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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

ПРОДУКТЫ ПИЩЕВЫЕ

Определение нитрата и (или) нитрита

Часть 5
Ферментативный метод определения нитрата 

в пр одуктах для питания грудных детей 
и детей р аннего возр аста, содержащих овощи

Foodstuffs.
Determination of nitrate and/or nitrite content.

Part 5 Enzymatic determination of nitrate content of vegetable containing food for
babies and infants

Дата введения -  2016-01-01

1 Область применения
Настоящий стандарт устанавливает ферментативный метод определе

ния нитрата в продуктах для питания грудных детей и детей раннего возрас
та, содержащих овощи [1], [2]. Диапазон измерений содержания нитрата дан
ным методом -  от 50 кг/кг до 200 мг/кг.

2 Нормативные ссылки
Настоящий стандарт содержит отдельные положения из других доку

ментов, обозначенных приведенными в данном разделе нормативными ссыл

ками Эти нормативные ссылки цитируются в соответствующих местах тек
ста Все последующие изменения документов, обозначенных датированными 
ссылками, допустимо использовать только после внесения соответствующих 

изменений в настоящий стандарт. Недатированные ссылки предполагают ис
пользование последнего издания документа, включая все изменения

EN 12014-1 Foodstuffs. Determination of nitrate and/or nitrite content. 

Part 1. General considerations (Продукты пищевые. Определение нитратов и 
(или) нитритов Часть 1. Общие положения)

EN ISO 3696 Water for analytical laboratory use -  Specification and test 
methods (ISO 3696:1987) (Вода для лабораторного анализа Технические тре

бования и методы испытаний)

Издание официальное
1
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3 Сущность метода

Метод основан на экстрагировании нитратов из пробы водой и фер

ментативном восстановлении нитрата до нитрита в присутствии восстанов

ленной формы кофермента никотинамидадениндинуклеотидфосфата 

(НАДФ Н) по приведенной ниже реакции

Нитрат* НАДФ H +h T  * *™ -р* '~  >Нитрит+ НАДФ+ + Н 20

Количество НАДФ Н, израсходованное в ходе данной реакции, соот

ветствующее количеству нитрата, измеряют фотометрическим методом [3].

4 Реактивы

Для проведения анализа при отсутствии особо оговоренных условий 

используют только реактивы гарантированной аналитической чистоты и ди

стиллированную воду или воду не ниже третьей степени чистоты по 

ENISO 3696. При приготовлении растворов следует принимать во внимание 

массовую долю основного вещества в реактиве.

4.1 Раствор Карреза I

Для приготовления раствора 150 г гексацианоф еррата (II) калия 

[Ki[Fe(CN)]6 • ЗНцО] растворяют в некотором количестве воды, объем рас

твора доводят до 1000 см3 водой, раствор тщательно перемешивают. Полу

ченный раствор хранят в сосуде темного стекла Срок годности раствора -  2 

недели.

4.2 Раствор Карреза П

Для приготовления раствора 200 г сернокислого цинка 

(Zn(S0 .4)2 ' 7Н>0) растворяют в некотором количестве воды, объем раствора 

доводят до 1000 см3 водой.

4.3 Натрия гидроксид, раствор молярной концентрации 

c(NaOH) = 2 моль/дм3.

2
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4.4 Буферный раствор на основе имидазола с pH 7,3.

Для приготовления раствора 0,66 г имидазола (C3H4N:) растворяют в 80 

см3 воды Значение pH раствора доводят до 7,3 добавлением раствора соля

ной кислоты молярной концентрации с(НС1) = 2 моль/дм3, после чего объем 

раствора доводят до 100 см3 водой. Срок годности раствора -  не менее 1 года 

при хранении при температуре 4 °С.

4.5 Раствор ФАД.1*

Готовят раствор динатр иевой соли флавинадениндинуклеотида 

(ФАД Na?) массовой концентрации 0,17 мг/см3 с использованием препарата 

ФАД Na? массовой долей основного вещества не менее 88 %. Срок годности 

раствора -  не менее 1 дня при хранении при температуре 4 °С.

4.6 Раствор НАДФ-Н.1*

Готовят раствор тетранатр и ев ой соли бета-

никотинамидадениндинуклеотидфосфата ф - НАДФ Н Na*) массовой кон

центрации 5,6 мг/см3 с использованием препарата (3- НАДФ Н Na4 массовой 

долей основного вещества не менее 98 %. Срок годности раствора не менее 

1 сут при хранении при температуре 4 °С и не более 2 ч при хранении при 

комнатной температуре.

4.7 Раствор нитрат-редуктазы.1*

Для приготовления раствора 60 мг лиофилизата нитрат-редуктазы ак

тивностью около 0,4 R/мг2*, выделенной из грибов рода Aspergillus (ЕС 

1.6.6.2) [4], растворяют в 5 см3 воды Срок годности раствора -  не менее 2 

недель при хранении при температуре 4 °С.

5 Приборы и оборудование

При проведении испытания используют обычные лабораторные прибо

ры и оборудование, в частности, перечисленные ниже.

1) При использовании доступных для приобретения тест-комплектов реактивы готовят в 
соответствиями с указаниями изготовителя

3 Е -  обозначение международной (стандартной) единицы активности, определяемой как 
количество фер,тента, катализирующее преобразование 1 микромоля субстрата за минуту в задан
ных условиях

3
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5.1 Измельчитель проб (гомогенизатор, миксер или диспергатор).

Измельчитель проб должен обеспечивать получение гомогенной дис

пергированной пробы и гарантировать при этом отсутствие перехода в пробу 

металлов переменной валентности, способных ингибировать действие фер

ментов

5.2 Мешалка магнитная лабораторная с нагревательной платформой.

5.3 Фильтры бумажные.

5.4 Пипетки для ферментативного анализа, градуированные на частич

ный слив объемом дозирования 0,05 см3, 0,1 см3, 1 см3 и 2 см3, или дозаторы 

пипеточные с взаимозаменяемыми наконечниками

5.5 Кюветы с пектро фото метрические стеклянные или пластиковые 

длиной оптического пути 1 см, не обладающие существенной оптической 

плотностью при длинах волн 334 нм, 340 нм или 365 нм

5.6 Спектрофотометр, пригодный для проведения измерений при длине 

волны 340 нм с шириной спектральной полосы не более ± 5 нм

П р и м е ч а н и е  -  Допускается использовать фильтровые фотометры, оснащен
ные ртутной разрядной лампой, пригодные для проведения измерений при длинах волн 
365 нм и 334 нм

5.7 Центрифуга, обеспечивающая центробежное ускорение 2900g на 

уровне дна центрифужных пробирок.

5.8 Пробирки центрифужные подходящей вместимости.

5.9 Шкаф холодильный, обеспечивающий поддержание температуры 

внутреннего пространства 4 °С.

6 Пр оцедур а про в едения испыт ания

6.1 Подготовка пробы

Пробу, хранившуюся в холоде, выдерживают до достижения ею ком

натной температуры, после чего пробу при необходимости измельчают, за

тем перемешивают и гомогенизируют с помощью гомогенизатора по 5.1. При 

этом следует не допускать разогрева пробы до температуры выше 60 °С.

4



ГОСТ E N 12014-5-2014
Пробы жидких продуктов при необходимости разбавляют так, чтобы 

массовая концентрация нитрата в пробе составляла от 30 мг/дм3 до 

300 мг/дм3. Полученный раствор пробы пригоден для определения в нем 

нитрата без какой-либо дальнейшей подготовки, даже если он окрашен, при 

этом объем раствора пробы, используемый для анализа, составляет 0,1 см3

ш

6.2 Количественное определение

6.2.1 Приготовление раствора пробы

Из подготовленной по 6.1 пробы отбирают пробу для анализа массой 

около 5 г или более, измеренной с точностью до 1 мг, и помещают её в кони

ческую колбу вместимостью 100 см3. В колбу добавляют 50 см3 кипящей во

ды, после чего колбу закрывают часовым стеклом и выдерживают на кипя

щей водяной бане при постоянном перемешивании с помощью магнитной 

мешалки по 5.2 в течение 20 -  30 мин, не допуская образования комков Для 

предотвращения пригорания пробы на дне конической колбы следует не до

пускать прямого контакта колбы с дном водяной бани

Из полученного раствора извлекают перемешивающий магнитный эле

мент, после чего в колбу добавляют 5,0 см3 раствора Карреза I по 4.1. Содер

жимое колбы интенсивно перемешивают в течение 5 -  10 с, после чего в кол

бу добавляют 5,0 см3 раствора Карреза П по 4.2. Содержимое колбы снова 

интенсивно перемешивают в течение 5 -  10 с, после чего значение pH полу

ченного раствора доводят до 8 - 9  (но не выше 9), добавляя раствор гидрок

сида натрия по 4.3 и измеряя pH pH-метром.

Полученный раствор охлаждают до комнатной температуры и количе

ственно фильтруют через складчатый фильтр в мерную колбу вместимостью 

100 см3, коническую колбу ополаскивают водой, смыв фильтруют в ту же мер

ную колбу. Объем содержимого в мерной колбе доводят водой до метки (Vi).

При массе пробы для анализа более 10 г рекомендуется перед фильтро-

5
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ванием раствора пробы в мерную колбу провести его центрифугирование при 

центробежном ускорении 2900 g  в течение 10 мин. Осадок дважды промы

вают водой и снова центрифугируют. Объединенный центрифугат переносят 

в мерную колбу вместимостью 100 см3, объем раствора в колбе доводят до 

метки водой, после чего содержимое колбы перемешивают.

Мерную колбу с раствором пробы выдерживают в холодильнике по 5.9 

при температуре 4 °С в течение 30 мин для отделения жира, после чего со

держимое колбы фильтруют через складчатый фильтр по 5.3, отбрасывая 

первую порцию фильтрата объемом в несколько кубических сантиметров.

Фильтрованный раствор пробы собирают в колбу с притертой пробкой 

и используют для определения в нем нитратов, при этом объем раствора про

бы, отбираемый для анализа, составляет 1,0 см3 (Из). Допускается использо

вать для анализа слегка мутный раствор, поскольку, как правило, это не вли

яет на результат анализа

6.2.2 Приготовление растворов дли фотометрических измерений, 

проведение ферментативной реакции и фотометрических измерений

Ферментативный анализ проводят при температуре около 20 °С.

Спектр поглощения раствора НАДФ Н имеет максимум при 340 нм. 

Измерения оптической плотности с помощью спектрофотометра по 5.6 про

водят только при этой длине волны. Измерения оптической плотности с по

мощью фильтрового фотометра с ртутной разрядной лампой проводят при 

длинах волн 365 нм или 334 нм.

Приготовление растворов для фотометрических измерений и процеду

ру ферментативного анализа проводят по схеме, приведенной в таблице 1.

6
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Таблица  1 -  Схема проведения ферментативного анализа

Реактив, вносимый в кювету Объем реактива, вносимый в кювету, 

см3

Кювета с раство

ром сравнения

Кювета с раствором 

пробы

Буферный раствор по 4.4 1,00 1,00

Раствор ФАД по 4.5 0,05 0,05

Раствор НАДФ-Н по 4.6 0,10 0,10

Раствор пробы по 6.2.1 - 1,00

Вода 2,00 1,00

Содержимое кювет тщательно nepei 

оптическую плотность каждого рас 

дят ф ерментативную реакцию добаь 

Раствор нитрат-редуктазы по 4.7

иешивают, по истеч 

твора против возду 

шением указанного 

0,05

ении 5 мин измеряют 

ха (Л1). Далее прово- 

ниже реактива 

0,05

Содержимое кювет тщательно перемешивают, по истечении 40 мин изме

ряют оптическую плотность каждого раствора против воздуха (Л:), соблю

дая минимальный промежуток времени между измерениями. По истечении 

20 мин проводят повторные измерения оптической плотности каждого рас

твора против воздуха (Лз), соблюдая минимальный промежуток времени 

между измерениями

Необходимо, чтобы сопровождающее ферментативную реакцию 

уменьшение оптической плотности раствора пробы (Л\ -  Л:)г находилось в 

интервале от 0,1 до 0,5. Если уменьшение оптической плотности меньше 

нижней границы указанного диапазона, проводят повторный ферментатив

ный анализ, используя при этом больший объем раствора пробы для анализа 

по 6.5.1 (до 2,00 см3). При этом соответственно уменьшают объем добавляе

мой воды так, чтобы суммарный объем раствора пробы для фотометрических 

измерений был равен суммарному объему раствора сравнения. Если умень

шение оптической плотности превышает верхнюю границу указанного диа-

7
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пазона, раствор пробы для анализа по 6.2.1 разбавляют и проводят его по

вторный ферментативный анализ, кратность разбавления учитывают при 

расчете результата испытания

При испытании серии растворов проб достаточно готовить один рас

твор сравнения

7 Обработка результатов

Количество НАДФ Н, израсходованное в ходе ферментативной реак

ции, и соответствующее ему уменьшение оптической плотности анализируе

мого раствора, прямо пропорциональны концентрации нитрат-иона в этом 

растворе.

Уменьшение оптической плотности раствора сравнения АЛ, рассчиты

вают по формуле

М  = ( А - 4 ! - 2 ( А - А ) г О)

Уменьшение оптической плотности раствора пробы АЛ. рассчитывают 

по формуле

ДА = ( А - А ) , - 2 ( А - / и  (2)
Уменьшение оптической плотности раствора пробы, скорректирован

ное на уменьшение оптической плотности раствора сравнения АЛ рассчиты

вают по формуле

Д4 = Д4. -  Д4 (3)

Расчет концентрации вещества в разбавленном растворе по результа

там измерений оптической плотности основан на законе Ламберта-Бера.

Содержание нитрата в пробе, w, мг/кг, рассчитывают по формуле

w =
AA M V < V ,F  1000 

s 5 V^m
(4)

где АЛ -  уменьшение оптической плотности раствора пробы, рассчитан-

S
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ное по формуле (3);

М  -  молярная масса нитрат-иона (М = 62,0 г/моль);

V\ -  объем раствора пробы, приготовленного по 6.2.1 (У\ = 100 см3);

Уз -  объем раствора пробы, взятый для приготовления раствора 

пробы для фотометрических измерений, см3 (Уз = 1,00 см3),

Уз -  объем раствора пробы для фотометрических измерений, рас

считываемый как суммарный объем реактивов, вносимых в кю

вету, см3 (Уз = 3,20 см3);

F  -  коэффициент, учитывающий кратность разбавления раствора 

пробы (F =  1, если разбавление раствора пробы не имело места 

быть);

т -  масса пробы для анализа, г,

е -  молярный коэффициент поглощения НАДФ Н (при длине вол

ны 340 нм е = 6,3 103 дм3 моль-1 см-1, при длине волны 365 нм 

£ = 3,5 103 дм3 моль-1 см-1, при длине волны 334 нм 

£• = 6,18 103 дм3 моль-1 см-1)

с -  длина оптического пути кюветы, см

Результат испытания выражают как содержание нитрата в миллиграм

мах на килограмм или в миллиграммах на кубический дециметр числом, 

округленным до целого значения

При соблюдении условий, указанных втаблице 1, и при использовании 

раствора пробы без разбавления содержание нитрата рассчитывают по сле

дующей упрощенной формуле

АД 19840000
W = (5)

е т

Результат испытания выражают в виде содержания нитрата в милли

граммах на килограмм или в миллиграммах на кубический дециметр числом, 

округленным до целого значения

9
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8 Прецизионность

8.1 Общие положения

Подробности меж лабораторных испытаний по определению прецизи

онности метода приведены в Приложении А. Значения метрологических ха

рактеристик, полученные в результате межлабораторных испытаний, могут 

быть не применимы к другим содержаниям аналита и другим типам матриц, 

чем те, что указаны в данном приложении.

8.2 Повторяемость

Абсолютное расхождение между результатами двух независимых еди

ничных испытаний, полученными одним методом на идентичном объекте 

испытаний в одной лаборатории одним оператором с использованием одного 

оборудования в течение короткого промежутка времени, не должно превы

шать предел повторяемости г более чем в 5 % случаев

Пределы повторяемости равны следующим значениям: 

для пюре шпината при х  = 64 мг/кг г = 15,5 мг/кг, 

для морковного сока при х  =200 мг/дм3 г = 12,2 мг/дм3,

8.3 Воспроизводимость

Абсолютное расхождение между результатами двух единичных испы

таний, полученными одним методом на идентичном объекте испытаний в 

разных лабораториях разными операторами с использованием разного обо

рудования не должно превышать предел воспроизводимости R более чем в 

5 % случаев

Пределы воспроизводимости равны следующим значениям: 

для пюре шпината при х  = 64 мг/кг R = 24,5 мг/кг; 

для морковного сока при х  =200 мг/дм3 R = 17,7 мг/дм3,

9 Протокол испытаний

Протокол испытаний должен содержать как минимум сведения, преду

смотренные b EN 12014-1:1997.

10



ГОСТ E N 12014-5-2014
Приложение А 

(справочное)
Данные по пр ецизионности методики

Приведенные ниже данные по прецизионности методики получены в 

результате меж лабораторных испытаний [ 1], [2], проведенных в соответствии 

с ISO 5725:1986 [5]. Испытания проведены под руководством отделения пи

щевой химии Института Макса фон Петтенкофера Федеральной службы 

здравоохранения (Берлин, ФРГ).

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

Наименование показателя Пюре
шпината

Морковный
сок

Г од проведения испытаний 19S8 1992

Количество проб 1 1

Количество лабораторий-участников 19 9

Количество лабораторий, оставшихся после 

исключения выбросов

16 7

Количество выбросов (лабораторий) 3 2

Число принятых результатов SO 35

Среднее значение t 64 мг/кг 200 мг/дм3

Стандартное отклонение повторяемости sr, 5,5 мг/кг 4 мг/дм3

Относительное стандартное отклонение повто

ряемости RSDr, % 8,7 % 2,1 %

Предел повторяемости г (г =  2,8 5,), 15,5 мг/кг 12,2 мг/дм3

Стандартное отклонение воспроизводимости sr 8,7 мг/кг 6 мг/дм3

Относительное стандартное отклонение вос

производимости RSDr 13,6 % 3,3 %

Предел воспроизводимости R  (R= 2,8 24,5 мг/кг 17,7 мг/дм3

11
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Приложение ДА 

(справочное)

Сведения о соответствии межгосударственных стандартов 

ссылочным европейским региональным стандартам

Т а б л и ц а  ДА 1

Обозначение и наименова
ние ссылочного европей

ского регионального стан
дарта

EN 12014-1 Продукты 
пищевые. Определение со
держания нитрата и/или 
нитрита. Часть 1. Общие 
положения

Степень
соответствия

Обозначение и наименование 
соответствующего межгосудар

ственного стандарта

*

EN ISO 3696 Вода для 
лабораторного анализа. 
Технические требования и 
методы испытаний *

Соответствующий межгосударственный стандарт отсутствует. До его 
утверждения рекомендуется использовать перевод на русский язык данного ев
ропейского регионального стандарта
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