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Предисловие

Евразийский совет по стандартизации, метрологии и сертификации (ЕАСС) представляет собой 
региональное объединение национальных органов по стандартизации государств, входящих в Содру
жество Независимых Государств. В дальнейшем возможно вступление в ЕАСС национальных орга
нов по стандартизации других государств.

Цели, основные принципы и основной порядок проведения работ по межгосударственной стан
дартизации установлены ГОСТ 1.0—2015 «Межгосударственная система стандартизации. Основные 
положения» и ГОСТ 1.2—2015 «Межгосударственная система стандартизации. Стандарты межгосу
дарственные, правила и рекомендации по межгосударственной стандартизации. Правила разработки, 
принятия, обновления и отмены».
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2 ВНЕСЕН Госстандартом Республики Беларусь
3 ПРИНЯТ Евразийским советом по стандартизации, метрологии и сертификации (протокол 

№ 87-П от 20 апреля 2016 г.)
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1 Область применения

Настоящий стандарт устанавливает метод определения содержания афлатоксина М1 в молоке и 
сухом молоке. Предел обнаружения составляет 0,08 мкг/кг для цельного сухого молока, т. е., 
0,008 мкг/л для восстановленного молока.

Метод также применим для частично обезжиренного молока, обезжиренного молока, сухого ча
стично обезжиренного молока и сухого обезжиренного молока.

Предостережение
1 Для метода, описанного в настоящем стандарте, требуется использование растворов 

афлатоксина Mi. Афлатоксины являются канцерогенами для человека. Особое внимание 
необходимо уделять отчетам Международного агентства по изучению рака [4], [5].

2 Анализы должны выполняться в помещении при затемненном свете. Стандартные рас
творы афлатоксина должны быть защищены от света, например, с помощью алюминиевой 
фольги.

3 Вся стеклянная посуда (пробирки, склянки, колбы, мензурки, шприцы, и др.), контакти
рующая с водными растворами афлатоксина, должна быть вымыта перед использованием 
раствором кислоты во избежание потери афлатоксина.

Новую стеклянную посуду, которая будет контактировать с водными растворами афла
токсина, следует замачивать перед использованием в растворе серной кислоты (2 моль/л) 
в течение нескольких часов, а затем тщательно промыть дистиллированной водой для удале
ния всех следов кислоты (контролируют, чтобы значение pH находилось в пределах от 6 до 8).

4 Необходимо проводить обеззараживание лабораторных отходов, таких как твердые 
вещества, растворы в органических растворителях, водные растворы и пролитые жидкости, 
а также стеклянной посуды, контактирующей с канцерогенными материалами. Подходящие 
процедуры обеззараживания разработаны и утверждены Международным агентством по изу
чению рака [4], [5].

2 Термины и определения

В настоящем стандарте применен следующий термин с соответствующим определением:
2.1 содержание афлатоксина Mi (aflatoxin М1 content): Массовая концентрация или массовая 

доля афлатоксина М-i, определенная методом, установленным в настоящем стандарте.
П р и м е ч а н и е  — Массовая концентрация афлатоксина Mi выражается в микрограммах на литр, а массо

вая доля — в микрограммах на килограмм.

Издание официальное
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3 Сущность метода

Афлатоксин М1 экстрагируют, пропуская пробу для испытания через иммуноаффинную колонку, 
которая содержит специфические антитела, связанные с твердым материалом субстрата.

Когда проба проходит через колонку, антитела селективно связываются с любым присутствую
щим афлатоксином М1 (антигеном) и образуют комплекс антитело-антиген. Все другие компоненты 
основного состава пробы вымываются из колонки водой. Затем афлатоксин М1 элюируют из колонки 
и элюат собирают. Количество афлатоксина Mi, присутствующего в элюате, определяют методом вы
сокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с флуориметрическим детектированием.

4 Реактивы

Применяют реактивы только установленной аналитической квалификации, если не оговорено до
говором иное, а также дистиллированную или деминерализованную воду эквивалентной чистоты.

4.1 Иммуноаффинная колонка
Иммуноаффинная колонка должна содержать антитела относительно афлатоксина Макси

мальная емкость колонки должна быть не менее 100 нг афлатоксина М1 (что соответствует 2 мкг/л, 
когда используют 50 мл пробы для испытания). Колонка должна давать выход афлатоксина М1 не ме
нее 80 %, при применении стандартного раствора, содержащего 4 нг токсина (что соответствует 
80 нг/л, когда используют 50 мл пробы для испытания). Допускается использовать любую иммуноаф
финную колонку, удовлетворяющую вышеуказанным рабочим характеристикам. Работа колонки 
должна проверяться регулярно и не менее одного раза для каждой партии колонок (см. 4.1.1 и 4.1.2).

4.1.1 Контроль емкости
Разбавляют водой 1,0 мл основного стандартного раствора афлатоксина М1 (4.4.2) до 50 мл. Хо

рошо перемешивают и аккуратно наносят весь объем на иммуноаффинную колонку, соблюдая реко
мендации по использованию колонок, предоставленные изготовителем. Моют колонку и элюируют 
токсин. Определяют количество афлатоксина Mi, элюированного из колонки, методом ВЭЖХ после 
приготовления подходящего разбавления окончательного элюата.

Рассчитывают емкость для афлатоксина М^ Сравнивают результат с требованиями, указанными 
в 4.1.

4.1.2 Контроль выхода
С помощью пипетки (5.4) разбавляют водой 0,8 мл рабочего стандартного раствора афлатоксина 

М1 концентрацией 0,005 мкг/мл (4.4.3) до 10 мл. Хорошо перемешивают и аккуратно наносят весь 
объем на иммуноаффинную колонку, соблюдая рекомендации по использованию колонок, предо
ставленные изготовителем. Моют колонку и элюируют токсин. Определяют количество афлатоксина 
Mi, элюированного из колонки, методом ВЭЖХ после приготовления подходящего разбавления окон
чательного элюата.

Рассчитывают выход для афлатоксина М^ Сравнивают результат с требованиями, указанными в 4.1.
4.2 Ацетонитрил, степень чистоты для ВЭЖХ.
4.2.1 Раствор ацетонитрила, 25 %
Добавляют 250 мл ацетонитрила (4.2) к 750 мл воды и перемешивают. Можно использовать дру

гие объемы в такой же пропорции. Раствор (элюент) перед использованием дегазируют.
4.2.2 Раствор ацетонитрила, 10 %
Добавляют 100 мл ацетонитрила (4.2) к 900 мл воды и перемешивают. Можно использовать дру

гие объемы в такой же пропорции. Раствор (элюент) перед использованием дегазируют.
4.3 Азот газообразный.
4.4 Стандартные растворы афлатоксина Mi
4.4.1 Градуировочный стандартный раствор афлатоксина Mi
Готовят градуировочный стандартный раствор афлатоксина Mi путем растворения в ацетонитри

ле (4.2) такого количества афлатоксина Mi (С17Н12О7), которое позволяет получить раствор концен
трации 10 мкг/мл. Определяют фактическую концентрацию афлатоксина Mi путем измерения оптиче
ской плотности при длине волны максимума поглощения раствора.

Используют спектрофотометр (5.14) для измерения оптической плотности градуировочного стан
дартного раствора афлатоксина Mi в диапазоне длин волн от 330 до 370 нм относительно ацетонит
рила (4.2), применяемого в качестве образца сравнения. Измеряют оптическую плотность А при 
длине волны максимума поглощения 7тах, близкой к 350 нм.
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Рассчитывают массовую концентрацию Ci, мкг/мл, используя формулу (1):

с , = А х М х ^ - ,  (1)
с/х 6

где А — числовое значение оптической плотности, измеренной при I max;
М — числовое значение молярной массы афлатоксина Mi, г/моль (М = 328 г/моль);
d — толщина поглощающего слоя кварцевой кюветы, см (с/= 1 см);
е — числовое значение молярного коэффициента поглощения афлатоксина М1 в ацетонитриле, 

м2/моль (е = 1985 м2/моль).
4.4.2 Основной стандартный раствор афлатоксина Mi
После проверки концентрации разбавляют градуировочный стандартный раствор афлатоксина 

Mi (4.4.1) ацетонитрилом (4.2) до получения основного стандартного раствора афлатоксина Mi кон
центрацией 0,1 мкг/мл. Основной стандартный раствор афлатоксина Mi следует хранить в хорошо за
купоренной склянке, обернутой алюминиевой фольгой для защиты от света.

Хранят основной стандартный раствор афлатоксина Mi в холодильнике при температуре от 
1 °С до 5 °С в течение двух месяцев. Допускается использовать основной стандартный раствор 
афлатоксина Mi со сроком хранения более двух месяцев после проверки концентрации афлатоксина 
Mi в нем. Если концентрация раствора изменилась, то раствор отбраковывают и готовят свежий.

4.4.3 Рабочие стандартные растворы афлатоксина Mi
Рабочие стандартные растворы афлатоксина Mi готовят свежие из основного стандартного рас

твора афлатоксина Mi (4.4.2), предварительно доведенного до комнатной температуры. Разбавляют 
основной стандартный раствор афлатоксина Mi (4.4.2) 10%-ным раствором ацетонитрила (4.2.2) до 
получения концентрации афлатоксина Mi 0,005 мкг/мл.

Рабочие стандартные растворы с концентрациями афлатоксина Mi 0,05; 0,10; 0,20 и 0,40 нг/мл 
готовят путем разбавления 10%-ным раствором ацетонитрила (4.2.2) необходимых аликвот разбав
ленного основного стандартного раствора афлатоксина Mi. Допускается готовить рабочие стандарт
ные растворы афлатоксина Mi других концентраций в зависимости от объема петли инжектора.

5 Оборудование

Используют стандартное лабораторное оборудование, в том числе перечисленное ниже.
5.1 Одноразовые шприцы, вместимостью 10 и 50 мл.
5.2 Вакуумная система (например, колба Бюхнера, система Vac-Elut1) или перистальтический 

насос).
5.3 Центрифуга, обеспечивающая радиальное ускорение не менее 2000 д.
5.4 Пипетки, вместимостью 1,0; 2,0 и 50,0 мл, или подходящие пипеточные дозаторы.
5.5 Стеклянные стаканы, вместимостью 250 мл.
5.6 Мерная колба с одной меткой, вместимостью 100 мл.
5.7 Термостаты водяные, поддерживающие интервалы температуры 30 °С ± 2 °С, 36 °С ± 1 °С и 

50 °С ±5 °С.
5.8 Фильтровальная бумага, ватман № 4 1), или аналогичная.
5.9 Градуированные стеклянные пробирки с коническим дном, с горловиной из матового 

стекла и притертой стеклянной пробкой, вместимостью 5, 10 и 20 мл.
5.10 Установка для ВЭЖХ, оборудованная безымпульсным насосом, обеспечивающим скорость 

потока около 1 мл/мин, инжектором с петлей постоянного или переменного объема, обеспечивающей 
объемы инжектирования от 20 до 500 мкл.

5.11 Аналитическая обращенно-фазная колонка для ВЭЖХ, заполненная октадециловым 
кремнеземом размером 3 или 5 мкм и предколонкой, с обратным чередованием фаз.

5.12 Флуоресцентный детектор, с длиной волны фильтра возбуждения 365 нм и длиной волны 
эмиссии 435 нм, позволяющий обнаруживать (при отношении сигнала к шуму: 5) 0,02 нг афлатоксина 
Mi, при проведении испытания в подходящих хроматографических условиях.

1) Система Vac-Elut и ватман являются примерами коммерчески доступной продукции. Указаны примеры 
продуктов, имеющихся в продаже. Информация приведена для удобства пользователей настоящего стандарта и 
не является рекламой указанных продуктов со стороны ISO или IDF.
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5.13 Ленточный самописец, с принтером или плоттером, либо электронный интегратор или 
компьютерная система обработки данных.

5.14 Спектрофотометр, с диапазоном измерения от 200 до 400 нм, снабженный кварцевыми кю
ветами с толщиной поглощающего слоя 1 см.

5.15 Весы лабораторные, с точностью взвешивания 0,01 г.

6 Отбор проб

В лабораторию должна быть передана представительная проба, не поврежденная или изменен
ная во время транспортирования и/или хранения.

Метод отбора проб не регламентирован настоящим стандартом. Рекомендуемый метод отбора 
проб приведен в [1].

7 Методика проведения испытания

Все операции должны выполняться в помещении при затемненном свете. Процедуры по вводу 
пробы на аффинные колонки, промывке колонки и элюированию будут слегка различаться у различ
ных изготовителей колонок. Поэтому нужно точно следовать инструкциям, поставляемым с колонками.

7.1 Подготовка пробы для испытания
7.1.1 Молоко
Образец для испытания нагревают в водяном термостате (5.7) при температуре 36 °С ± 1 °С. За

тем пробу фильтруют через фильтровальную (ые) бумагу (и) (5.8), используя при необходимости не
сколько фильтров, или центрифугируют при радиальном ускорении не менее 2000 g в течение 15 мин. 
Собирают не менее 50 мл подготовленной таким образом пробы для испытания. Проводят экстрак
цию и очистку пробы для испытания в соответствии с 7.3.

7.1.2 Сухое молоко
10 г навески образца для испытания, взвешенного с точностью до 0,01 г, помещают в стеклянный 

стакан вместимостью 250 мл (5.5). Добавляют небольшими порциями 50 мл воды, предварительно 
нагретой в водяной бане (5.7) до 50 °С. Перемешивают мешалкой до получения однородной смеси.

При необходимости для получения однородной смеси помещают стеклянный стакан в водяной 
термостат (5.7) с температурой 50 °С в течение не менее 30 мин. Смесь часто перемешивают.

Полученный раствор оставляют охлаждаться до температуры от 20 °С до 25 °С, затем количе
ственно переносят в мерную колбу с одной меткой вместимостью 100 мл (5.6), используя небольшие 
количества воды, и доводят водой до метки. Достаточное количество раствора фильтруют через 
фильтровальную (ые) бумагу (и) (5.8) или центрифугируют при радиальном ускорении не меньше 
2000 g в течение15 мин. Собирают не менее 50 мл подготовленной таким образом пробы для испы
тания. Проводят экстракцию и очистку пробы для испытания в соответствии с 7.3.

7.2 Подготовка иммуноаффинной колонки
Присоединяют шприц вместимостью 50 мл (5.1) к верхней части иммуноаффинной колонки (4.1). 

Соединяют иммуноаффинную колонку с вакуумной системой (5.2).

7.3 Экстракция и очистка пробы для испытания
Набирают 50 мл подготовленной пробы для испытания (7.1.1 или 7.1.2) в шприц (5.1) и пропуска

ют ее через иммуноаффинную колонку со скоростью от 2 до 3 мл/мин, контролируя скорость потока с 
помощью вакуумной системы (5.2).

Набирают 10 мл воды в шприц вместимостью 10 мл и промывают колонку, пропуская воду через 
нее при постоянной скорости потока. После промывки колонку продувают досуха.

Отсоединяют колонку от вакуумной системы. Медленно элюируют афлатоксин М1 из колонки, 
пропуская через нее 4 мл ацетонитрила (4.2) в течение 60 с, с помощью шприца вместимостью 10 мл. 
Скорость потока регулируют посредством плунжера шприца.

Собирают элюат в пробирку (5.9) и выпаривают до объема Ve от 20 до 500 мкп, помещая пробирку 
в водяной термостат (5.7) с температурой 30 °С и продувая азотом (4.3).

Предупреждение — При выпаривании досуха могут происходить потери элюата.
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Восполняют потери, добавляя воду к окончательному элюату, \/f = ~\0\/е, т. е. от 500 до 5000 мкл 
(см. примечание).

П р и м е ч а н и е  — Если объемная доля ацетонитрила в инжектированном экстракте, содержащем афла- 
токсин M-i, более 10 %, на хроматограмме будет уширение пика. Однако объемная доля воды более 90 % не ока
зывает никакого влияния на форму пика [8].

7.4 Высокоэффективная жидкостная хроматография
7.4.1 Установка насоса
Насосом прокачивают элюент (4.2.1) с постоянной скоростью через колонку ВЭЖХ. В зависимо

сти от типа используемой колонки при необходимости регулируют соотношение ацетонитрила/воды 
для элюента (4.2.1), чтобы обеспечить отделение афлатоксина М1 от других компонентов экстракта.

П р и м е ч а н и е  -  Скорость течения элюента (4.2.1) также зависит от используемой колонки (5.11). Реко
мендации для обычных колонок длиной приблизительно 25 см: при внутреннем диаметре 4,6 мм, оптимальная 
скорость течения должна составлять приблизительно 1 мл/мин; при внутреннем диаметре 3 мм -  приблизитель
но 0,5 мл/мин.

Рекомендуется определять оптимальные условия, используя экстракт пробы (предпочтительно 
без афлатоксина М^, который инжектируется отдельно и в комбинации с рабочим стандартным рас
твором афлатоксина М1 (4.4.3).

7.4.2 Хроматографические характеристики
Стабильность в работе хроматографической системы проверяют посредством многократного ин

жектирования постоянного количества рабочего стандартного раствора афлатоксина М1 (4.4.3) до по
лучения стабильной площади или высоты пика. Площадь или высота пика при последовательных ин
жекциях не должны различаться более чем на 5 %.

Характеристики времени удержания пиков афлатоксина М1 зависят от температуры. Поэтому для 
компенсации отклонений в системе детектирования необходимо инжектировать постоянное количе
ство рабочего стандартного раствора афлатоксина М1 (4.4.3) с регулярными интервалами. При необ
ходимости результат для используемого рабочего стандартного раствора афлатоксина М1 можно 
корректировать с учетом наблюдаемого отклонения.

7.4.3 Градуировочный график для афлатоксина Mi
Последовательно вводят в петлю инжектора объемы рабочих стандартных растворов афлаток

сина Mi (4.4.3), содержащих 0,05; 0,10; 0,20 и 0,40 нг афлатоксина Mi. Строят градуировочный график 
зависимости площади или высоты пика для каждого рабочего стандартного раствора афлатоксина Mi 
от массовой концентрации афлатоксина Mi.

7.4.4 Анализ очищенных экстрактов и схемы инжекции
Элюат (7.3) вводят в петлю инжектора в таком же объеме, как и рабочие стандартные растворы 

афлатоксина Mi (7.4.3). Отделяют афлатоксин Mi, применяя такие же условия, как для стандартных 
растворов. Инжекции стандартных растворов и экстрактов пробы осуществляют согласно установ
ленной схеме.

При инжекции друг за другом серии элюатов рекомендуется через каждые пять инжекций инжек
тировать рабочий стандартный раствор афлатоксина Mi.

Определяют площадь или высоту пика для афлатоксина Mi элюата. Вычисляют из градуировоч
ного графика массу афлатоксина Mi в экстракте пробы в нанограммах.

Если площадь или высота пика афлатоксина Mi в элюате выше соответствующих максимальных 
значений для стандартного раствора, разбавляют его водой и повторно инжектируют, как описано выше.

8 Расчет и представление результатов

8.1 Молоко
8.1.1 Расчет
Рассчитывают массовую концентрацию афлатоксина Mi с, мкг/л, используя формулу (2):

V
V

X

где та — масса афлатоксина Mi, соответствующая площади или высоте пика для афлатоксина Mi в 
элюате, нг;
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V\ — объем инжектируемого элюата, мкл;
\/f — окончательный объем элюата, мкл;
Ц — объем пробы для испытания, пропускаемый через иммунноафинную колонку, мл.

8.1.2 Представление результатов
Выражают конечные результаты с точностью до трех десятичных знаков.

8.2 Сухое молоко
8.2.1 Расчет
Рассчитывают массовую долю афлатоксина М-i, мкг/кг, используя формулу (3):

xf,f11w  =  m t x it X (3)

где mt — масса навески образца для испытания, используемой для получения 50 мл пробы для ис
пытания, используемой в 7.3;

f  — коэффициент разбавления образца для испытания (при отсутствии разбавления f=  1).
8.2.2 Представление результатов
Выражают конечные результаты с точностью до трех десятичных знаков.

9 Прецизионность

9.1 Межлабораторное испытание
Информация о межпабораторном испытании по определению прецизионности метода, проведен

ном в соответствии с [2] и [3], приведена в приложении А.
Значения, полученные в результате указанного межлабораторного испытания, не могут быть 

применимы к другим интервалам массовой концентрации и типам матриц, кроме тех, которые указаны.

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

лучены при применении одного и того же метода на идентичном испытуемом материале одним и 
тем же оператором на одном и том же оборудовании в течение короткого промежутка времени, 
не должно превышать значений, приведенных в таблице А.1, более чем в 5 % случаев.

9.3 Воспроизводимость
Абсолютное расхождение между двумя отдельными результатами испытания, которые были по

лучены при применении одного и того же метода на идентичном испытуемом материале разными 
операторами, на разном оборудовании, не должно превышать значений, приведенных в таблице А.1, 
более чем в 5 % случаев.

10 Протокол испытания

Протокол испытания должен содержать следующие данные:
a) всю информацию, необходимую для полной идентификации пробы;
b) применяемый метод отбора проб, если известен;
c) применяемый метод испытания со ссылкой на настоящий стандарт;
d) все операции, не оговоренные в настоящем стандарте или рассматриваемые как необязатель

ные, а также подробности о любых инцидентах, которые могли повлиять на результаты испытания;
e) полученные результаты испытания или окончательный заявленный результат, если была про

верена повторяемость.
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Приложение А 
(справочне)

Результаты межлабораторного испытания

При проведении международного совместного испытания с участием 16 лабораторий были ана
лизированы пробы сухого молока с массовой долей жира 1 % (пробы сухое частично обезжиренное 
молоко — пробы 1,3) и массовой долей жира 28 % (сухое цельное молоко — пробы 2, 4 и 5). Послед
ние пробы остались от партий сухого молока, применяемого для приготовления стандартных образ
цов [6], поэтому содержание афлатоксина М1 было известно.

Уровни загрязнения варьировались от 0,08 до 0,6 мкг/кг, т. е. от 0,008 до 0,060 мкг/л для восста
новленного молока.

Полученные результаты были подвергнуты статистическому анализу согласно [2] и [3] для опре
деления данных по прецизионности, приведенных в таблице А.1.

Таблица А.1 — Данные по прецизионности

Проба 1 2 3 4 5
Участвующие лаборатории а) 12 14 13 11 14
Среднее значение w, мкг/кг 0,081 0,150 0,080 0,202 0,580
Стандартное отклонение sr, мкг/кг 0,008 0,022 0,005 0,010 0,073
Значение для повторяемости г = 2,8sr, мкг/кг 0,023 0,060 0,015 0,027 0,203
Коэффициент изменчивости повторяемости СV(r), % 9,9 14,0 6,8 4,7 12,5
Стандартное отклонение воспроизводимости sR, 
мкг/кг 0,019 0,035 0,015 0,022 0,110
Значение для воспроизводимости R = 2,8sR, мкг/кг 0,052 0,098 0,041 0,061 0,310
Коэффициент изменчивости воспроизводимости 
CV(R), % 23 22,7 18,3 10,8 19,1

а) Лаборатории были исключены на основе критериев Кохрана и Граббса для выбросов.
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