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КР СТ ИСО 5765-1-2009

Kipicne

Осы стандартта галактозаны аныкдау уннн сут кантыныц курауыш б олт 
репнде глюкоза пайдаланылатын ферментативп эдю сипатталады.

Осы стандартта немесе КР СТ ИСО 5765-2 сипатталган эддстщ 
колданылуын тандауды аньщтау талдау уннн усынылатын улпдеп глюкоза мен 
галактозаныц мелшерше байланысты. Егер улпдеп глюкозаныц курам ы сут 
кантыньщ курамына Караганда аса жогары болса, онда КР СТ ИСО 5765-2 
сипатталган эддсп колдану усынылады. KepiciHnie, сут кантыньщ курамына 
Караганда, галактозаныц курамы елеул! болатын улплер уннн осы стандартта 
сипатталатын эдюп пайдалану усынылады.

Глюкоза мен галактоза курамы томен болатын улплер уннн, эддс артык 
кершбей колданыла алады. Глюкоза мен галактоза курамы жогары болатын 
улплер уннн, сут кантыньщ курамын аныкгау дэлд1п ею эддс уннн де 
темендетшедг

Жылумен ецделетш сут жэне сут ешмдер1нде сут кантыньщ уйлес1мдшп 
лактулозага айналуы мумюн. Лактулоза осы стандартта сипатталган эддс 
аркылы аныктала алмайды. Егер, осыган карамастан, КР СТ ИСО 5765-2 
сипатталган эдю пайдаланылса, лактулоза сут канты сиякгы аныкгалатын 
болады. Будан баска, жылумен каркынды онделепн сут (стерилденген сут) 
жэне сут ешмдершдеп сут кантыньщ уйлес1мддлт Мэйллард бойынша реакция 
салдарынан протеиндермен байланысты болуы мумюн. Мундай жагдайларда 
байланыскан сут канты КР СТ ИСО 5765-2 сипатталган эддспен аныктала 
алмайды.

Ферментативп эд1с yniiH практикалык тэж1рибе ережелер1 (GLP) катац 
колданылатын жагдайда гана дурыс нэтиже алынатын болады. Практикалык 
тэж1рибе ережелер1 (GLP) А косымшасында белгшенген.
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ЦР СТ ИСО 5765-1-2009

КАЗАКСТАН РЕСПУБЛИКАСЫНЫЦ МЕМЛЕКЕТТ1К СТАНДАРТЫ

Балмуздакка арналган кургац сут, кургак сут коспалары жопе 
балкытылган сыр

CYT КАНТЫНЫЦ КУРАМЫН АНЬЩТАУ
l-6ojiiivi

Сут кантыныц курауыш 6ojiiri ретшде глюкоза 
пайдаланылатын ферментативт1 эдю

Ештзшген куш 2010-07-01

1 Колданылу саласы

Осы стандарт баска кем1ртектер мен тотьщсыздандыртыш заттарда 
пайызбен бершетш кургак формадаты бал муздакка арналган кургак сут, сут 
коспаларыныц барлык типтершдеп жэне балкытылган сырда сут кантыныц 
курамын аныкдау уннн, сут кантыныц курауыш башп ретшде глюкоза 
пайдаланылатын ферментатив'п эдюг! белгшейдг

2 Норматпвпк сштемелер

Осы стандартты колдану унйн, мынадай сштемелж нормативтш 
кужаттар кажет:

К? СТ ИСО 5765-2-2009 Балмуздацца арналган к\ ргац сут, сут 
цоспалары жэне балцытылган сыр. Сут цантыныц цурамын анъщтау. 2- 
бвл1м. Сут цантыныц цурауыш болт ретшде глюкоза пайдаланылатын 
фермептативпй ddic.

ГОСТ 1770-74 (СТ СЭВ 1247-78, СТ СЭВ 4021-83, СТ СЭВ 4977-85) 
Зертханалыц олшейтт шыны ыдыс. Цилиндрлер, влшектер, цутылар, 
сынауъщтар. Жалпы техникалыц шарттар.

ГОСТ 3622-68 Сут жэне сут вшмдер1 Сынамаларды iprnmey жэне 
оларды сынаща дайындау.

ГОСТ 12026-76 Зертханалыц сузгл цагаз. Техникалыц шарттар.
ГОСТ 24104-2001 Зертханалыц таразылар. Жалпы техникалыц 

талаптар.
ГОСТ 26809-86 Сут жэне сут оншдерг. Сынамаларды талдауга 

дайындау жэне ipuaney ddicmepi, цабылдау ережелерй
ГОСТ 28498-90 Суйыцтыцты шыны термометрлер. Жалпы техникалыц 

талаптар. Сынац ddicmepi.

Ресми басылым
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ЦТ СТ ИСО 5765-1-2009

ГОСТ ИСО 5725-1-2003 Олшеу ddicmepi мен нэтижелершщ дэлдт 
(дурыстыц жэне дэлме-дэлдж). 1 -бвлш. Неггзгл ережелермен анъщтамалар.

ГОСТ ИСО 5725-2-2003 Олшеу ddicmepi мен нэтижелершц дэлдт 
(дурыстьщ жэне дэлме-дэлдж). 2-бвлiм. Стандарттыц влшеу эдгсшгц 
цайталангыштыгы мен ондгргмдглгггн анъщтаудыц неггзгл эдШ.

ГОСТ ИСО 5725-3-2003 Олшеу ddicmepi мен нэтижелершщ дэлдт 
(дурыстыц жэне дэлме-дэлдж). 3-бвлiм. Стандарттыц влшеу эдгсшгц 
аралыц дэлме-дэлдж Kepcemummepi.

ГОСТ ИСО 5725-4-2003 Олшеу ddicmepi мен нэтижелершщ дэлдт 
(дурыстыц жэне дэлме-дэлдж). 4-бвлiм. Стандарттыц влшеу эдШнщ 
дурыстыгын анъщтаудыц He2i32i ddicmepi.

ГОСТ ИСО 5725-5-2003 Олшеу ddicmepi мен нэтижелершщ дэлдiгi 
(дурыстыц жэне дэлме-дэлдж). 5-бвлiм. Стандарттыц влшеу эдШнщ 
дэлме-дэлдтн анъщтаудыц балама ddicmepi.

ГОСТ ИСО 5725-6-2003 Олшеу ddicmepi мен нэтижелершщ дэлдт 
(дурыстыц жэне дэлме-дэлдж). 6-бвлiм. Дэлдж мэндерш практикада 
пайдалану.

ЕСКЕРТПЕ Осы стандартты пайдаланган кезде, жыл сайын шыгатын 
«Стандарттау бойынша нормативтт цужаттар» атты ацпараттыц сттеме 
бойынша стандарттар мен жжтег1штердщ цолданысын агымдагы жылгы жай-куш 
жэне агымдагы жылы жарияланган ай сайын шыгарылатын muicmi ацпараттыц 
сттемелер бойынша тексерген жвн. Егер сттемелж цужат ауыстырылса (озгерттсе), 
онда осы стандартты пайдаланган кезде, ауыстырылган (взгерттген) цужатты 
басшылыцца алган дурыс. Егер сттемелж цужат ауыстырылмай жойылса, онда сттеме 
бертетт ереже осы сттемеге цатыссыз бвлiмдe цолданылады.

3 vXiic i iu мацызы

3.1 Улпшц жумыстык белтнщ  жузНш немесе ертщцЫ таза сытынды 
алу утттш протеинслзденед1.

3.2 Улпнщ жумыстьщ белшшщ тазартылган сыгындысы мынадай 
ферменттермен немесе биохимияльщ заттармен реакцияга тусед!:

а) сут кантын глюкоза мен галактозага ыдыратуга арналган 6-
галактозидаза;

б) никотинамид-аденин-динуклеотидфосфат (НАД+) пайыздьщ 
катынасындагы дегидрогеназ 6-галактозидазасы галактозаны галактон 
кышкылына ернпткшеу уш1н, НАД+ НАДФГ келт1ршед1.

3.3 НАДФГ мелшер1 340 нм кезшде сынак ертнд1с1шц оптикалык 
тыгыздыгынан аньщталады.

3.4 НАДФГ мелшер1не пропорционал сут кантыньщ курамы, егер тузету 
талдау жург1зуд1 бастар алдында глюкозаны сынак улпсшде корсету уш^н 
жасалатын болса, есептеледа.
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4 Реактивтер

4.1 Талдамальщ тазалык дэрежесшдеп реактивтер д1 тана ко л дан у керек. 
Ф ерм ент ертндшерд! эз1рлеу ундн колданылатын су ею рет тазартылута 
ти1с. 0зге максаттар унпн колданылатын су тазартылтан немесе тец баталы 
тазалык дэрежесшде болуы керек.

0нд!рунп усынатын реактивтерд1н жарамдыльщ мерз1м!не назар аудару 
кажет.

Егер ф ерм ент жузпн белгшенген колданыстан баскалармен 
колданылса, жузпн коле Mi (7.6.1) пропорционал артута немесе томендетшуге 
тшс.

ЕСКЕРТПЕ 4.5, 4.7-4.9 сипатталган реактивтер сынак амалы реннде кеп мелшерде 
алынуы мумкш, мысалы, Борингердщ сынак жиынтыгы*

4.2 Калий гексаноферрат (II) ертщцЫ, К 4 [Fe(CN)6]
3.6 г калий гексаноферрат тригидратын (II) суда ерпу керек. 100 см3 

сумей езш араластырады.
4.3 Мырыш гептагидрат сульфаты ертщцЫ, ZnS04
7,2 г мырыш гептагидрат сульфатын суда суйылту керек. 100 см3 сумей 

езш араластырады.
4.4 Натрий гидроксид! ертщцЫ, c(NaOH) = 0,1 моль/дм3
4,0 г натрий гидроксид! ертщ цсш  суда суйылту кажет. 1000 см3 сумей 

езш араластырады.
4.5 Цитратты араша ертщ ц, pH 6,6 ±0,1
2,8 г цитрат дигидрат трисодиумын (C6H 50 7Na3-2H20), 0,042 г лимон 

кынщылы моногидратын (С6Н 80 7-Н20 ) жэне 0,625 г магний сульфаты 
гептагидратын (MgSO-7H2 0 4) 40 см3 суда суйылту керек.

pH 6,6 ± 0,1 дешн 20 °С температурада куюрт кышкылымен (2 моль/дм3) 
немесе натрий гидроксид! ертщцшмен (ОД моль/ дм3) белгшеу керек. 50 см3 
суда суйылтып араластырады.

Аталтан ертнд! егер оны 0 °С бастап 5 °С дей!нг! температурада 
тоцазыткышта сактаса, 3 ай сакталуы мумюн.

4.6 Триэтаноламиншц араша ертнд!с! (ТЭА), pH 7,6 ± 0,1
16.6 г калий дигидрофосфатын 80 см3 суда суйылту керек. pH 8,6 ±0,1 

дешн 20 °С температурада натрий гидроксид! ертщцЫ аркылы (1 моль/дм3) 
белгшеу керек. 100 см3 суда суйылтып араластырады.

4.7 НАДФ + /АТФ/ТЭА араша ертщцЫ

* Борингердщ сынак жиынтыгы кеп мелшерде кол жетюзшетш тшсп ен1м улпс1 
репнде колданылады. Осы акпарат осы стандартты пайдаланушыларга колайлы болуы 
ymiH карастырылган.
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65 г кос натришп никотинамидадениндинуклеотид тузын 
[C 21H 27N 70 17P 3, шамамен талдаудьщ 98 %-ы] 5 см3 цитрат араша 
ертндю ш де суйылтады (4.4).

Осы ер т н д ц  егер оны 0 °С бастап 5 °С дешнп температурада 
тоцазыткышта сакгаса, 3 апта сакталуы мумюн.

4.8 /-галактозидаз жузпш (iineK таякшасыныц), 3,2 моль/дм3 аммоний 
сульфаты ертн дю ш деп  жузпн, pH шамамен 6 ± ОД тец.

/Егалактозидаз жузпшш ц колданысы, кем дегенде, 60 б1рлш/см3 (сут 
канты 25 °С температурада субстрат сиякты) болута Tnic. Ж узпн, егер оны 0 
°С бастап 5 °С деш нп температурада тоцазыткышта сакгаса, 12 ай сакдалуы 
мумюн. 1нлнде жузпн болатын ыдыс усакталган музда сакдалуы керек.

ЕСКЕРТПЕ Эркайсысы тшсшше белпленген /-галактозидазаньщ мешшкп 
белсендшк керсетюштершде есептелетш /-фруктозидаздьщ, а-галактозидазаньщ, 
глюкоза дегидрогеназыньщ, а-галактозидаза мен НАДГ-оксидазаньщ 0,001 %-ынан артьщ 
болмайтын /-галактоз ид аз жузпнг

4.9 Дегидрогеназ В-галактозидаз жузпш (синегнойдты 
флуоресценциясында - Pseudomonas fluorescence), 3,2 моль/ дм3 аммоний 
сульфаты ер тщ ц сш д еп  жузпн, pH шамамен 6 ± 0,1 тец.

Дегидрогеназ В-галактозидаз жузпшш ц эрекеп, кем дегенде, 8 олшем 
6ipniri/cM3 болуы керек.

Ж узпн, кем дегенде, егер оны 0 °С бастап 5 °С дешнп температурада 
тоцазыткышта сактаса, 6 ай сакталуы мумюн. Егер жузпн колданылатын 
болса, оныц ыдысы усакталган музда сакталуга тшс.

ЕСКЕРТПЕ Дегидрогеназ В-галактозидазыньщ жузпн1нде ap6ip 
алкогольдегидрогеназ В-галактозидаздьщ 0,01 %-дан артьщ болмайтын, 0,1 %-дан артьщ 
болмайтын НАДГ-оксидаз жэне глюкозамен езара эрекеттесетш ферменттер жэне 
тшс1нше белпленген 0,5 %-дан артьщ болмайтын лактатадегидрогеназ болады.

4.10 Сут кантыныц стандарттык ертнд1с1, с(С12Н 22О пН 20 )  = 0,8 мг/
см3.

Крлданар алдында, сут кантыныц моногидратын 87 °С температурада 
кепт1ру шкафында орньщты массасына дей1н кургатады.

400 мг сут кантыныц кургак моногидратын суда суйылтады. 500 см3 суда 
е р т п  араластырады. Ер1т1нд1н1, егер ол 0 °С бастап 5 °С дей1нп 
температурада тоцазыткышта сакталса, 2 кун устауга болады. К,олданар 
алдында ертнд1н1 б1рден 20 °С дешн кыздыру керек.

5 Аспаптар

5.1 ГОСТ 24104 бойынша 0,1 дешн есептеу мумющцп болатын ±1 мг 
дешнп дэлдшпен таразыга тартуга каб1летт1 талдамальщ таразылар.

4
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5.2 ГОСТ 1770 бойынша сыйымдылыгы 50 см3 и 250 см3 зертханальщ 
шыны стакан.

5.3 Келем1 5 см3 жэне 10 см3, ОД белуге елшемделген елшеу 
тамшуырлары.

5.4 Келем1 10 см3, 5 см3, 1 см3 жэне 0,05 см3тамшуырлар.
5.5 Eip тацбалы, сыйымдылыгы 100 см3 елшеу кутысы.
5.6 Диаметр! шамамен 15 см сапасы орташа сузп кагаз ГОСТ 12026 

бойынша.
5.7 Диаметр! шамамен 7 см сузп-куйгыш.
5.8 340 нм кезшде елшеу уш!н колданылатын, оптикальщ жол узындыгы 

1 см белжтермен жабдыкталган спектрометр.
5.9 Спектрометр белштершде улп/фермент курамын араластыру уш!н 

пайдаланылатын пластмасса калактар.
5.10 Диаметр! шамамен 6 мм жэне узындыгы 150 мм, улпш сулауга 

арналган шыны штапик.
5.11 Спектрометр б ел тн  (5.8) (7.6 косымша карацыз) устау унпн 

колданылатын устагышы болатын, 20 °С бастап 25 °С дей!нг! температурада 
сактауга кабшетп су моншасы.

ЕСКЕРТПЕ Егер белые температурасы 20 °С темен болса гана су моншасында 
бел1кп инкубациялау кажет.

5.12 Балкытылган сыр улпсшщ жумыстык болтнщ  жузгшш эз1рлеу 
уш!н колданылатын араластыргыш аспап.

5.13 87 °С ± 2 °С температураны сактауга кабшетп, термостатикалык 
бакыланатын кепыру шкафы.

5.14 Сырды сындыруга кабшета жэне оцай тазартылатын, езуге 
арналган курылгы.

5.15 Сагаттар.
5.16 Термометр ГОСТ28498 бойынша.

6 Yjirijiepfli ipiKTey

Улплерд! ipiicrey -ГОСТ 3622, ГОСТ 26809 бойынша.
Зертхананыц тасымалдау немесе сактау кезшде бушнбеген немесе 

езгермеген улп алуы мацызды.

7 Бакылау журпзу rop i i6i

7.1 Процедураны тексеруге арналган сынактар
7.1.1 Егер теменде бершеттн 6ip немесе о дан коп шартты колданса, сут 

кантыныц калпы на келген!н тексеру унпн мынадай сынакты орындау керек:

5
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а) егер НАД+араша ертщцЫ/цитрат араша ертщ рсш щ  (4.7) жара 
топтамасын, /?-галактоз и даз жузгшш немесе дегидрогеназ 6-галактозидаз 
жузгшш (4.9) колданса;

б) егер НАД+ араша ертнд1сСцитрат араша ертндю ш (4.7) жэне/немесе 
Д-галактозидаз жузгшш (4.8) колданса немесе егер дегидрогеназ 6- 
галактозидаз жузпш (4.9) колданылмай, тоцазыткышта 2 аптадан артык 
сакгалса;

в) егер талдамалык эрекетЫздш кезещнен кешн талдамалык жумыс 
жацартылса;

г) егер жагдай осындай сынакгыц орындалуын актаса.
7.1.2 Сут кантыныц 5,0 см3 жэне 10,0 см3 (4.10) 100 см3 ею олшеу 

кутысына (5.5) тамшуырмен салу керек. Эр кутыга 50 см3 су косу кажет. 
Эрекетп 7.5 жэне 7.6 тармакшаларында белгшенгендей етш жалгастыру 
керек.

7.1.3 Сут кантыныц стандарттьщ ер тщ ц и  курамыныц сут канты 
моногидратын (4.10) мынадай мэндерд! колдана отырып, З-формулага (8.1 
карацыз) сэйкес есептеу керек:

V3 - стандарттьщ сут канты ертндюшщ м эт  (4.10), I] = 500 см3;
V4 - V4 = 5 см3 жэне 10 см3 колданылатын стандарттык сут канты 

ертщ цсш щ  м эт  (7.1.2);
V5 - суйытылган стандарттык ертндашц жалпы мэш (7.1.2), V5 =100

см3.
7.1.4 Сут канты моногидратыныц тазалыгын назарга ала отырып, ею 

суйылту унпн алынатын калпына келт^ру 100 % ± 2 % болуы керек.
Егер калпына келт^ру осы шектерде болмаса, онда реактивтердц 

колданылатын эд1стерд1, тамшуыр дэлд^пн жэне спектрометр жай-кушн 
тексеру кажет. Тшсп нэтижелер алу уш^н кажета эрекеттер колдану кажет. 
Канагаттанарлык сынак нэтижелер! н алганга дей1н, процедураны тексеруге 
арналган сынакты кайталау керек.

7.2 Сынак улпсш эз1рлеу
7.2.1 Кургак сут жэне кургак сут коспалары
Сынак ynriciH елшем1 улпден ек1 есе улкен ауа етюзбейНн какпак 

карастырылган сынак улпс1не орналастырады. Жуксауытты шайкай жэне 
айналдыра отырып, улпн1 араластыру керек.

7.2.2 Балкытылган сыр
Эдетте тутынатын сырдыц алдын ала сыналатын улпс1не кеп1лдак беру 

уш1н, сырдыц кабыгын, бул1нген жэне ецез кабатын алып тастау керек. 
Уптюш курылгыны пайдаланып, сынак улпЫн упту керек (5.14). Езшген 
массаны араластыру жэне егер мумюн болса, оны еюннп рет упту керек. 
Кайта мукият араластыру кажет. Егер сынак улпЫ угтлмесе, онда оны 
каркынмен шайкап араластыру кажет.



ЦР СТ ИСО 5765-1-2009

Егер юдорту мумюн болмаса, сынак улпсш талдау журпзу ушш алынган 
улпден ею есе коп олшемдеп ауа отюзбейтш какпагы болатын жуксауытка 
орналастырады. Жуксауытты жабу керек. Сынак улпсшщ тшсшше 
сакталуын жэне жуксауыттыц iiinci бетшдеп ылгал шыгыныц алдын алу 
ушш, сакгьщ шараларын кабылдау керек.

Алынган сынак улпсш колем! 250 см3 зертханалык шыны стаканга 
салады (5.2). Шамалы су молшерш косады жэне араластыргыш аппарат 
аркылы микстураныц толык жузпнш алады (5.12).

7.3 Улгшщ жумыстык б о л т
Зертханалык шыны стаканда 1 г сынак улпсш (7.2.1) немесе сынак 

улпсшщ жузпшн (7.2.2) ±1 мг дешнп дэлджпен таразыга тарту керек (5.2). 
Шыны штабик (5.10) немесе араластыргыш аппаратты (5.12) тшсп турде 
колдана отырып, 40 °С бастап 50 °С дешнп температурада алдын ала 
кыздырылган 20 см3 суда улгшщ жумыстык болтн  езу немесе суйылту 
керек. Зертханалык шыны стакан 1шш депеш 100 см3 олшеу кутысына салу 
керек (5.5). 60 см3 сумей суйылтып араластырады.

Сынак улпсшщ жумыстык болшнщ массасын аныкгаганнан кешн, 
мынаны белг1леу кажет:

- улгшщ жумыстык бвл1п толык сынак улпсшщ вюлеп болуы уш1н;
- спектрометр белi KTepi ндеп сут кантыныц курамы 5 мг бастап 100 мг 

дешн болуга тшс;
- сынак улпсш деп глюкоза унин (8.1 карау керек), спектрометр 

6eni KTepi ндеп ертндш щ  оптикальщ тыгыздыгы (А2) ОД бастап 0,4 дешнп 
шектерде болуга тшс;

- егер улпдеп сут кантыныц массальщ yneci 0,2 %-дан аз болса, онда 1 г 
жумыстык улпге Караганда артьщ тутынуы мумюн. Мундай жагдайда, 7.5.1 
белпленген майлыльщ, протеин жэне баска заттардыц келемшщ ер1пнд1 
келем1не елеул1 9cepi болуы мумюн (8.1 тармакшасында V3 карау керек).

7.4 Реактивтерге арналган бакылау сынагы
Бакылау сынагын ею рет орындау керек. Одан opi барльщ реактивтерд1 

колдана отырып, 6ipaK улпшц жумыстык б ел тн  тус1рмей, 7.5 жэне 7.6 
тармакшаларда белпленгендей жалгастыру кажет.

7.5 ПротеинЫздеу
7.5.1 Сынак ертщ цсше немесе жузпнге келем1 100 см3 6ip тацбалы 

елшеу кутысына мынадай ретпен косу керек (7.3):
- калий гексаноферратыныц (II) 5,0 см3 ертщцЫ (4.2),
- мырыш сульфаты гептагидратыныц 5,0 см3 ертнд1с1 (4.3),
- 9p6ip косудан кешн мукият араластырганнан кей1н натрий 

гидроксид1шц 10,0 см3 ертщ цсг
100 см3 сумей суйылтып араластыру керек.
Алынган коспаны 30 минут койып кою кажет. Сузплеу сэпне дей1н 

кутыныц шшдепсш кайта араластырмау керек.
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7.5.2 Суйыктыктыц жогаргы кабатын сузшдшщ 6ipiHini б е л т н  тастай 
отырып, сузпш кат аз (5.6) аркылы сузу керек.

7.6 Аньщтау
7.6.1 Крлданута дешн НАДФ + /цитрат араша ертщ цсш  (4.5.), фосфат 

араша ертщ цсш  (4.6) жэне белме тем пературасындаты (20 °С бастап 25 °С 
дешн) су бершуш камтамасыз ете отырып, 1-кестеге сэйкес аныцтауды 
жузеге асыру керек.

1-кесте -  Лныкгау сызбанускасы

Улп немесе Реактивтерд! бакылау
стандарттыц сынак сынагы

су г канты сут канты
немесе Ж Л v J немесе глюкоза

глюкоза глюкоза
1 2 3 4 5

Спектрометр белштершдеп
тамшуыр: 0,20 см3 0,20 см3 0,20 см3 0,20 см3
Цитраттыц араша ер т щ ц а  (4.5) 0,05 см3 - 0,05 см3 -
/Егалактозидаз жузпш (4.8) 0,05 см3 0,05 см3
Су 1,00 см3 1,00 см3 - -
Улп немесе стандарттьщ суз1нд1 - - 1,00 см3 1,00 см3
(7.5.2)
Реактивтщ бакылау суз1нд1с1
Пластмасса калакшаларды колдана отырып, спектрометрлш белштер шшдепсш 
араластыру керек (5.9) жэне талап бойынша бу моншасын (5.11) колдана отырып, 20 °С 
температурада 15 минут келем1нде инкубациялау кажет.
Содан сон тамшуырды колданып, спектрометр белтне косу керек (5.4):
Фосфаттыц араша ершщца (4.6) 1,00 см3 1,00 см3 1,00 см3 1,00 см3
Су 1,00 см3 1,00 см3 1,00 см3 1,00 см3
Спектрометрлш бел1ктер шшдепсш араластыру керек; 2 минут араластыртаннан 
кешн, 340 нм толкын узындыгында ауага карсы эрб1р бел1кте ертндш щ  оптикальщ 
тыгыздыгын А0 елшеу керек.
Содан соц тамшуырды колданып, спектрометрд1н теменде керсетшген бел1ктер1не 
косу керек (5,4):___________________ > > ______________________ ___________
Дегидрогеназ В-галактозидаз жузпш
(4.9) 0,05 см3 0,05 см3 0,05 см3 0,05 см3
Спектрометрл1к бел1ктер шшдепсш араластыру керек (5.9) жэне талап бойынша бу 
моншасын (5.11) колдана отырып, 20 °С температурада 15 минут келемшде 
инкубациялау кажет. Ауага карсы эрб1р белште ер1т1нд1шц оптикальщ тыгыздыгын А15 
елшеу кажет.
Косымша 5 минуттан кешн, эр ер1т1нд1шн оптикальщ тыгыздыгын кайта елшеу керек. 
Егер реакция токтатылмайтын болса, оптикальщ тыгыздьщтыц артуы 5 минутта кезекш 
аральщтардан жогары орньщты болмаганша, эр ершндш1 5 минут аралыгында елшеуд1 
жалгастыру кажет,_____________________________________________________________
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7.6.2 Оптикалык тыгыздыкты есептеу
7.6.2.1 15 минут инкубациядан кешн пайда болатын оптикальщ 

тытыздыктьщ артуы болмаса, (1) формуласын колданып есептеу кезшде (8.1 
караныз) эрб1р элементте болатын оптикалык тыгыздыкты, А, есептейд1:

А = А,-\, (1)
мундагы, А0 - HK/G6P-DH жузгшш косар алдында олшенген оптикалык 

тыгыздьщтын: сандык м эт;
At - 15 минут кезенде инкубациялаудан кей1н олшенген оптикалык 

тыгыздьщтын: сандык мэнт
7.6.2.2 Егер реакция 15 минуттан кей1н токтатылмаса, (2) формуласын

колданып есептеген кезде (8.1 карау керек), op6ip секцияда болатын
оптикалык тыгыздыкты, А, есептеу керек:

A = (A ,-A 0) ~ ( A , - A ,_ s), (2)

мундагы А0 - HK/G6P-DH жузгшш косар алдында олшенген оптикалык
тыгыздьщтыц сандык м эт;

At - t минут кезещнде инкубациялаудан кей1н олшенген оптикалык
тыгыздьщтыц сандык мэнт

\ t - 5)~ (t ■ 5) минут кезец1нде инкубациялаудан кешн олшенген оптикалык 
тыгыздьщтыц сандьщ мэнт

7.6.3 Егер оптикалык тыгыздьщ А 0,500 аспаса, сузшдш1 тшс1нше сумей 
суйылтуды колдана отырып, 7.6.1 жэне 7.6.2 тармакщаларында
карастырылган процедураны кайталау керек (7.5.2).

8 Нэтижелерд1 ецдеу

8.1 Есептеу
Сут кантыныц курами, wL, (3) формула бойынша есептелед1:

[U -А)~(А  -Т )]хм г у, «к  xfs юо
1 K x l  V2xV4 т ’

(3)
мундагы wL - массасы бойынша пайыздьщ катынас рет1нде ернектелген 

сут канты курамыныц массальщ улесц
Ах - сут канты мен глюкозага арналган улг1 немесе стандарттьщ 

сынактыц оптикалык тыгыздыгыныц сандьщ мэн1 (7.6.2 тармащнасында 
есептел1нген);

А2 - глюкозага арналган улп немесе стандарттьщ сынактыц оптикалык 
тыгыздыгыныц сандьщ мэш (7.6.2 тармащнасында есептел1нген);

А3 - сут канты мен глюкозага арналган реактивы бакылау сынагыныц 
оптикалык тыгыздыгыныц сандьщ мэш (7.6.2 тармакшасында есептел1нген);

9
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А4 - глюкозага арналган реактивы бакылау сынагыныц оптикальщ 
тыгыздыгыныц сандьщ мэш (7.6.2 тармакшасында есептелшген);

Мг - сут канты ныц салыстырмалы молекулярлык массасы; сусыз сут 
кантына арналган, Мг = 342,30, жэне сут канты ньщ моногидратына арналган, 
Мг =360,31;

К  - 340 шм (ягни, К = 6,3x106 см2/моль) кезшдеп НАДФ молярлык 
cipipy коэффициент!;

/ - спектрометр болшщщ теориялык узындыгы бойыныц сандык мэш, 
см (1 см);

Vx - спектрометр белшшдеп суйьщтыктьщ жалпы квлем1 (7.6.1), см3 (3,30
см3);

V2 - спектрометр бел1пне косылган суз1нда (7.5.2) немесе оны суйылту 
(7.6.3) келемц см3 (1,00 см3);

К - 7.5.1тармагы бойынша дайындалган ертнд1 колем1, см3 (100 см3);
V4 - ертнд1 (7.6.3) уш1н усынылган суз1нда (7.5.2) колем1, см3;
V5 - сынак epiTiHflici суйылтылган колем (7.6.3), см3;
т - улгшщ жумыстык болтнщ  массасы (7.3), г;
Егер Tepic шама (а2 - А 4) уш1н белпленет1н болса, оны ескеру кажет.

ЕСКЕРТПЕ Егер сынак улпсшщ массасы 1 г кеп болса, онда ¥ъ мынадай формула 
бойынша ecemeayi мумюн:

Г3 = 1 0 0 - Р ,
мундагы Р -  тунба коле Mi, см3.
Р  мынадай формула колданылатын сынак улпсшщ жуык курамынан есептелу1 

мумюн: Р = 1,1 х (май грамы) + 0,73 х (протеин грамы) + 0,65 х (крахмал грамы) + 0,55 
(ер1мейт1н кул грамы).

8.2 Нэтижелерд1 ернектеу
Нэтижелерд1 6eariai уш есептеу бойынша ернектейдт

9Дэлд1к

9.1 Зертханааралык сынак
Эдютщ дэлме-дэлд1пне жасалатын зертханааралык сынак болшектер1 

жариялануга тшс ([1] карацыз).
Аталган сынак уш1н шыгарылатын кайталанушыл ы к жэне енд1р1мд1л1к 

мэндер1 ГОСТ ИСО 5725-1, ГОСТ 5725-2, ГОСТ ИСО 5725-3, ГОСТ ИСО 
5725-4, ГОСТ 5725-5, ГОСТ ИСО 5725-6 сэйкес аныкталады. Алынатын 
мэндер усынылатындарды коспаганда, концентрация мен матрица 
аралыгымен сэйкес болмауы мумюн.

9.2 Кдйталангыштык
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Сол зертханада сол жабдьщты пайдаланатын сол оператордыц кыска 
уакыт аралыгында б1рдей сынак материалдарында сол эдю аркылы алынган 
тэуелЫз ею белек сынак нэтижелер1 арасындагы абсолют айырма, егер 
мыналардан кеп болатын жатдайда, 5 %-дан артьщ емес:

- балмуздакка арналтан кургак сут жэне кургак сут коспалары уннн: 
сынак нэтижесшщ орташа арифметикалык мэншщ 3 %-ы;

- балкытылтан сыр уннн: сынак нэтижесшщ орташа арифметикалык 
мэншщ 6 %-ы.

9.3 0нд1ршдшж
Typni зертханада турл1 жабдьщты пайдаланатын турл1 оператордыц 

б1рдей сынак материалдарында сол эдю аркылы алынган тэуелЫз ею белек 
сынак нэтижелер1 арасындагы абсолют айырма, егер мыналардан кеп 
болатын жагдайда, 5 %-дан артьщ емес:

- балмуздакка арналган кургак сут жэне кургак сут коспалары уннн: 
сынак нэтижесшщ орташа арифметикалык мэншщ 6 %-ы;

- балкытылган сыр уннн: сынак нэтижесшщ орташа арифметикалык 
мэшшц 6 %-ы.

10 Бацылау нэтижелерш рэамдеу

Сынак хаттамасында мыналар аньщталуга тис:
а) улпш тольщ б1регейлеу уннн кажетп барлык акпарат;
б) сынамаларды ipiKTeyain пайдаланылатын эдюц
в) осы стандартка жасалатын сштемемен 6ipre пайдаланылатын сынак 

эдаа;
г) осы стандартта аныкталмаган немесе сынак нэтижелерше эсер eTyi 

мумюн кез келген сокдыгыс белшектер^мен 6ipre мшдетп емес ретшде 
карастырылатын барлык жумыс белшектерк

д) сынак нэтижелер! немесе, егер кайталангыштьщ тексершген болса, 
онда б^рнеше сынак нэтижелерк
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А косымшасы
(мтдеттг)

Ферментативп эдкп орындауга арналган практикалык зертхана 
тэяарибесшщ (ПЗТ) ережелер1

А.1 Kipicne
Ферментативп эдюке арналган практикальщ зертханальщ тэшрибе 

ережеЫ химиялык талдауга Караганда шамалы белгш.
Дэлд1п жетюлжп нэтижелер алу уннн усынылады.
А.2 Реактивтер
А.2.1 Белгшенген типтеп ферменттерд! гана пайдалану керек (меннпкп 

белсендшк, концентрация, ф ерм ент белсенд1 болатын ластану, ерггюш).
А.2.2 Белгшенген типтеп коферменттерд1 гана пайдалану керек (тазальщ 

дэрежесц туз немесе кышкылды форма, ластанулар).
А.2.3 Ферменттер мен коферменттерден баска реактивтер талдамальщ 

дэрежеде болу га тшс.
А.2.4 Ферментп ертщ цш  дайындауга арналган су жэне баска 

реактивтер ею рет тазартылган болуга тшс.
А.2.5 Улгшердщ ертнд1сш дайындауга арналган су ею рет тазартылган 

немесе ионсызданган болуы керек.
А.2.6 Реактивтер мен ферментп жузпн/ертндшерд1 нускаулыктарга 

сэйкес сактау керек (2 °С бастап 8 °С дешнп температурада).
А.2.7 Ферментп койыртпактарды катырмау керек.
А.2.8 Егер реактивтерд1 сактау мерзш1 опп кетсе, талдау кезшде 

аныкталатын заттыц ауыспалы мелшер1 болатын стандартты ертщцмен 
тексер1п, аталган реактивтердщ колданылуын тексеру немесе реактивтерд1 
тастау кажет. Алынатын оптикалык тыгыздьщтар концентрацияларга 
катынасы бойынша уйлеЫмд1 болуга тшс.

А.2.9 Тоцазыткыштан алынатын араша ертндшер сыналатын коспа 
косылганша, белме температурасына дешн кыздырылуга тшс.

А.З Фотометрлш жэне спектрометрлж белжтер
А.3.1 Оптикалык узындыгы 1 см шыны немесе пластмасса белштерд! 

пайдалану керек.

ЕСКЕРТПЕ Пластмасса бел1ктердщ шыны бел1 ктерден мынадай артьщшылыгы 
болуга тшс:

- олар арзан болып табылады (к;ол жететш);
- талдаулардьщ кеп саны кадагалануга Tnic;
- пластмасса белжтер 6ip топтаманьщ 1шшде оптикалык; тыгыздьщкд катысты ете 

жаксы уйлеседт
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А.3.2 Жаца топтама пайдалануга енпзшетш кезде, бел ж жолдарыныц 
оптикальщ тыгыздыгын теменде баяндалгандай, бакылау белжтер1мен 
салыстыра отырып тексеру кажет (мысалы, кварцты белжтер).

Бакылау бел i гш жэне пластмасса белжтерд1 сумей толтырып, эр белжтщ 
ауата карсы оптикальщ тытыздытын (Д ) елшеу керек. Белжтерд1 НАДГ 
(шамамен 0,15 мг/ см3) ертщцЫмен шайтаннан кей1н толтырып, ауата карсы 
оптикальщ тыгыздыгын (А 2) тагы елшеу керек.

Бакылау белжтер1 мен пластмасса белжтер уш1н (А2 -  д ) есептеу кажет. 
Белжтердщ ею Typi арасындагы айырма (А2 -  Д ) катты ерекшеленуге тшс. 
Егер айырма (А2 -  Д ) прецизиондьщ белж упнн оптикальщ тытыздьщты 
елшеудщ 0,5 %-ынан асатын болса, он да орташа айырманы пайыздьщ 
катынаста есептеу керек жэне осыны есептеген кезде жол узындыты, /, уш1н 
назарта алу керек (8.1 карау керек).

А.3.3 Эркашан таза api сызылмаган бел1ктерд1 пайдалану кажет. Болжтщ 
оптикальщ бетш жумсак матамен гана кургату немесе тазарту керек.

А.3.4 Бакылау сынагыныц ез1нен оптикальщ тыгыздьщ шамасыныц peri 
туралы акпарат алынбайтындьщтан, бастапкы аткару б о лт  бойынша улгшщ 
сынау белжшщ оптикальщ тыгыздыгын елшемеу керек. Улгшщ жэне ауага 
карсы бакылау сынагына арналган бел1ктщ оптикалык тыгыздыгын елшеп, 
айырмасын есептеу керек.

А.3.5 Улпшц жэне бос белжтеп бакылау сынагына арналган бол1кт1ц 
оптикалык тыгыздыгын елшемеу керек (жарьщтыц сейшу1нен).

А.3.6 Бел1ктщ imiHflericiH пластмасса калактармен араластыру керек 
немесе балауыз жэне жещл айналдырып бельки кымтау керек.

А.3.7 Калакты пайдаланып, бел1к кабыргаларынан ауа кебжтерш кепру 
керек. Бел1кт1ц оптикальщ бет1н1ц сызылуына жол бермеу керек.

А.3.8 Тацдап сынау жэне бакылау сынагын елшеу ушш, эркашан 
белгшенген бел1ктерд1 колдану кажет.

А.3.9 Кдшанда бел1кп белгш 6ip орынга жэне бел1к устагыш багытына 
орналастыру керек.

А.4 Фотометрлер мен спектрометрлер
А.4.1 Спектрометр (спектр ен1 10 нм аз немесе тец), богеушдерд1 басу 

уш1н усынылатын сузг1 (спектр ен1 10 нм аз немесе тец) немесе сынап 
шамымен жабдыкталтан спектральды сызыктагы фотометр пайдаланылады. 
Спектрометр немесе cy3rini фотометр колданылып орындалган ©лшеулер 
НАДГ жэне НАДО кабшетш ашретж максимум кез1нде жузеге асырылуга 
Tnic, ягни 340 нм кезшде; олар сынап шамымен жабдьщталган спектральды 
сызьщтагы фотометр колданылып орындалуга жэне 365 нм немесе 334 нм 
кезшде жузеге асырылуга Tnic.

ЕСКЕРТПЕ 334 нм, 340 нм жэне 365 нм кезшде аныкталган НАДГ жэне НАДО 
молярльщ ci Hiру коэффициент мынадай болуы керек:
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- 334 нм (Гг) кезшдеп НАДГ жэне НАДО: 6,18 х 10б см1 /м оль;

- 340 нм кезшдеп НАДГ жэне НАДФ: 6,3 х 10б см2 / моль;

- 365 нм (Гг) кезшдеп НАДФ: 3,5 х 10б см2/моль;

- 365 нм (Гг) кезшдеп НАДГ: 3,4 х 10б см2 /  моль.
А.4.2 2,0 оптикальщ тыгыздьщка дешнп сызыктьщ каты нас НАДГ жэне 

НАДФ оптикальщ тыгыздыгы мен концентрациясы арасында болута тшс. 
Муны томенде бершген тармактар бойынша тексеру кажет.

а) 2,0 см3 тамшуырларды тазартылтан сумей белшке косу керек. Ауата 
карсы оптикалык тыгыздыкды А 0 олшеу керек.

б) 0,10 см3 тамшуырларды НАДГ (0,5 мг/ см3) ертщцЫмен 6ipre белжке 
косып араластырады. Оптикальщ тытыздьщты А , елшейдг

Мынадай формуланы колдана отырып (А.1), бершген оптикалык 
тыгыздыкты, А гп, есептеу кажет:

x,=k-A)*jj, (ал)
мундагы А] - НАДГ (б) ертщцшмен аныктау аркылы алынатын 

оптикалык тыгыздьщтьщ сандык мэш;
А0 - суды (а) аныктау аркылы алынатын оптикалык тыгыздыкдьщ 

сандык мэш.
в) процедураны б) тармагында 14 рет кайталау кажет.
0p6ip елшеу жубынан кей1н, (А.2) формуласын колдана отырып, 

бершген оптикалык тыгыздыкты, А гп, есептеу керек:

An =(A„-A0) x ^ j ,  (А.2)

мундагы Ап - елшеу п кез1нде алынган оптикалык тыгыздыктьщ сандык 
мэш;

V - елшеу п кезшдеп бел ж курамыньщ келемг
г) 0p6ip елшеу ушш, бершген TnicH оптикалык тыгыздыкпен 

салыстырганда усынылатын НАДГ ер1т1нд1с1 келем1шц жоспарын куру 
кажет. Тузу сызьщ алынган киысу нуктелер1н косып алынуы керек.

А. 5 Автоматты тамшуырлар жэне баска тамшуыр-мелшерлепштер
А.5.1 Автоматты тамшуырлар мен баска тамшуыр-мелшерлепштерд1 

енд1руш1 нускаулыгына сэйкес пайдалану керек.
А.5.2 0р тамшуыр ymiH TnicTi уштьщтар пайдаланылуга тшс.
А.5.3 Теменде бершген тармактар бойынша автоматты тамшуырлар мен 

баска тамшуыр-мелшерлепштердщ келем1 мен кайталангыштыгы уш1н 
кезецдщ ерекшел1ктерд1 тексеру керек (мысалы, ай сайын):

а) уакыт t бойынша толтырылган зертханальщ шыны стаканды таразыга 
тарту керек;

б) судыц 6ip елшем1н стаканга бел1п, алгашкы таразыга тартканнан кешн 
t + 1 минут бойы таразыга дэл тарту керек;
14
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в) белу процедурасын б) тармагына сэйкес тогыз рет кайталау кажет;
г) t + 11 минут, t + 12 минут, t + 13 минут, t + 14 минут жэне t + 15 минут 

сэтшде стаканды белмей таразыта тарту керек; осы елшеулерден 6ip минутта 
буланудан болатын кемуд1 есептеу керек;

д) булану кезшде судыц кемуш назарта ала отырып, тамшуыр немесе 
мелшерлепш тамшуырыныц келем1 мен кайталантыштытын есептеу керек.

А.5.4 Keft6ip автоматты тамшуырлар мэнше жалгастырып колдану 
уакытындаты колдыц алаканынан болатын жылу алмасу эсер ету! мумюн.

Осы кубылысты А.5.3 сипатталтан процедурамен тексерт, осындай 
тамшуырлардьщ колданылуын болдырмау кажет.

А.5.5 Крлданар алдында тамшуыр уштыктарын белгшенген 
ертщц/жузгшмен б^рнеше рет шаю кажет. Op6ip ертщ ц ушш тамшуырдыц 
жаца уштыгын колдану кажет.

А.5.6 ¥штыкты белштщ турл! бурыштарына мумкшдшнше томен коя 
отырып, суды, араша, фермента, кофермента ертщ цш  белу керек.

ЕСКЕРТПЕ: Ферментп ертнд1/жузгзннщ аздаган мелшер1 (10 см3 жэне 50 см3) 
калакпен белiне, бел1кке жепазше жэне калакшамен араластырыла алады.

А.5.7 Ластануды жою керек.
А.6 1^осымша акпарат
А.6.1 Заттарды талдау кезшде аныкталатын турл1 концентрациялар 

аркылы ею ертндш щ  оптикалык тытыздытын аныкгаган кезде, ыкгимал 
эсерлер мен ерескел кате л ер д1 тексеру керек.

А.6.2 Ферментативт1 реакцияларды тексеру унин эталонды колдану 
керек. Аталтан эталон жумыстьщ эталон ретшде карастырылута тшс.

А.6.3 Улп epiTiHflici болтан кезде, калпына келпру сынатын орындау 
керек. Затты талдау кезшде аньщталатын коспа мелшер1 улп Hi н атымдаты 
ертндюше жуык болуы керек.

Калакшада калатын суйьщтык мелшер1 шамалы болып карастырылута
тшс.
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Введение

Настоящий стандарт описывает ферментативный метод для определения 
галактозы с использованием глюкозы в качестве составной части лактозы.

Определение выбора применения метода, описанного в настоящем 
стандарте или СТ РК ИСО 5765-2, зависит от количества глюкозы или 
галактозы, представленного в образце для анализа. Если содержание глюкозы в 
образце значительно выше, чем содержание лактозы, то рекомендуется 
применять метод, описанный в СТ РК ИСО 5765-2. Наоборот, для образцов со 
значительным содержанием галактозы, чем содержание лактозы, рекомендуется 
использовать метод, описанный в настоящем стандарте.

Для образцов с низким содержанием глюкозы и галактозы метод может 
применяться без предпочтительности. Для образцов с высоким содержанием 
глюкозы и галактозы точность определения лактозы снижается для обоих 
методов.

В термообработанном молоке и молочных продуктах пропорция лактозы 
может превращаться в лактулозу. Лактулоза не может определяться с помощью 
метода, описанного в настоящем стандарте. Если, несмотря на это, 
использовался метод, описанный в СТ РК ИСО 5765-2, лактулоза будет 
определяться как лактоза. Кроме этого, в интенсивно термообработанном 
молоке (стерилизованное молоко) и молочных продуктах пропорция лактозы 
может быть связана с протеинами вследствие реакции по Мэйлларду. В таких 
случаях связанная лактоза не может определяться методом, описанным в СТ 
РКИСО 5765-2.

Только, когда применяются строго правила практического опыта (GLP) 
для ферментативного метода, тогда будут получены достоверные результаты. 
Правила практического опыта (GLP) установлены в Приложении А.
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ГОСУДАРСТВЕННЫЙ СТАНДАРТ РЕСПУБЛИКИ КАЗАХСТАН

Молоко сухое, сухие молочные смеси для мороженого и плавленый сыр

ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ЛАКТОЗЫ 
Часть 1

Ферментативный метод с использованием глюкозы в качестве 
составной части лактозы

Дата введения 2010-07-01

1 Область применения

Настоящий стандарт устанавливает ферментативный метод с 
использованием глюкозы в качестве составной части лактозы для определения 
содержания лактозы во всех типах сухого молока, молочных смесях для 
мороженого в сухой форме в процентах других углеводородов и 
восстанавливающих веществах, и сыре плавленом.

2 Нормативные ссылки

Для применения настоящего стандарта необходимы следующие 
ссылочные нормативные документы:

СТ РК ИСО 5765-2-2009 Молоко сухое, сухие молочные смеси для 
мороженного и плавленый сыр. Определение содержания лактозы. Часть 2. 
Ферментативный метод с использованием галактозы в качестве составной 
части лактозы.

ГОСТ 1770-74 (СТ СЭВ 1247-78, СТ СЭВ 4021-83, СТ СЭВ 4977-85) 
Посуда мерная лабораторная стеклянная. Цилиндры, мензурки, колбы, 
пробирки. Общие технические условия.

ГОСТ 3622-68 Молоко и молочные продукты. Отбор проб и подготовка 
их к испытанию.

ГОСТ 12026-76 Бумага фильтровальная лабораторная. Технические
условия.

ГОСТ 24104-2001 Весы лабораторные. Общие технические требования.
ГОСТ 26809-86 Молоко и молочные продукты. Правила приемки, 

методы отбора и подготовка проб к анализу.
ГОСТ 28498-90 Термометры жидкостные стеклянные. Общие 

технические требования. Методы испытания.

Издание официальное
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ГОСТ ИСО 5725-1-2003 Точность (правшъностъ и прецизионность) 
методов и результатов измерений. Часть 1. Основные положения и 
определения.

ГОСТ ИСО 5725-2-2003 Точность (правильность и прецизионность) 
методов и результатов измерений. Часть 2. Основной метод определения 
повторяемости и воспроизводимости стандартного метода измерения.

ГОСТ ИСО 5725-3-2003 Точность (правильность и прецизионность) 
методов и результатов измерений. Часть 3. Промежуточные показатели 
прецизионности стандартного метода измерения.

ГОСТ ИСО 5725-4-2003 Точность (правильность и прецизионность) 
методов и результатов измерений. Часть 4. Основные методы определения 
правильности стандартного метода измерений.

ГОСТ ИСО 5725-5-2003 Точность (правильность и прецизионность) 
методов и результатов измерений. Часть 5. Альтернативные методы 
определения прецизионности стандартного метода измерений.

ГОСТ ИСО 5725-6-2003 Точность (правильность и прецизионность) 
методов и результатов измерений. Часть 6. Использование значений 
точности на практике.

ПРИМЕЧАНИЕ При пользовании настоящим стандартом целесообразно проверить 
действие ссылочных стандартов по ежегодно издаваемому информационному указателю 
«Нормативные документы по стандартизации» по состоянию на текущий год и 
соответствующим ежемесячно издаваемым информационным указателям, 
опубликованным в текущем году. Если ссылочный документ заменен (изменен), то при 
пользовании настоящим стандартом следует руководствоваться замененным 
(измененным) документом. Если ссылочный документ отменен без замены, то 
положение, в котором дана ссылка на него, применяется в части, не затрагивающей эту 
ссылку.

3 Сущность метода

3.1 Раствор или суспензия рабочей части образца депротеинируется для 
получения чистого экстракта.

3.2 Очищенный экстракт рабочей части образца вступает в реакцию со 
следующими ферментами или биохимическими веществами:

а) В-галактозидаза, для расщепления лактозы на глюкозу и галактозу;
б) В-галактозидаза дегидрогеназа в процентном соотношении 

никотинамид-аденин-динуклеотидфосфат (НАД + ), для катализирования 
окисления галактозы в галактоновую кислоту, НАД+ сводится к НАДФГ.

3.3 Количество НАДФГ определяется из оптической плотности 
испытательного раствора при 340 нм.

3.4 Содержание лактозы, которое пропорционально количеству НАДФГ, 
вычисляется, если исправление делается для представления глюкозы в 
испытательном образце в начале проведения анализов.
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4 Реактивы

4.1 Применять только реактивы аналитической степени чистоты. Вода, 
применяемая для приготовления ферментных растворов, должна быть 
дважды продистиллирована. Вода, применяемая для других целей, должна 
быть продистиллирована или должна быть равноценной степени чистоты.

Необходимо обратить внимание на срок годности реактивов, 
представленных производителем.

Если ферментная суспензия применяется с другими, кроме 
установленных деятельностью, объем суспензии (7.6.1) должен 
увеличиваться или снижаться пропорционально.

ПРИМЕЧАНИЕ Реактивы, описанные в 4.5, 4.7-4.9, могут быть получены в больших 
количествах как испытательная комбинация, например, испытательный комплект 
Борингера*

4.2 Раствор гексаноферрата(П) калия, К 4 [Fe(CN)6]
Растворить 3,6 г тригидрат гексаноферрата(П) калия в воде. Развести с 

100 см3 воды и помешать.
4.3 Раствор гептагидрата сульфата цинка, ZnS04
Разбавить 7,2 г гептагидрата сульфата цинка в воде. Развести с 100 см3 

воды и помешать.
4.4 Раствор гидроксида натрия, c(NaOH) = 0,1 моль/дм3
Разбавить 4,0 г гидроксида натрия в воде. Развести с 1000 см3 воды и 

помешать.
4.5 Нитратный буферный раствор, pH 6,6 ±0,1
Разбавить 2,8 г дигидрат трисодиум цитрата (C6H 50 7Na3-2H20), 

0,042 г моногидрат лимонной кислоты (С6Н 80 7-Н20) и 0,625 г гептагидрат 
сульфата магния (MgSO-7H2 0 4) в 40 см3 воды.

Установить pH до 6,6 ± 0,1 при температуре 20 °С с серной кислотой 
(2 моль/дм3) или раствором гидроксида натрия (0,1 моль/ дм3). Разбавить в 
50 см3 воды и смешать.

Данный раствор может держаться 3 месяца, если его хранить в 
холодильнике при температуре от 0 °С до 5 °С.

4.6 Буферный раствор триэтаноламина (ТЭА), pH 7,6 ± 0,1
Разбавить 16,6 г дигидрофосфат калия в 80 см3 воды. Установить pH до

8,6 ±0,1  при температуре 20 °С с помощью раствора гидроксида натрия 
(1 моль/ дм3). Разбавить в 100 см3 воды и смешать.

4.7 Буферный раствор НАДФ + /АТФ/ТЭА

* Испытательный комплект Борингера служит примером соответствующей 
продукции, доступной в больших количествах. Данная информация предусмотрена для 
удобства пользователей настоящего стандарта.
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Разбавить 65 г двунатриевой соли никотинамидадениндинуклеотида 
[C21H 27N 70 17P 3, приблизительно 98 % анализа] в 5 см3 буферного раствора 
цитрата (4.4).

Данный раствор может держаться 3 недели, если его хранить в 
холодильнике при температуре от 0 °С до 5°С.

4.8 Суспензия Д-галактозидаза (из кишечной палочки), суспензия в
3,2 моль/дм3 раствора сульфата аммония, pH приблизительно равен 6 ± 0,1.

Действие суспензии Д-галактозидаза должна быть, по крайней мере, 
60 единиц/см3 (лактоза как субстрат при температуре 25 °С). Суспензия 
может держаться около 12 месяцев, если его хранить в холодильнике при 
температуре от 0 °С до 5 °С. При применении суспензии, сосуд, содержащий 
её, должен храниться в дробленом льду.

ПРИМЕЧАНИЕ Суспензия Д-галактозидаза, которая содержит не более чем 0,001 % 
каждой из Д-фруктозидазы, а-галактозидазы, дегидрогеназы глюкозы, а-галактозидазы и 
НАДГ-оксидазы, вычисляемых в показателях удельной активности Д-галактозидазы, 
установлена подходящей.

4.9 Суспензия В-галактозидаза дегидрогеназа (из синегнойной 
флуоресценции - Pseudomonas fluorescence), суспензия в 3,2 моль/дм3 
раствора сульфата аммония, pH приблизительно равен 6 ± 0,1.

Действие суспензии В-галактозидаза дегидрогеназа должно быть, по 
крайней мере, 8 единиц измерения/см3.

Суспензия может держаться, по меньшей мере, 6 месяцев, если хранить в 
холодильнике при температуре от 0 °С до 5 °С. Если применяется суспензия, 
сосуд, содержащий суспензию, должен храниться в дробленом льду.

ПРИМЕЧАНИЕ Суспензия 13-галактозидаза дегидрогеназа, которая содержит не 
более чем 0,01 % каждой из алкогольдегидрогеназы и 13-галактозидазы, не более чем 0,1 % 
НАДГ-оксидазы, и ферменты, взаимодействующие с глюкозой, и не более чем 0,5 % 
лактатадегидрогеназы установлены подходящими.

4.10 Стандартный раствор лактозы, с(С 12Н 220 пН 20 )  = 0,8 мг/ см3.
Перед применением высушить моногидрат лактозы в устойчивую массу

в сушильном шкафу при температуре 87 °С.
Развести 400 мг сухой моногидрат лактозы в воде. Развести в 500 см3 

воды и помешать. Раствор можно держать 2 дня, если хранить его в 
холодильнике при температуре от 0 °С до 5 °С. Подогреть раствор до 20 °С 
сразу перед применением.

5 Приборы

5.1 Аналитические весы, со способностью взвешивания с точностью до 
±1 мг с возможностью считывания до 0,1 мг по ГОСТ 24104.
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5.2 Стеклянный лабораторный стакан, ёмкостью 50 см3 и 250 см3 по 
ГОСТ 1770.

5.3 Мерные пипетки обемом 5 см3 и 10 см3, градуированные на 
0,1 деления.

5.4 Пипетки объемом 10 см3, 5 см3, 1 см3 и 0,05 см3.
5.5 Мерная колба с одной меткой, ёмкостью 100 см3.
5.6 Фильтровальная бумага, среднего качества, диаметр около 15 см по 

ГОСТ 12026
5.7 Фильтр-воронка, диаметр около 7 см.
5.8 Спектрометр, применимый для измерений при 340 нм, 

оборудованный секциями из оптической длины пути в 1 см.
5.9 Пластмассовые лопатки, используемые для помешивания состава 

отбразца/фермента в секциях спектрометра.
5.10 Стеклянный штапик, диаметром приблизительно 6 мм и длиной 

150 мм, для вымачивания образца.
5.11 Водяная баня, способная поддерживать температуру от 20 °С до 

25 °С, с держателем, применяемым для поддержки секции спектрометра (5.8) 
(дополнительно см. 7.6).

ПРИМЕЧАНИЕ Инкубация секций в водяной бане необходима, только если 
комнатная температура ниже 20 °С.

5.12 Смесительный прибор, применяемый для приготовления суспензий 
части рабочего образца плавленого сыра.

5.13 Сушильный шкаф, термостатически контролируемый, способный 
сохранять температуру 87 °С ± 2 °С.

5.14 Устройство для толчения, способное перемалывать сыр и легко 
очищаться.

5.15 Часы.
5.16 Термометр но ГОСТ28498.

6 Отбор образцов

Отбор образцов -  по ГОСТ 2622, ГОСТ 26809.
Важно, чтобы лаборатория получила образец, который не был поврежден 

или изменен во время транспортировки или хранения.

7 Порядок проведения контроля

7.1 Испытания для проверки процедуры
7.1.1 Выполнить следующее испытание для проверки восстановления 

лактозы возможно, если применить одно или более нижеприведенных 
условий:
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а) если применить новую партию буферного раствора НАД+/буферного 
раствора цитрата (4.7), суспензию Д-гапактозидаза или суспензию 6- 
галактозидаза дегидрогеназа (4.9);

б) если буферный раствор НАД+/буферный раствор цитрата (4.7) и/или 
суспензия Д-галактозидаза (4.8) или если суспензия 6-галактозидаза 
дегидрогеназа (4.9) хранились в холодильнике более чем 2 недели, не 
употребляясь;

в) если возобновить аналитическую работу после периода аналитической 
бездейственности;

г) если обстоятельства оправдывают выполнение такого испытания.
7.1.2 Пипеткой 5,0 см3 и 10,0 см3 со стандартным раствором лактозы 

(4.10) поместить в две 100 см3 мерные колбы (5.5). Добавить 50 см3 воды в 
каждую колбу. Продолжать действия, как установлено в подпунктах 7.5 и 
7.6.

7.1.3 Вычислить моногидрат лактозы содержания стандартного раствора 
лактозы (4.10) в соответствии с формулой 3 (см. 8.1), применяя следующие 
значения:

V3 - значение стандартного раствора лактозы (4.10), V3 = 500 см3;
V4 - значение стандартного раствора лактозы, применяемого (7.1.2), 

V4 = 5 см3 и 10 см3;
V5 - общее значение разбавленного стандартного раствора (7.1.2), 

V5 =100 см3.
7.1.4 Принимая во внимание чистоту моногидрата лактозы, 

восстановление, полученное для обоих разбавлений, должно быть 
100% ± 2 %.

Если восстановление не будет в этих пределах, то необходимо проверить 
реактивы, действующие методы, точность пипеток и состояние 
спектрометра. Предпринять действия, необходимые для получения 
соответствующих результатов. Повторить испытания для проверки 
процедуры до получения удовлетворительных результатов испытания.

7.2 Приготовление испытательного образца
7.2.1 Сухое молоко и сухие молочные смеси
Переместить испытательный образец в контейнер, предусмотренный 

воздухонепроницаемой крышкой, размером вдвое больше образца. Закрыть 
контейнер. Помешать образец взбалтыванием и переворачиванием 
контейнера.

7.2.2 Плавленый сыр
Снять корку, запачканный и заплесневелый слой сыра, чтобы 

гарантировать представительный испытательный образец сыра, который 
обычно потребляется. Перемолоть испытательный образец с использованием 
перемалывающего устройства (5.14). Помешать перетолченную массу и, если 
возможно, перемолоть его второй раз. Снова основательно помешать. Если
6
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испытательный образец не может быть растолчен, то помешать его 
интенсивным взбалтыванием и перемешиванием.

Если задержка неизбежна, поместить испытательный образец в 
контейнер, предусмотренный воздухонепроницаемой крышкой, размером 
вдвое больше образца для получения анализов. Закрыть контейнер. Принять 
меры предосторожности для обеспечения соответственного сохранения 
испытательного образца и для предупреждения конденсации влажности на 
внутренней поверхности контейнера.

Поместить полученный испытательный образец в стеклянный 
лабораторный стакан объемом 250 см3 (5.2). Добавить небольшое количество 
воды и получить полную суспензию микстуры с помощью смесительного 
аппарата (5.12).

7.3 Рабочая часть образца
Взвесить с точностью до ±1 мг, 1 г испытательного образца (7.2.1) или 

испытательного образца суспензии (7.2.2) в стеклянном лабораторном 
стакане (5.2). Развести или разбавить часть рабочего образца в 20 см3 воды, 
предварительно подогретого при температуре от 40 °С до 50 °С, применяя 
соответствующим образом стеклянный штабик (5.10) или смесительный 
аппарат (5.12). Поместить содержимое стеклянного лабораторного стакана в 
100 см3 мерную колбу (5.5). Разбавить с 60 см3 воды и помешать.

После определения массы рабочей части испытательного образца 
необходимо установить:

- рабочая часть образца должна быть представителем полного 
испытательного образца;

- содержание лактозы в секциях спректрометра должно быть от 5 до 
100 мг;

-оптическая плотность (А2) раствора в секциях спректрометра, для 
глюкозы в испытательном образце (смотреть 8.1), должна быть в переделах 
от 0,1 до 0,4;

- если массовая доля лактозы в образце менее чем 0,2 %, то более чем 
1 г рабочего образца может востребоваться. В таком случае, объем жирности, 
протеина и других веществ, установленных в 7.5.1, может иметь 
значительное влияние на объем раствора (смотреть V3 в подпункте 8.1).

7.4 Контрольное испытание для реактивов
Выполнить контрольное испытание два раза. Далее необходимо 

продолжать, как установлено в подпунктах 7.5 и 7.6, применяя все реактивы, 
но опуская рабочую часть образца.

7.5 Депротенирование
7.5.1 Добавить в следующем порядке в испытательный раствор или 

суспензию (7.3) в мерную колбу объемом 100 см3 с одной меткой:
- 5,0 см3 раствора гексаноферрата(П) калия (4.2),
- 5,0 см3 раствора гептагидрата сульфата цинка (4.3),

7
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- 10,0 см3 раствора гидроксида натрия, после тщательного помешивания 
после каждого добавления.

Разбавить со 100 см3 воды и помешать.
Дать полученной смеси простоять 30 минут. Не перемешивать повторно 

содержимое колбы до момента фильтрации.
7.5.2 Профильтровать верхний слой жидкости через фильтровальную 

бумагу (5.6), сбрасывая первую часть фильтрата.
7.6 Определение
7.6.1 Осуществить определение в соответствии с Таблицей 1, 

обеспечивая подачу НАДФ+/буферного раствора циртата (4.5.), буферного 
раствора фосфата (4.6) и воды комнатной температуры (от 20 °С до 25 °С) до 
применения.

Таблица 1 -  Схема определения
Образец или Контрольное
стандартное испытание реактивов

испытание для ДЛЯ
лактозы и глюкоз лактозы и
глюкозы ы глюкозы

1 2 3 4 5
Пипетка в секциях спектрометра:
Буферный раствор цитрата (4.5) 0,20 см3 0,20 см3 0,20 см3 0,20 см3
Суспензия //-галактозидаза (4.8) 0,05 см3 - 0,05 см3 -
Вода 0,05 см3 0,05 см3
Образец или стандартный фильтрат 1,00 см3 1,00 см3 - -
(7.5.2) - - 1,00 см3 1,00 см3
Контрольный фильтрат реактива
Смешать содержимое спектрометрических секций, применяя пластмассовые лопатки 
(5.9), и инкубировать в течение 15 минут при температуре 20 °С, применяя паровую 
баню (5.11) по требованию.
Затем добавить в секции спектрометра с применением пипетки (5.4):
Буферный раствор фосфата (4.6) 1,00 см3 1,00 см3 1,00 см3 1,00 см3
Вода 1,00 см3 1,00 см3 1,00 см3 1,00 см3
Смешать содержимое спектрометрических секций; после 2 минут помешивания, 
измерить оптическую плотность, А0, раствора в каждой секции против воздуха при 
длине волны 340 нм.
Затем добавить нижеприведенное в секции спектрометра с применением пипетки (5,4):
Суспензия В-галактозидаза 
дегидрогеназа (4.9) 0,05 см3 0,05 см3 0,05 см3 0,05 см3
Смешать содержимое спектрометрических секций и инкубировать 15 мин при 
температуре 20 °С, применяя паровую баню (5.11) по требованию. Измерить оптическую 
плотность, Л15, раствора в каждой секции против воздуха.
После дополнительных 5 минут, измерить оптическую плотность каждого раствора 
снова. Если реакция не останавливается, продолжить измерения каждого раствора с 
интервалом в 5 минут до тех пор, пока повышение оптической плотности не станет 
устойчивым свыше последующих интервалов в 5 минут._____________________________
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7.6.2 Расчет оптической плотности
7.6.2.1 Если нет повышения в оптической плотности, проявляемой после 

15 минут инкубации, вычисляют оптическую плотность, А , в каждом 
содержащем элементе при расчете (см 8.1) с применением формулы (1):

Л = А,-Ао, (1)
где А0 - численное значение оптической плотности, измеренное перед

добавлением суспензии HK/G6P-DH;
At - численное значение оптической плотности, измеренное после

инкубации на период 15 минут.
1.6.22  Если реакция не прекращается после 15 минут, вычислить 

оптическую плотность, А , каждой содержащей секции при расчете (смотреть 
8.1) с применением формулы (2):

А = ( А , - А 0) ~ ( А ,- А , _ , ) ,  (2)

где А0 - численное значение оптической плотности, измеренное перед 
добавлением суспензии HK/G6P-DH;

At - численное значение оптической плотности, измеренное после 
инкубации на период t минут.

A(t_s)- численное значение оптической плотности, измеренное после 
инкубации на период (t - 5) минут.

7.6.3 Если оптическая плотность, А, превышает 0,500, повторить 
процедуру, предусмотренную в подпунктах 7.6.1 и 7.6.2, применяя 
соответствующее водное разбавление фильтрата (7.5.2).

8 Обработка результатов

8.1 Расчет
Содержание лактозы, wL вычисляется по формуле (3):

_ [(л - А 3) - { А 2 - А 4)]х М г С х У3 х У5 100 
1 K x l  V2 xV4 т ’ (3)

где wL - массовая доля содержания лактозы, выраженная как процентное 
отношение по массе;

Ах - численное значение оптической плотности (вычисленное в
подпункте 7.6.2) образца или стандартного испытания для лактозы и 
глюкозы;

А2 - численное значение оптической плотности (вычисленное в
подпункте 7.6.2) образца или стандартного испытания для глюкозы;

А3 - численное значение оптической плотности (вычисленное в
подпункте 7.6.2) реактивного контрольного испытания для лактозы и 
глюкозы;
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А4 - численное значение оптической плотности (вычисленное в 
подпункте 7.6.2) реактивного контрольного испытания для глюкозы;

М г - относительная молекулярная масса лактозы; для безводной 
лактозы, Мг = 342,30, и для моногидрата лактозы, Мг = 360,31;

К  - молярный коэффициент поглощения НАДО при 340 шм (т.е. 
К = б,3х10б см2/моль);

/ - численное значение теоретической протяженности длины секции 
спектрометра, см (1 см);

Е, - общий объем жидкости в секции спектрометра (7.6.1), см3 (3,30 см3);
V2 - объем фильтрата (7.5.2) или его разбавления (7.6.3), прибавленного в 

секцию спектрометра, см3 (1,00 см3);
Е3 - объем раствора, приготовленного по пункту 7.5.1, см3 (100 см3);
V4 - объем фильтрата (7.5.2), представленный для раствора (7.6.3), см3;
V5 - объем, в котором испытательный раствор разбавлен (7.6.3), см3;
т - масса рабочей части образца (7.3), г;
Если отрицательная величина устанавливается для (А2 -А 4), необходимо 

ее учитывать.

ПРИМЕЧАНИЕ Если масса испытательного образца больше чем 1 г, то Е3 можно 
вычислить по формуле:

V3 = 1 0 0 - л
где Р -  объем осадка, см3.
Р  может вычисляться из приближенного состава испытательного образца с 

применением следующей формулы: Р = 1,1 х (граммы жира) + 0,73 х (граммы протеина) 
+ 0,65 х (граммы крахмала) + 0,55 (граммы нерастворимой золы).

8.2 Выражение результатов
Результаты выражают по трем значительным подсчетам.

9 Точность

9.1 Межлабораторное испытание
Детали межлабораторного испытания на прецизионность метода должны 

быть опубликованы (см. [1]).
Значения для повторяемости и воспроизводимости, выведенные из 

данного испытания, определены в соответствии с ГОСТ ИСО 5725-1, 
ГОСТ 5725-2, ГОСТ ИСО 5725-3, ГОСТ ИСО 5725-4, ГОСТ 5725-5, 
ГОСТ ИСО 5725-6. Полученные значения не могут соответствовать с 
интервалом концентрации и матрицами за исключением тех представленных.

9.2 Повторяемость
Абсолютное различие между двумя независимыми единичными 

результатами испытания, полученными с использованием такого же метода
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на идентичном испытательном материале в такой же лаборатории таким же 
оператором на таком же применяемом оборудовании в пределах короткого 
интервала времени, не более 5 % в случае, если будет больше чем:

- для сухого молока и сухих молочных смесей для мороженого: 3 % 
среднего арифметического значения результата испытания;

- для плавленого сыра: 6 % среднего арифметического значения 
результата испытания.

9.3 Воспроизводимость
Абсолютное различие между двумя независимыми единичными 

результатами испытания, полученными с использованием такого же метода 
на идентичном испытательном материале в разных лабораториях 
различными операторами на разных оборудованиях, не более 5 % в случае, 
если будет больше чем:

- для сухого молока и сухих молочных смесей для мороженого: 6 % 
среднего арифметического значения результата испытания;

- для плавленого сыра: 14 % среднего арифметического значения 
результата испытания.

10 Оформление результатов

Протокол испытания должен содержать:
а) всю информацию, необходимую для окончательной идентификации 

образца;
б) применяемый метод отбора образцов, если известен;
в) применяемый метод испытания, ссылаемый на настоящий стандарт;
г) все операционные детали, не соответствующие настоящему стандарту, 

или рассмотренные в качестве необязательного, вместе с деталями случая, 
которые могут влиять на результат испытания;

д) результаты испытания или, если проверена повторяемость, то 
результаты нескольких испытаний.

11
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Приложение А
(обязательное)

Правила практического лабораторного опыта (ПЛО) 
для выполнения ферментативного метода

АЛ Введение
Правила практического лабораторного опыта для ферментативного 

метода малоизвестны, чем для химического анализа.
Рекомендовано, для того чтобы получить результаты с достаточной 

точностью.

А.2 Реактивы
А.2.1 Использовать только ферменты установленного типа (удельная 

активность, концентрация, загрязнения с ферментной активностью, 
растворитель).

А.2.2 Использовать только коферменты установленного типа (степень 
чистоты, соль или кислотная форма, загрязнения).

А.2.3 Все реактивы, кроме ферментов и коферментов должны быть 
аналитической степени.

А.2.4 Вода для приготовления ферментного раствора и другие реактивы 
должны быть дважды продистиллированы.

А.2.5 Вода для приготовления раствора образцов должна быть дважды 
продистиллирована или деионизирована.

А.2.6 Хранить реактивы и ферментные суспензии/растворы в 
соответствии с инструкциями (при температуре от 2 °С до 8 °С).

А.2.7 Не замораживать ферментные суспензии.
А.2.8 Если срок хранения реактивов истек, необходимо выбросить 

реактивы или проверить на действенность данных реактивов проверкой 
стандартным раствором с переменным количеством вещества, определяемым 
при анализе. Полученные оптические плотности должны быть 
пропорциональны по отношении к концентрациям.

А.2.9 Буферные растворы, взятые из холодильника, должны быть 
подогреты до комнатной температуры до добавления испытуемой смеси.

А.З Фотометрические и спектрометрические секции
А.3.1 Использовать стеклянные или пластмассовые секции с оптической 

длиной 1 см.

ПРИМЕЧАНИЕ У пластмассовых секций есть следующие преимущества над 
стеклянными секциями:

- они являются дешевыми (доступными);
- большое число анализов может быть отслежено;
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- внутри одной партии пластмассовые секции сходятся очень хорошо, касательно 
оптической плотности.

А.3.2 Когда новая партия секции вводится в эксплуатацию, то 
необходимо проверить оптическую длину пути секций, сравнивая с 
контрольными секциями (например, кварцевые секции), как изложено ниже.

Наполнить контрольную секцию и пластмассовые секции водой и 
измерить оптическую плотность ( Д )  каждой секции против воздуха. 
Наполнить секции, после промывания, раствором НАДГ (приблизительно 
0,15 мг/ см3) и снова измерить оптическую плотность ( А2) против воздуха.

Для контрольной секции и пластмассовых секций, вычислить (Л2 - А х). 
Разница (л2 -  А,) между двумя видами секций не должна сильно отличаться. 
Если разница (А2 -  А, ) превышает 0,5 % измерения чистой оптической 
плотности для прецизионной секции, то необходимо вычислить среднюю 
разницу в процентном соотношении и принять это во внимание для 
протяженности пути, /, при расчете (смотреть 8.1).

А .3.3 Всегда использовать чистые и неисцарапанные секции. Сушить 
или очищать оптическую поверхность секции только мягкой тканью.

А.3.4 Не делать измерения оптической плотности испытательной секции 
образца по исходной исполнительской секции, так как никакая информация 
не будет получена о порядке величины оптической плотности самого 
контрольного испытания. Измерить оптическую плотность образца и секции 
для контрольного испытания против воздуха и вычислить разницу.

А.3.5 Не измерять оптическую плотность образца и секции для 
контрольного испытания в пустой секции (из-за рассеивания света).

А.3.6 Помешать содержимое секции пластмассовыми лопатками или 
герметизацией секции парафином и мягким вращением.

А.3.7 Устранить пузырьки воздуха со стенок секции с использованием 
лопатки. Избегать царапаний оптической поверхности секции.

А.3.8 Всегда применять установленные секции для измерения 
выборочного испытания и контрольного испытания.

А.3.9 Всегда помещать секции в определенном положении и ориентации 
в держатель секции.

А.4 Фотометры и спектрометры
А.4.1 Использовать спектрометр (ширина спектра меньше или равна 

10 нм), предоставляемый фильтр подавления помех (ширина спектра меньше 
или равна 10 нм) или фотометр спектральной линии, оснащенной ртутной 
лампой. Измерения, выполненные с применением спектрометра или 
фильтрового фотометра, должны осуществляться при максимуме 
поглощающей способности НАДГ и НАДФ, т.е. при 340 нм; они 
выполняются с применением фотометра спектральной линии с ртутной 
лампой и должны осуществляться при 365 нм или 334 нм.
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ПРИМЕЧАНИЕ Молярный коэффициент поглощения НАДГ и НАДФ, 
определенный при 334 нм, 340 нм и 365 нм, должен быть, как изложен ниже:

- НАДГ и НАДФ при 334 нм (Гг): 6,18 х 10б см2 / моль;
- НАДГ и НАДФ при 340 нм: 6,3 х 10б см2 / моль ;
- НАДФ при 365 нм (Гг): 3,5 х 10б см2 / моль;
- НАДГ при 365 нм (Гг): 3,4 х 10б см2 / моль .

А.4.2 Линейное соотношение вплоть до оптической плотности 2,0 
должно быть между оптической плотностью и концентрацией НАДГ и 
НАДФ. Проверить это по нижеприведенным пунктам.

а) 2,0 см3 пипетки с дистиллированной водой добавить в секцию. 
Измерить оптическую плотность Л „против воздуха.

б) 0,10 см3 пипетки с раствором НАДГ (0,5 мг/ см3) добавить в секцию и 
помешать. Измерить оптическую плотность А х.

Вычислить приведенную оптическую плотность, А т, применяя 
следующую формулу (А. 1):

4 , = ( 4 - л ) х Ц ,  (А.1)

где Ах - численное значение оптической плотности, полученное с 
помощью определения раствором НАДГ (б);

А0 - численное значение оптической плотности, полученное с помощью 
определения водой (а).

в) Повторить процедуру 14 раз в пункте б).
После каждой пары измерения, вычислить приведенную оптическую 

плотность, А гп, применяя формулу (А.2):

A , = ( A ~ A h j ^ ,  (А.2)

где Ап - численное значение оптической плотности, полученное при 
измерении п;

V - объем содержания секции при измерении п.
г) Для каждого измерения составить план объема раствора НАДГ, 

представленный в секции в сравнении с соответствующей приведенной 
оптической плотностью. Прямая линия должна быть получена соединением 
полученных точек пересечения.

А.5 Автоматические пипетки и другие пипетки-дозаторы
А.5.1 Использовать автоматические пипетки и другие пипетки-дозаторы 

в соответствии с инструкцией производителя.
А.5.2 Использовать соответствующие наконечники для каждой пипетки
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А.5.3 Проверить периодически спецификации для объема и 
повторяемости автоматических пипеток и других пипеток-дозаторов 
(например, ежемесячно) по нижеприведенным пунктам:

а) взвесить стеклянный лабораторный стакан, наполненный водой по 
времени t\

б) распределить одну меру воды в стакан и взвесить точно по t + 1 мин 
после первого взвешивания;

в) повторить девять раз процедуру распределения соответственно пункту б)
г) взвесить, без распределения, стакан в моментах t + 11 минут, t +

12 минут, t + 13 минут, t + 14 минут и t + 15 минут; вычислить из этих 
данных взвешиваний потерю от испарения за минуту;

д) вычислить объем и повторяемость пипетки или пипетки дозатора, 
принимая во внимание потерю воды при испарении.

А. 5.4 На значение некоторых автоматических пипеток может 
воздействовать теплообмен от ладони руки во время продолжительного 
применения.

Проверить данное явление процедурой, описанной в А.5.3, и избегать 
применения таких пипеток.

А.5.5 Перед применением промыть наконечники пипеток несколько раз 
установленным раствором/суспензией. Для каждого раствора необходимо 
применить новый наконечник пипетки.

А.5.6 Распределить водный, буферный, ферментный, коферментный и 
выборочный растворы, вставляя наконечник как можно ниже в различные 
уголки секции.

ПРИМЕЧАНИЕ Малое количество ферментного раствора/суспензии (10 см3 и 
50 см3) может распределяться лопаткой, доставляться в секции и смешиваться лопаткой.

К.5.1 Удалить загрязнения.

А.6 Дополнительная информация
А.6.1 Проверить возможные влияния и грубые ошибки при определении 

оптической плотности двух растворов с помощью различных концентраций 
определяемого при анализе вещества.

А.6.2 Применить эталон для проверки ферментативных реакций. Данный 
эталон должен рассматриваться как рабочий эталон.

А.6.3 Выполнить испытание восстановления при наличии раствора 
образца. Количество добавляемого определяемого при анализе вещества 
должно быть приблизительно таким же, как уже текущие в растворе образца.

Количество жидкости, оставшееся на лопатке, может быть рассмотрено 
как незначительное.
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