (АМР).

А.1 cypeTi -  Хроматограмма ynrinepi



ЦТ СТ ISO 20638-2016

В косымшасы
(ацпараттыц)

Деректер дэлдМ

В.1 -  В. 7 кестелерде бершген деректер зертхана аральщ зертгеулерде алынган жэне 
ISO 5725-2 [6] стандартына жэне талдау эдюшщ сипаттамасыньщ дэлд1 пн багалау уппн 
б1рлескен зерттеу процедуралары уппн АОАС-ШРАС б1регейленген хаттамасына сэйкес 
[7] 2015 жылы жарияланды [4-5]. Зерттеу бершген талаптар непзшде багаланды [8].

Эдштт тексеру туралы толыгырак аппарат мына сайтта бершген: 
http://standards.iso.org/iso/20638

В.1 кестес1 -  Сертификатталган NIST 1849а стандартты практикалык улпге
арналган деректер дэлд1гт

Параметр! СМР UMP GMP IMP АМР

Жалпы зертханалар саны, п 12 12 12 11а 12

Жалпы кайталаулар саны, 2 п 24 24 24 22 24
Барльщ деректерд1н жалпы орташа мэн1 
(жиынтыгы бойынша орташа), х , мг/100 г 28,14 11,76 15,07 Н/д 10,87

Кайталанушылыкты орташа квадраттьщ 
ауыткуы, Sr, мг/100 г 0,46 0,30 0,38 Н/д 0,22

Жацгыртушыльщтьщ орташа квадраттьщ
ауыткуы, Sr, мг/100 г 1,36 0,59 0,68 Н/д 0,47

Кайталанушылык шеп SMPR-мен < 6 % < 6 % < 6 % Н/д < 6 %
Кайталанушылыктьщ турлену коэффициент!,
Cv.r, % 1,6 2,5 2,5 Н/д 2,1

Жацгыртушыльщ шегт SMPR-мен <11% <11% < 11 % Н/д < 11 %
К,айталанушыльщтьщ турлену коэффициент!,
Сцд, % 4,8 5,0 4,5 Н/д 4,4

Хорвитц коэффициент! Hi ц мэш 0,7 0,6 0,6 Н/д 0,6

а 2/9-дан кем зертханалар статистикалык талдау дан шыгарылды. 
Н/д -  Деректер жок.

В.2 KecTeci- Балалардыц тамактануына арналган лактозасыз коснанмц ieci i.ni 
улпсше арналган деректер дэлд1п

Параметр! СМР UMP GMP IMP АМР

Жалпы зертханалар саны, п 12 12 24 12 12

Жалпы кайталаулар саны, 2 п 24 24 1,45 24 24
Барльщ деректердщ жалпы орташа мэш 
(жиынтыгы бойынша орташа), х , мг/100 г 11,42 3,84 0,03 1,65 3,34

9
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В. 2 кестестщ жалгасы
Параметр! СМР UMP GMP IMP АМР

Кфйталанушылыкты орташа квадраттык 
ауыткуы, Sr, мг/100 г 0.12 0,09 0,04 0,05 0,05

Жангыртушылыктын орташа квадраттык; 
ауыткуы, Sr, мг/100 г

0,89 0,30 24 0,10 0,09

Кайталанушылык ineri SMPR-мен < 6 % < 6 % < 6 % < 6 % < 6 %
Кайталанушылыктын турлену коэффициент!,
Cv.r, %

1,1 % 2,4 % 1,8 % 2,8 % 1,4%

Жацгыртушыльщ шеп SMPR-мен < 11 % <11 % < 11 % < 11 % < 11 %
Жацгыртушыльщтыц турлену коэффициент!, 
Сул 5 %

7,8 % 7,9 % 2,8 % 6,1 % 2,7 %

Хорвитц коэффициент! Hi н мэш 1,0 0,9 0,3 0,6 0,3

В.10 KecTeci -  Крахмал непзшдеп балалардыц тамацтануына арналган коспанын 
тестйп улпсше арналган деректер дэлд1п

Параметр! СМР UMP GMP IMP АМР

Жалпы зертханалар саны, п 11а 11а 11а 11а 11а

Жалпы кайталаулар саны, 2 п 22 22 22 22 22
Барльщ деректерд1ц жалпы орташа мэш 
(жиынтыгы бойынша орташа), х , мг/100 г 10,99 3,88 1,67 1,66 3,54

Кайталанушылыкды орташа квадраттык 
ауыткуы, Sr, мг/100 г 0,30 0,21 0,03 0,02 0,08

Жацгыртушылыктыц орташа квадраттык 
ауыткуы, Sr, мг/100 г 0,81 0,31 0,07 0,17 о,п

Кдйталанушылык шеп SMPR-мен < 6 % < 6% < 6 % < 6 % < 6 %
Кдйталанушылыкгыц турлену коэффициент!,
Су.г, %

2,7 % 5,4 % 1,6 % 1,4 % 2,1 %

Жацгыртушыльщ шеп SMPR-мен < 11 % < 1 1 % <11 % <11% <11%
Жацгыртушылыктыц турлену коэффициент!,
Суд, % 7,4 % 8,4 % 4,2 % 10,3 % 3,0 %

Хорвитц коэффициентшщ мзш 0,9 0,9 0,4 1,0 0,3

а 2/9-дан кем зертханалар статистикалык талдаудан шыгарьшды.

В.4 кестеа -  Гидролизат непзшдеп балалардыц тамацтануына арналган цоспаныц 
ieci i.ni улпсшс арналган деректер дэлднз

Параметр! СМР UMP GMP IMP АМР

Жалпы зертханалар саны, п 12 12 12 11а 12
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В. 4 кестестщ жалгасы

Параметр! СМР UMP GMP IMP АМР

Жалпы кайталаулар саны, 2 п 24 24 24 22 24
Барльщ деректердщ жалпы орташа мэш 
(жиынтыгы бойынша орташа), х , мг/100 г 9,72 4,15 1,38 2,46 4,73

Кдйталанушыльщты орташа квадраттык 
ауыткуы, Sr, мг/100 г 0,26 0,13 0,05 0,04 0,19

Жацгыртушылыктыц орташа квадраттык 
ауыткуы, Sr, мг/100 г

0,69 0,36 0,11 0,13 0,30

Кдйталанушылык шеп SMPR-мен < 6 % < 6 % < 6 % < 6 % < 6 %

Кайталанушылыктын турлену коэффициент!, 
Су, г, % 2,7 % 3,1 % 3,9 % 1,8 % 3,9 %

Жацгыртушыльщ шеп SMPR-мен < 11 % <11 % < 11 % <11% < 11 %
Жацгыртушыльщтыц турлену коэффициент!, 
Суд, %

7,1 % 8,7 % 7,7 % 5,5 % 6,2 %

Хорвитц коэффициенпшц мэш 0,9 1,0 0,7 0,6 0,7

а 2/9-дан кем зертханалар статистикальщ талдаудан шыгарылды.

В. 11 кестеЫ -  Соя непзшдеп балалардыц тамацтануына арналган коспаныц тестйн
улпсше арналган деректер дэлд1п

Параметр! СМРа UMPa GMPa IMP3 AMP3

Жалпы зертханалар саны, п 12 12 12 12 12

Жалпы кайталаулар саны, 2 п 24 24 24 24 24
Барльщ деректердщ жалпы орташа мэн1 
(жиынтыгы бойынша орташа), х , 
мг/100 г

0,50 0,19 0,22 0,16 0,54

Кдйталанушыльщты орташа 
квадраттык ауыткуы, Sr, мг/100 г 0,19 0,05 0,05 0,07 о,п
Жацгыртушьшыкгьщ орташа 
квадраттык ауыткуы, Sr, мг/100 г 0,34 0,14 0,18 0,25 0,30

Кдйталанушыльщ шеп SMPR-мен < 8 % < 10% < 10 % < 10 % < 8 %
Кдйталанушылыктыц турлену 
коэффициент!, Суп % 38,5 % 25,0 % 22,9 43,7 % 20,4 %

Жацгыртушыльщ шег! SMPR-мен < 16 % < 20 % < 20 % < 20 % < 16%
Жацгыртушылыктыц турлену 
коэффициент!, Суд, % 67,1 % 72,0 % 82,7 % 156,2% 55,7 %

Хорвитц коэффициенпшц мэн1 5,3 5,0 5,8 10,5 4,5

Ескертпе -Соя непзшдеп балалардыц тамактануына арналган цоспалар нуклеотидпе байытылмаган жэне тек 
эндогенд1 децгеш бар.

а EipHeme зертхана осы зерттелетш курауыштар yiiiiii нел нэтижеш хабарлады, томен дэлд1кке алып келди
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В.6 KecTeci- Сут сарысуы непзшдеп балалардыц тамацтануына арналган 1- 
коспаньщ тестйн улпсше арналган деректер дэлдЫ

Параметр!
СМР UMP GMP IMP АМР

Мэн1 Мэш Мэш Мэш Мэш

Жалпы зертханалар саны, п 12 12 12 10а 12

Жалпы кайталаулар саны, 2 п 24 24 24 18 24
Барльщ деректердщ жалпы орташа мзш 
(жиынтыгы бойынша орташа), х , мг/100 
г

5,47 3,52 1,05 Н/д 3,51

Кайталанушылы кты орташа квадраттык 
ауыткуы, Sr, мг/100 г 0,15 0,05 0,02 Н/д 0,06

Жацгыртушыльщтьщ орташа 
квадраттьщ ауыткуы, SR, мг/100 г 0,48 0,31 0,04 Н/д 0,18

Кайталанушылык шеп SMPR-мен < 6 % < 6 % < 6 % Н/д < 6 %
Кайталанушылыктын турлену 
коэффициент!, Сv.r, % 2,7 % 1,5 % 2,2 % Н/д 1,7 %

Жацгыртушыльщ шеп SMPR-мен < 11 % < 11 % < 11 % Н/д < 1 1 %
Жацгыртушыльщтьщ турлену 
коэффициент!, Суд, % 8,7 % 8,8 % 4,1 % Н/д 5,0 %

Хорвитц коэффициент^н мэш 1,0 0,9 0,4 Н/д 0,5

а 2/9-дан кем зертханалар статистикалык талдаудан шыгарылды. 
Н/д -  Деректер жок.____________________________________________

В.14 кестес1- Сут непзшдеп балалардыц гама клану ы на арналган 2-коспаныц тестин
улпсше арналган деректер дэлд1п

Параметр!
СМР UMP GMP IMP АМР

Мэш Мэш Мэш Мэш Мэш

Жалпы зертханалар саны, п 11а 12 11а 10а 11а

Жалпы кайталаулар саны, 2 п 22 24 22 22 22
Барльщ деректердщ жалпы орташа мзш 
(жиынтыгы бойынша орташа), х , мг/100 
г

5,43 3,54 1,05 Н/д 3,51

К^айталанушылыкды орташа квадраттык 
ауыткуы, Sr, мг/100 г 0,09 о,п 0,04 Н/д 0,05

Жацгыртушыльщтьщ орташа 
квадраттык ауыткуы, Sr, мг/100 г

0,43 0,32 0,05 Н/д 0,15

Кдйталанушыльщ шеп SMPR-мен < 6 % < 6 % < 6 % Н/д < 6 %
Кдйталанушылыктыц турлену 
коэффициент!, Суг, % 1,6 % 3,2 3,4 % Н/д 1,3 %

12
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В. 7 кестестщ соцы

Параметр
СМР UMP GMP IMP АМР

Мэн1 Мэш Мэш Мэш Мэш

Жангыртушылык шеп SMPR-мен < 11 % < 11 % < 11 % Н/д < 11 %

Жангыртушылыктын турлену 
коэффициент!, С у д , %

7,9 % 9,0 % 5,2 % Н/д 4,3 %

Хорвитц коэффициент! Hi н мэш 0,9 1,0 0,5 Н/д 0,5

а 2/9-дан кем зертханалар статистикальщ талдаудан шыгарылды. 
Н/д -  Деректер жок;._______________________________________

13



ЦР СТ ISO 20638-2016
Библиография

[1] Codex Standard 72-1981 Standard for Infant Formula and Formulas for Special 
Medical Purposes Intended for Infants (72-1981 кодексшщ стандарты. Балаларта арналтан 
арнайы медицинальщ максатты балалар жэне сут коспасы).

[2] GILL B.D., INDYK Н.Е., KUMAR М.С., SIEVWRIGHT N.K., MANLEY-HARRIS 
M.. A liquid chromatographic method for routine analysis of 5'-mononucleotides in pediatric 
formulas. J. AOAC Int. 2010, 93 pp. 966-973 (Гилл Б.Д., Индык X.E., Кумар M.K., Сиврайт 
Н.К., Мэнли-Харрис М. Балалардьщ тамактануына арналтан коспалардаты 5'- 
мононуклеотидт1 рутищц талдау yniiH суйьщтьщ хроматография эд1сг J. АО АС Int. 2010, 
93 бет. 966-973).

[3] GILL B.D., INDYK Н.Е., MANLEY-HARRIS М.. Analysis of nucleosides and 
nucleotides in infant formula by liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Anal. 
Bioanal. Chem. 2013, 405 pp. 5311-5319 (Гилл Б.Д., Индык X.E., Мэнли-Харрис M. 
Суйьщтьщ хроматография мен тандемд1 масс-спектрометрия кемепмен балалардьщ 
тамактануына арналган коспадагы нуклеозидтер мен нуклеотидтерд1 талдау. Анал. 
Бионал. Хим. 2013, 405 бет.5311-5319).

[4] ОМА 2011.20, Analysis of Nucleotide 5'-Monophosphates in Infant Formulas by 
HPLC-UV: Collaborative Study (OMA 2011.20, HPLC-UV кемепмен балалардьщ 
тамактануына арналган коспалардагы 5'-монофосфатты нуклеотидп талдау: Б1рлескен 
зерттеу).

[5] GILL B.D., INDYK Н.Е.. Analysis of Nucleotide 5'-Monophosphates in Infant 
Formulas by HPLCUV: Collaborative Study, Final Action 2011.20. J. AOAC Int. 2015, 98 pp. 
971-979 (Гилл Б.Д., Индык X.E. HPLC-UV кемепмен балалардьщ тамактануына арналган 
коспалардагы 5'-монофосфатты нуклеотидп талдау: Б1рлескен зерттеу, Соцгы жумыс 
2011.20. J. AOAC Int. 2015, 98 бет. 971-979).

[6] ISO 5725-2:1994, Accuracy (trueness and precision) of measurement methods and 
results — Part 2: Basic method for the determination of repeatability and reproducibility of a 
standard measurement method (Олшеу oflicrepi мен нэтижелершщ дэлдт (дурыстыгы мен 
прецизиондыгы). 2-бел! м. Олшеудщ стандартты эд1сшщ кайталанушылыгы мен 
жацгыртушылыгын аньщтаудьщ непзп эд! ci).

[7] AOAC International. AOAC Official Methods Program, Associate Referee’s Manual 
on development, Study, Review, and Approval Process. Part IV AOAC Guidelines for 
Collaborative Studies, 1995, pp. 23-51. (AOAC INTERNATIONAL. AOAC ресми эдютершщ 
багдарламасы, Эз1рлеу, зерделеу, карау жэне бекпу npoueci бойынша кауымдаскан сотгар 
нускалыгы. IV бел! м, Б1рлескен зерттеулерге арналган нускаульщ АО АС, 1995 ж., 23-51- 
бет).

[8] AOAC SMPR 2011.005, Standard Method Performance Requirements for Vitamin B12 
in infant formula and Adult/Pediatric Nutritional formula (AOAC SMPR 2011.005, Балалардьщ 
тамактануына жэне ересектерге арналган коспадагы В 12 витамин! не арналган стандартты 
эдютердщ сипаттамасына койылатын талаптар).

[9] КД СТ 2.79-2004 Кдзакстан Республикасыньщ Мемлекетпк ©лшем б1рлшн 
камтамасыз ету жуйесг Шетел шыгаратын заттар мен материалдардьщ касиеттер! 
курамыньщ стандарттьщ улгшерг К^олдануга руксат тэрпбг Жалпы ережелер.

ЭОЖ 637.1:543.544.5:006.354 МСЖ 67.050

ТуЙ1нд1 сездер: балалар тамагына арналган коспа, мононуклеотидтер,
нуклеотидтер, суйыктьщ хроматография, хроматограмма

14



НАЦИОНАЛЬНЫЙ СТАНДАРТ РЕСПУБЛИКИ КАЗАХСТАН

Смеси для детского питания

ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ НУКЛЕОТИДОВ С ПОМОЩЬЮ 
ЖИДКОСТНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ

СТ РК ISO 20638-2016

(ISO 20638:2015 Infant formula -  Determination of nucleotides by liquid chromatography, IDT)

Издание официальное

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

(Г осстандарт)

Астана



СТ РК ISO 20638-2016

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 20638:2015 Infant formula -  Determination o f nucleotides by liquid chromatography 
(Смеси для детского питания. Определение содержания нуклеотидов с помощью 
жидкостной хроматографии)

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 и распространен без разрешения Комитета технического регулирования и 
метрологии Министерства по инвестициям и развитию Республики Казахстан

II



СТ РК ISO 20638-2016

НАЦИОНАЛЬНЫЙ СТАНДАРТ РЕСПУБЛИКИ КАЗАХСТАН

Смеси для детского питания

ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ НУКЛЕОТИДОВ С ПОМОЩЬЮ 
ЖИДКОСТНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ

Дата введения 2018-01-01

1 Область применения

Настоящий стандарт устанавливает метод количественного определения содержания 
5'-мононуклеотидов в адаптированных или частично адаптированных начальных или 
последующих молочных смесях в твердых (т. е. порошки) или жидких (т. е. готовые к 
употреблению жидкости и жидкие концентраты) формах с помощью жидкостной 
хроматографии.

2 Термины и определения

В настоящем стандарте применяются следующие термины с соответствующими 
определениями:

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

Пробу растворяют в растворе с высоким содержанием соли для ингибирования 
взаимодействия белка и жира. 5'-мононуклеотиды -  уридин-5'-монофосфат (UMP), 
инозин-5'-монофосфат (IMP), аденозин-5'-монофосфат (АМР), гуанозин-5'-монофосфат 
(GMP), и цитидин-5'-монофосфат (СМР) -  выделяют из отобранной пробы путем 
твердофазной экстракции (SPE) с сильным анионообменным носителем с последующим 
хроматографическим исследованием с использованием С18 неподвижной фазы с 
градиентным элюированием, UV-детектированием и количественном анализом по 
внутренней стандартной методике с использованием тимидин-5'-монофосфата (ТМР) [2].

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.

Издание официальное
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4.1 Стандартные растворы со степенью чистоты не менее 99 % (Sigma^ или 
эквивалент). Нуклеотидные соли натрия или гидраты солей натрия можно заменить, если 
формы свободной кислоты недоступны в продаже.

4.1.1 ТМР, тимидин-5'-монофосфат, CAS-номер: 365-07-1.
4.1.2 АМР, аденозин-5'-монофосфат, CAS-номер: 61-19-8.
4.1.3 СМР, цитидин-5'-монофосфат, CAS-номер: 63-37-6.
4.1.4 GMP, гуанозин-5'-монофосфат, CAS-номер: 85-32-5.
4.1.5 IMP, инозин-5'-монофосфат, CAS-номер: 131-99-7.
4.1.6 UMP, уридин-5'-монофосфат, CAS-номер: 58-97-9.
4.2 Бромистый калий (КВг).
4.3 Дигидрофосфат калия (КН2РО4 ).
4.4 Ортофосфорная кислота (Н3РО4).
4.5 Гидроксид калия (КОН).
4.6 Этилендиаминтетрауксусная кислота, двуводная двунатриевая соль (EDTA).
4.7 Хлорид натрия (NaCl).
4.8 Метанол (СН3ОН).
4.9 Приготовление реагентов
4.9.1 Буферный раствор (КН2Р 0 4, с = 0,25 моль/л, pH = 3,5). Растворить 34,0 г 

КН2РО4 (см. 4.3) в 900 мл воды и довести уровень pH ортофосфорной кислотой 
(см. 5.4) до 3,5. Разбавить до 1 л.

4.9.2 Экстрактный раствор (NaCl, с = 1 моль/л, EDTA с = 4 ммоль/л). Растворить
58,5 г NaCl (см. 5.7) и 1,5 г EDTA (см. 4.6). Развести в 1 л воды.

4.9.3 Отмывающий раствор (КВг, с = 0,3 моль/л). Растворить 3,6 г КВг (см. 4.2) в 
100 мл воды.

4.9.4 Элюентный раствор (КН2РО4 , с = 0,5 моль/л, pH = 3). Растворить 6,8 г КН2РО4  

(см. 4.3) в 90 мл воды и довести уровень pH ортофосфорной кислотой (см. 4.4) до 3,0. 
Развести до 100 мл.

4.9.5 Подвижная фаза А (КН2РО4, с = 10 ммоль/л, pH = 5,6). Растворить 1,4 г КН2РО4
(см. 5.3) в 900 мл воды и довести уровень pH до (5,6 ± 0,1) с помощью раствора
КОН (10 % м/об.). Развести водой до 1 л. Готовить ежедневно, так как при комнатной 
температуре часто происходит рост микробов в фосфатных буферах, которые содержат 
малое количество органического растворителя или совершенно его не содержат.

4.9.6 Подвижная фаза В, 100 %-ный метанол (см. 4.8).
4.10 Подготовка стандартных растворов
4.10.1 Исходные стандартные растворы, р  приблизительно 1 мг/мл. Взять точную 

навеску 50 мг каждого 5'-монофосфатного нуклеотида в отдельные мерные колбы 
вместимостью 50 мл. Добавить 40 мл воды, перемешать до растворения и развести водой 
до нужного объема.

4.10.2 Чистые стандартные растворы. Отмерить пипеткой 1,0 мл каждого исходного 
стандартного раствора (см . 4.10.1) в отдельные мерные колбы вместимостью 50 мл, 
развести стандартизирующим буфером до нужного объема (см. 4.9.1) и измерить 
поглощающую способность при соответствующем Хтах для определения концентрации

|J Пример подходящего продукта, имеющегося в продаже. Данная информация приведена для 
удобства пользователей настоящего стандарта и не является подтверждением того, что данный продукт 
одобрен ISO и IDF. Эквивалентные продукты могут использоваться, если продемонстрировано, что они 
приводят к тем же результатам.
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каждого исходного стандартного раствора нуклеотида. См. таблицу 1 и источники [2] и
[3].
Таблица 1 — Максимальные значения UV-поглощения и коэффициенты экстинкции

для 5'-монофосфатных нуклеотидов

5'-монофосфатный нуклеотид /-max,НМ pi%^lcm

Аденозин-5'-монофосфат 257 428,6

Цитидин-5'-монофосфат 280 390,9

Г уанозин-5'-монофосфат 254 392,0

Инозин-5'-монофосфат 249 356,5

Уридин-5'-монофосфат 262 312,7

Тимидин-5'-монофосфат 267 288,5

4.10.3 Внутренний стандартный раствор, р  примерно 80 мкг/мл. Развести 4 мл 
исходного стандартного раствора ТМР (см. 4.10.1) в 50 мл воды.

4.10.4 Рабочий стандартный раствор, р  примерно 40 мкг/мл. Отмерить пипеткой 2 мл 
каждого исходного стандартного раствора (см. 4.10.1) (AMP, CMP, GMP, IMP и UMP) в 
одну мерную колбу вместимостью 50 мл и развести водой до нужного объема.

4.10.5 Калибровочные стандартные растворы. См. таблицу 2 для получения 
номинальной концентрации нуклеотидов калибровочных стандартных растворов.

4.10.5.1 Калибровочный стандартный раствор 1. Отмерить пипеткой 0,25 мл 
рабочего стандартного раствора (см. 4.10.4) и 1 мл стандартного раствора (см. 4.10.3) в 
мерную колбу вместимостью 25 мл и развести водой до нужного объема.

4.10.5.2 Калибровочный стандартный раствор 2. Отмерить пипеткой 0,5 мл рабочего 
стандартного раствора (см. 4.10.4) и 1 мл внутреннего стандартного раствора (см. 4.10.3) в 
мерную колбу вместимостью 25 мл и развести водой до нужного объема.

4.10.5.3 Калибровочный стандартный раствор 3. Отмерить пипеткой 2 мл рабочего 
стандартного раствора (см. 4.10.4) и 1 мл внутреннего стандартного раствора (см. 4.10.3) в 
мерную колбу вместимостью 25 мл и развести водой до нужного объема.

4.10.5.4 Калибровочный стандартный раствор 4. Отмерить пипеткой 5 мл рабочего 
стандартного раствора (см. 4.10.4) и 1 мл внутреннего стандартного раствора (см. 4.10.3) в 
мерную колбу вместимостью 25 мл и развести водой до нужного объема.

Таблица 2 -  Номинальная концентрация калибровочных стандартных растворов

Калибровочный 
стандартный раствор

Концентрация каждого нуклеотида: 
AMP, CMP, GMP, IMP и UMP, мкг/мл

Концентрация ТМР, 
мкг/мл

1 0,4 3,2

2 0,8 3,2

3 3,2 3,2

4 8,0 3,2
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5 Оборудование

Стандартная лабораторная стеклянная посуда и оборудование, а именно, следующее.
5.1 Система HPLC, оснащенная насосом, дозатором образцов с петлевым дозатором 

в 50 мкл, дегазатором, колоночным термостатом и детектором с фотодиодной матрицей.
5.2 Колонка С18, Gemini^ С18, 5 мкм, 4,6 мм х 250 мм (Phenomenex1̂ .
5.3 Спектрофотометр, способный считывать до 3-х знаков после запятой.
5.4 Прибор для измерения pH.
5.5 Центрифуга.
5.6 Центрифужные пробирки, Amicon Ultra MWCO 3k, 4 мл (Millipore)1).
5.7 Полипропиленовые центрифужные пробирки, вместимостью 50 мл.
5.8 Одноразовые шприцы, вместимостью 3 мл.
5.9 Шприцевые фильтры, 0,2 мкм с ацетатцеллюлозной мембраной.
5.10 Вакуумный коллектор для SPE.
5.11 Полипропиленовые SPE картриджи сильного анионообмена, 6 мл х 1000 мг, 

Chromabond SB^.
5.12 Фильтрующие перегородки, 0,45 мкм, полиамидные.
Примечание -  Все средства поверки должны быть поверены/калиброваны (аттестованы) и иметь 

действующие сертификаты (свидетельства) о поверке/калибровке (аттестации) и/или оттиски 
доверительных клейм калибровочные знаки, а стандартные образцы допущены к применению и внесены в 
реестр ГСП РК в соответствии

6 Подготовка образцов

a) Взболтать или перемешать контейнер для образца до открытия.
b) Взять точную навеску 1 г порошка или 10 мл готовой к употреблению/жидкой 

молочной смеси для детского питания в центрифужную пробирку вместимостью 50 мл.
c) Добавить 30 мл экстрактного раствора (см. 4.9.2).
d) Добавить 1,0 мл внутреннего стандартного раствора ТМР (см. 4.10.3).
e) Закрыть пробирку и перемешать, потряхивая, до полного растворения порошка.
f) Оставить образец на 10 мин, чтобы обеспечить полную гидратацию.
g) Развести приблизительно 50 мл воды до конечного объема.
h) Закрыть пробирку и перемешать, потряхивая.
i) Для продуктов на основе крахмала, поместить (2 х 4) мл приготовленного образца 

в две отдельные ультрацентрифужные пробирки и центрифугировать при 3500 г в течение 
60 мин и объединить отфильтрованные растворы из обеих пробирок.

7 Проведение испытания

7.1 Извлечение

На протяжении всей процедуры извлечения не позволять картриджу работать сухим 
и осуществлять слив в верхнюю часть основания картриджа.

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.

4
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Во время слива картриджа скорость потока менее 2 мл/мин.
a) для каждого образца поместить один SPE картридж на вакуумном коллекторе;
b) выдержать колонки, добавляя 4 мл метанола и осуществляя слив в верхнюю часть 

основания картриджа; с последующим добавлением большого количества воды 2 раза (по 
5 мл каждый раз) и осуществляя слив в верхнюю часть основания картриджа;

c) загрузить 4 мл раствора образца в картридж и осуществить слив в верхнюю часть 
основания картриджа;

d) промыть картридж для устранения взаимодействия с 4 мл отмывающего раствора 
(см. 5.9.3) и осуществить слив в верхнюю часть основания картриджа;

e) поместить пробирку для сбора образца в коллектор для SPE;
f) элюировать нуклеотиды 4 мл элюентного раствора (см. 4.9.4) в пробирке для 

сбора образца и полностью осушить картридж;
g) отфильтровать аликвоту приблизительно 2 мл элюента через шприцевой фильтр с 

размером пор 0,2 мкм в трубку автоматического пробозаборника.

7.2 Хроматография

а) Сформировать градиенты путем смешивания двух подвижных фаз А и В 
невыского давления с разделением нуклеотидов с помощью процедуры, указанной в 
таблице 3.

Таблица 3 — Градиентная процедура для хроматографического разделения

Время, мин Скорость потока, мл/мин Подвижная фаза А, % Подвижная фаза В, %

0 0,6 100 0

25 0,6 80 20

26 0,6 100 0

40 0,6 100 0

b) Получить спектральные данные между 210 нм и 300 нм с помощью детектора с 
фотодиодной матрицей с хроматограммами при указанных ниже длинах волн для 
количественного определения.

1) IMP: длина волны при 250 нм.
2) AMP, GMP и ТМР: длина волны при 260 нм.
3) СМР и UMP: длина волны при 270 нм.

c) Установить колоночный термостат на температуру 40 °С.
Пример хроматограммы приведены в приложении А.

8 Вычисление

8.1 Рассчитать процент чистоты каждого нуклеотида (в виде свободной кислоты) в 
чистом стандартном растворе (см. 4.10.2), используя формулу (1):

Чистота, % = AbslZax • —  • — • 1000, (1)£ic„ m S S  1 V '

где AbSfonax ~ УФ-поглощение при максимальной длине волны;

5
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Е™ -  коэффициент экстинкции для нуклеотида;
mSS -  масса нуклеотида в исходном стандартном растворе, мг;
50 -  общий объем исходного стандартного раствора, мл;
50 -  общий объем чистого стандартного раствора, мл;
1 -  объем исходного стандартного раствора, добавленного к чистому стандартному 
раствору, мл;
1000 -  преобразование массы из мг в г.

8.2 Вычислить концентрацию нуклеотида в исходном стандартном растворе (SS) 
(см. 4.10.1), используя формулу (2):

55 m S S  P S %

5 0  1 0 0  ’
(2)

где mSS -  масса нуклеотида в исходном стандартном растворе, мг;
50 -  общий объем SS, мл;
103 -  преобразование концентрации (из мг/мл в мкг/мл);
PS% -  процент чистоты;
100 -  преобразование массы (из % в десятичное число).

8.3 Вычислить концентрацию ТМР во внутреннем стандартном растворе (IS) (см. 
4.10.3), используя формулу (3):

/5(мкг/мл) = 55 ~ , (3)

где 5 5 -  концентрация ТМР в исходном стандартном растворе, мкг/мл;
4 -  объем исходного стандартного раствора ТМР во внутреннем стандартном растворе,
мл;
50 -  общий объем внутреннего стандартного раствора, мл.

8.4 Вычислить концентрацию нуклеотидов в рабочем стандартном растворе (WS) 
(см. 4.10.4), используя формулу (4):

W S(мкг/мл) = 55 ~ , (4)

где 5 5 -  концентрация нуклеотидов в исходном стандартном растворе, мкг/мл;
2 -  объем нуклеотидов исходного стандартного раствора в рабочем стандартном растворе,
мл;
50 -  общий объем рабочего стандартного раствора, мл.

8.5 Вычислить концентрацию ТМР в калибровочных стандартных растворах (CS) 
(см. 4.10.5), используя формулу (5):

С5(мкг/мл) = IS ■ , (5)

где IS -  концентрация нуклеотидов во внутреннем стандартном растворе, мкг/мл;
1 -  объем IS  в калибровочном стандартном растворе, мл;
25 -  общий объем калибровочного стандартного раствора, мл.

8.6 Вычислить концентрацию нуклеотидов в калибровочных стандартных растворах 
(С5) (см. 4.10.5), используя формулу (6):

С5(мкг/мл) = WS (6)
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где WS -  концентрация нуклеотидов в рабочем стандартном растворе, мкг/мл;
IVs -  объем рабочего стандартного раствора в калибровочном стандартном растворе, мл; 
25 -  общий объем калибровочного стандартного раствора, мл.

8.7 Определить кривую линейной регрессии для отношения площадей пиков 
(нуклеотид/ТМР; ось у) в зависимости от соотношения концентраций (нуклеотид/ТМР; 
ось х) для калибровочных стандартных растворов и вычислить наклон по отрезку, 
отсекаемому на оси у через начало координат.

9.8 Интерполировать содержание нуклеотидов в неизвестных образцах из этой 
калибровочной кривой.

а) для сухих продуктов:

Нуклеотид, мг/100 г = Ĉ,s V,s  ̂ , (7)
J  '  A IS  L  m s  1 0 0 0  ’ v '

b) для готовых к употреблению жидкостей:

Нуклеотид, мг/100 г = • -  • Ĉ,s V,s'> • , (8)
J  '  A i s  L  Vs  1 0 0 0  ’ V 7

где Ant -  площадь пика нуклеотида в образце;
Ats -  площадь пика ТМР в образце;
L -  линейная регрессия наклона калибровочной кривой;
Cis -  концентрация внутреннего стандартного раствора, добавленного к образцу, мкг/мл; 
VIS -  объем внутреннего стандартного раствора, добавленного к образцу, мл; 
m s -  масса образца, г;
Vs -  объем образца, мл;
100 -  преобразование массы или объема результата (из г в 100 г или из мл в 100 мл);
1000 -  преобразование массы результата (из мкг в мг).

9 Результаты

Результаты записать в мг/100 г или мг/100 мл с точностью до одного знака после 
запятой.

7
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Приложение A
(информационное)

Примеры хроматограмм

Условные обозначения:
А -  смесь стандартных нуклеотидных растворов;
В -  адаптированные или частично адаптированные начальные или последующие 

молочные смеси на основе коровьего молока;
С -  адаптированные или частично адаптированные начальные или последующие 

молочные смеси на основе сои;
D -  гидролизованная молочная смесь для детского питания на основе белка;
1 -  цитидин-5'-монофосфат (СМР);
2 -  уридин-5'-монофосфат (UMP);
3 -  гуанозин-5'-монофосфат (GMP);
4 -  инозин-5'-монофосфат (IMP);
5 -  тимидин-5'-монофосфат (ТМР);
6 -  аденозин-5'-монофосфат (АМР).

Рисунок А Л -  Примеры хроматограмм
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Приложение В
(информационное)

Точность данных

Данные, приведенные в таблицах В.1 -  В.7 были получены в межлабораторных 
исследованиях и опубликованы в 2015 году [4-5] в соответствии со стандартом ISO 5725-2 
[6] и Унифицированным протоколом АОАС-ШРАС для процедур совместного 
исследования для оценки точности характеристик метода анализа [7]. Исследование 
оценивалось на основе требований, приведенных в [8].

Более подробная информация о проверке метода размещена на сайте: 
http://standards.iso.org/iso/20638

Таблица В.1 -  Точность данных для сертифицированного стандартного 
практического образца NIST 1849а

Параметр СМР UMP GMP IMP АМР

Общее количество лабораторий, п 12 12 12 11а 12

Общее количество повторений, 2 п 24 24 24 22 24
Общее среднее значение всех данных (среднее 
по совокупности), х , мг/100 г 28,14 11,76 15,07 Н/д 10,87

Среднеквадратическое отклонение 
повторяемости, Sr, мг/100 г 0,46 0,30 0,38 Н/д 0,22

Среднеквадратическое отклонение 
воспроизводимости, Sr, мг/100 г 1,36 0,59 0,68 Н/д 0,47

Предел повторяемости в SMPR < 6 % < 6 % < 6 % Н/д < 6 %

Коэффициент вариации повторяемости, Су,г, % 1,6 2,5 2,5 Н/д 2,1

Предел воспроизводимости в SMPR <11 % < 11 % < 11 % Н/д < 11 %
Коэффициент вариации воспроизводимости,
Суд, % 4,8 5,0 4,5 Н/д 4,4

Значение коэффициента Хорвитца 0,7 0,6 0,6 Н/д 0,6

а Менее 2/9 лабораторий были удалены из статистического анализа. 
Н/д -  Нет данных.

Таблица В.2 -  Точность данных для тестового образца безлактозной адаптированной 
или частично адаптированной начальной или последующей молочной смеси

Параметр СМР UMP GMP IMP АМР

Общее количество лабораторий, п 12 12 24 12 12

Общее количество повторений, 2 п 24 24 1,45 24 24
Общее среднее значение всех данных (среднее 
по совокупности), х , мг/100 г 11,42 3,84 0,03 1,65 3,34

9
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Продолжение таблицы В. 2
Параметр СМР UMP GMP IMP АМР

Среднеквадратическое отклонение 
повторяемости, Sr, мг/100 г 0.12 0,09 0,04 0,05 0,05

Среднеквадратическое отклонение 
воспроизводимости, Sr, мг/100 г 0,89 0,30 24 0,10 0,09

Предел повторяемости в SMPR < 6 % < 6 % < 6 % < 6 % < 6 %

Коэффициент вариации повторяемости, Су,г, % 1,1 % 2,4 % 1,8 % 2,8 % 1,4 %

Предел воспроизводимости в SMPR < 11 % <11% <11 % <11% < 11 %
Коэффициент вариации воспроизводимости,
С у д ,  %

7,8 % 7,9 % 2,8 % 6,1 % 2,7 %

Значение коэффициента Хорвитца 1,0 0,9 0,3 0,6 0,3

Таблица В.10 -  Точность данных для тестового образца адаптированной или 
частично адаптированной начальной или последующей молочной смеси на основе

крахмала

Параметр СМР UMP GMP IMP АМР

Общее количество лабораторий, п 11а 11а 11а 11а 11а

Общее количество повторений, 2 п 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Общее среднее значение всех данных (среднее 
по совокупности), х , мг/100 г 10,99 3,88 1,67 1 ,6 6 3,54

Среднеквадратическое отклонение 
повторяемости, Sr, мг/100 г 0,30 0 ,2 1 0,03 0 ,0 2 0,08

Среднеквадратическое отклонение 
воспроизводимости, Sr, мг/100 г 0,81 0,31 0,07 0,17 о,п

Предел повторяемости в SMPR < 6 % < 6 % < 6 % < 6 % < 6 %

Коэффициент вариации повторяемости, Суг, % 2,7 % 5,4 % 1 ,6  % 1,4 % 2,1  %

Предел воспроизводимости в SMPR <11% < 1 1 % < 11 % < 11 % <11%
Коэффициент вариации воспроизводимости,
Суд,% 7,4 % 8,4 % 4,2 % 10,3 % 3,0 %

Значение коэффициента Хорвитца 0,9 0,9 0,4 1, 0 0,3

а Менее 2/9 лабораторий были удалены из статистического анализа.
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Таблица В.4 -  Точность данных для тестового образца адаптированной или частично 
адаптированной начальной или последующей молочной смеси на основе

гидролизата

Параметр СМР UMP GMP IMP АМР

Общее количество лабораторий, п 12 12 12 11а 12

Общее количество повторений, 2 п 24 24 24 22 24
Общее среднее значение всех данных (среднее 
по совокупности), х , мг/100 г 9,72 4,15 1,38 2,46 4,73

Среднеквадратическое отклонение 
повторяемости, Sr, мг/100 г 0,26 0,13 0,05 0,04 0,19

Среднеквадратическое отклонение 
воспроизводимости, Sr , мг/100 г

0,69 0,36 0,11 0,13 0,30

Предел повторяемости в SMPR < 6 % < 6 % < 6 % < 6 % < 6 %

Коэффициент вариации повторяемости, Су,г, % 2,7 % 3,1 % 3,9 % 1,8 % 3,9 %

Предел воспроизводимости в SMPR < 11 % <11 % < 11 % < 11 % < 11 %
Коэффициент вариации воспроизводимости,
Суд, % 7,1 % 8,7 % 7,7 % 5,5 % 6,2 %

Значение коэффициента Хорвитца 0,9 1,0 0,7 0,6 0,7

а Менее 2/9 лабораторий были удалены из статистического анализа.

Таблица В.11 -  Точность данных для тестового образца адаптированной или 
частично адаптированной начальной или последующей молочной смеси на основе

сои

Параметр СМРа UMPa GMPa 1МРа АМРа

Общее количество лабораторий, п 12 12 12 12 12

Общее количество повторений, 2 п 24 24 24 24 24
Общее среднее значение всех данных 
(среднее по совокупности), х , мг/100 г 0,50 0,19 0,22 0,16 0,54

Среднеквадратическое отклонение 
повторяемости, Sr, мг/100 г 0,19 0,05 0,05 0,07 о,п
Среднеквадратическое отклонение 
воспроизводимости, Sr , м г / 1 0 0  г

0,34 0,14 0,18 0,25 0,30

Предел повторяемости в SMPR < 8 % < 10 % < 10 % < 10 % < 8 %
Коэффициент вариации повторяемости,
С у г, % 38,5 % 25,0 % 22,9 43,7 % 20,4 %

Предел воспроизводимости в SMPR < 16 % < 20 % < 20 % < 20 % < 1 6 %

Коэффициент вариации
ВОСПРОИЗВОДИМОСТИ, Суд, % 67,1 % 72,0 % 82,7 % 156,2% 55,7 %
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Продолжение таблицы В. 5

Параметр

Значение коэффициента Хорвитца

СМРа

5,3

ЦМРа

5,0

GMPa

5,8

IMP3

10,5

AMP3

4,5

Примечание -  Смеси для детского питания на основе сои не были обогащены нуклеотидами и 
содержали только эндогенные уровни.

а Несколько лабораторий сообщили о нулевых результатах для этих исследуемых компонентов, что 
привело к низкой точности._________________________________________________________________________________

Таблица В.6 -  Точность данных для тестового образца 1 адаптированной или 
частично адаптированной начальной или последующей молочной смеси на основе

молочной сыворотки

Параметр

СМР UMP GMP IMP
АМР

Значение Значение Значение
Значение Значение

Общее количество лабораторий, п 12 12
12 10а 12

Общее количество повторений, 2 п 24
24 24 18 24

Общее среднее значение всех данных 
(среднее по совокупности), х , мг/100 г

5,47 3,52 1,05 Н/д 3,51

Среднеквадратическое отклонение 
повторяемости, Sr, мг/100 г 0,15 0,05 0,02 Н/д 0,06

Среднеквадратическое отклонение 
воспроизводимости, Sr, мг/100 г 0,48 0,31 0,04 Н/д 0,18

Предел повторяемости в SMPR < 6 % < 6 % < 6 % Н/д < 6 %
Коэффициент вариации повторяемости, 
С у у, % 2,7 % 1,5 % 2,2 % Н/д 1,7%

Предел воспроизводимости в SMPR < 11 % < 11 % < 11 % Н/д < 11 %
Коэффициент вариации 
воспроизводимости, Суд, % 8,7 % 8,8 % 4,1 % Н/д 5,0 %

Значение коэффициента Хорвитца 1,0 0,9 0,4 Н/д 0,5

а Менее 2/9 лабораторий были удалены из статистического анализа. 
Н/д -  Нет данных._________________
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Таблица В.7 -  Точность данных для тестового образца 2 адаптированной или 

частично адаптированной начальной или последующей молочной смеси на основе
молочной сыворотки

Параметр
СМР UMP GMP IMP АМР

Значение Значение Значение Значение Значение

Общее количество лабораторий, п 11а 12 11а 10а 11а

Общее количество повторений, 2 п 22 24 22 22 22
Общее среднее значение всех данных 
(среднее по совокупности), х , мг/100 г 5,43 3,54 1,05 Н/д 3,51

Среднеквадратическое отклонение 
повторяемости, Sr, мг/100 г 0,09 0,11 0,04 Н/д 0,05

Среднеквадратическое отклонение 
воспроизводимости, Sr , мг/100 г

0,43 0,32 0,05 Н/д 0,15

Предел повторяемости в SMPR < 6 % < 6 % < 6 % Н/д < 6 %
Коэффициент вариации повторяемости,
Су, г, % 1,6% 3,2 3,4 % Н/д 1,3 %

Предел воспроизводимости в SMPR < 11 % < 11 % < 11 % Н/д < 11 %
Коэффициент вариации
ВОСПРОИЗВОДИМОСТИ, С у д ,  %

7,9 % 9,0 % 5,2 % Н/д 4,3 %

Значение коэффициента Хорвитца 0,9 1,0 0,5 Н/д 0,5

а Менее 2/9 лабораторий были удалены из статистического анализа. 
Н/д -  Нет данных.______________
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