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Предисловие

Евразийский совет по стандартизации, метрологии и сертификации (ЕАСС) представляет собой региональное объединение национальных органов по стандартизации государств, входящих в Содружество Независимых Государств. В дальнейшем возможно вступление в ЕАСС национальных органов по стандартизации других государств.
Цели, основные принципы и общие правила проведения работ по межгосударственной стандартизации установлены ГОСТ 1.0 «Межгосударственная система стандартизации. Основные положения» и                 ГОСТ 1.2 «Межгосударственная система стандартизации. Стандарты межгосударственные, правила и рекомендации по межгосударственной стандартизации. Правила разработки, принятия, обновления и отмены».
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Информация о введении в действие (прекращении действия) настоящего стандарта и изменений к нему на территории указанных выше государств публикуется в указателях национальных стандартов, издаваемых в этих государствах, а также в сети Интернет на сайтах соответствующих национальных органов по стандартизации.
В случае пересмотра, изменения или отмены настоящего стандарта соответствующая информация будет опубликована на официальном интернет-сайте Межгосударственного совета по стандартизации, метрологии и сертификации в каталоге «Межгосударственные стандарты».


































Исключительное право официального опубликования настоящего стандарта на территории указанных выше государств принадлежит национальным органам по стандартизации этих государств
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МЕЖГОСУДАРСТВЕННЫЙСТАНДАРТ

ПРОДУКЦИЯ РЫБНАЯ ПИЩЕВАЯ
Метод определения содержания гистамина с помощью 
ион-парной высокоэффективной жидкостной хроматографии со спектрофотометрическим детектированием

Fish food products.
Method for determination of histamine content by ion-pair high-performance liquid chromatography with spectrophotometric detection

Дата введения —  
1 Область применения 

Настоящий стандарт распространяется на пищевую рыбную продукцию - рыбу, водные беспозвоночные и продукты их переработки и устанавливает метод определения содержания гистамина с применением ион-парной высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) со спектрофотометрическим детектированием. 
Метод может применяться для исполнения требований технических регламентов и нормативных правовых актов по содержанию гистамина, действующих на территории государства, принявшего стандарт.
Диапазон измерений - от 10 до 500 мг/кг. 
Примечания
1 Информация о технических регламентах и нормативных правовых актах приведена в справочном приложении А.
2 Метод может быть применим для определения содержания гистамина в кормовой и технической продукции из рыбы.

2 Нормативные ссылки 

В настоящем стандарте использованы нормативные ссылки на следующие межгосударственные стандарты:
ГОСТ 12.1.004 Система стандартов безопасности труда. Пожарная безопасность. Общие требования
ГОСТ 12.1.005 Система стандартов безопасности труда. Общие санитарно-гигиенические требования к воздуху рабочей зоны
ГОСТ 12.1.007 Система стандартов безопасности труда. Вредные вещества. Классификация и общие требования безопасности
___________________________________________________________________       
Проект RU, окончательная редакция
ГОСТ 12.1.018 Система стандартов безопасности труда. Пожаровзрывобезопасность статического электричества. Общие требования
ГОСТ 12.1.019 Система стандартов безопасности труда. Электробезопасность. Общие требования и номенклатура видов защиты
ГОСТ 12.2.007.0 Система стандартов безопасности труда. Изделия электротехнические. Общие требования безопасности
ГОСТ 12.4.021 Система стандартов безопасности труда Системы вентиляционные. Общие требования
ГОСТ OIML R 76-1 Государственная система обеспечения единства измерений. Весы неавтоматического действия. Часть 1. Метрологические и технические требования. Испытания
ГОСТ 1770 Посуда мерная лабораторная стеклянная. Цилиндры, мензурки, колбы, пробирки. Общие технические условия
ГОСТ 3118 Реактивы. Кислота соляная. Технические условия
ГОСТ 4198 Реактивы. Калий фосфорнокислый однозамещенный. Технические условия
ГОСТ 4204 Реактивы. Кислота серная. Технические условия
ГОСТ 4328 Реактивы. Натрия гидроокись. Технические условия
ГОСТ ИСО 5725-6–2002 Точность (правильность и прецизионность) методов и результатов измерений. Часть 6. Использование значений точности на практике
ГОСТ 6709 Вода дистиллированная. Технические условия
ГОСТ 6995 Реактивы. Метанол-яд. Технические условия
ГОСТ 7636 Рыба, морские млекопитающие, морские беспозвоночные и продукты их переработки. Методы анализа
ГОСТ 8756.0 Продукты пищевые консервированные. Отбор проб и подготовка их к испытанию
ГОСТ 25336 Посуда и оборудование лабораторные стеклянные. Типы, основные параметры и размеры
ГОСТ 29227 Посуда лабораторная стеклянная. Пипетки градуированные. Часть 1. Общие требования
ГОСТ 31339 Рыба, нерыбные объекты и продукция из них. Правила приемки и методы отбора проб
ГОСТ 34037 Упаковка стеклянная для химических реактивов и особо чистых химически веществ. Общие технические условия
ГОСТ ISO/IEC 17025–2019 Общие требования к компетентности испытательных и калибровочных лабораторий
Примечание — При пользовании настоящим стандартом целесообразно проверить действие ссылочных стандартов (и классификаторов) на официальном интернет-сайте Межгосударственного совета по стандартизации, метрологии и сертификации (www.easc.by) или по указателям национальных стандартов, издаваемым в государствах, указанных в предисловии, или на официальных сайтах соответствующих национальных органов по стандартизации. Если на документ дана недатированная ссылка, то следует использовать документ, действующий на текущий момент, с учетом всех внесенных в него изменений. Если заменен ссылочный документ, на который дана датированная ссылка, то следует использовать указанную версию этого документа. Если после принятия настоящего стандарта в ссылочный документ, на который дана датированная ссылка, внесено изменение, затрагивающее положение, на которое дана ссылка, то это положение применяется без учета данного изменения. Если ссылочный документ отменен без замены, то положение, в котором дана ссылка на него, применяется в части, не затрагивающей эту ссылку.

3	Сущность метода

[bookmark: bookmark5]Метод основан на экстракции гистамина из пробы метанолом, упаривании аликвоты экстракта с последующим количественным определением гистамина методом обращенно-фазовой ион-парной ВЭЖХ со спектрофотометрическим детектированием.

4	Требования безопасности и условия выполнения измерений

4.1 При выполнении измерений следует соблюдать требования безопасности при работе с химическими реактивами по ГОСТ 12.1.007, требования электробезопасности при работе с электроприборами по                          ГОСТ 12.1.019, ГОСТ 12.2.007.0 пожарной безопасности по ГОСТ 12.1.004, пожаровзрывобезопасности по ГОСТ 12.1.018, а также требования, изложенные в технической документации на используемые приборы. 
4.2 Требования безопасности при работе с метанолом по ГОСТ 6995.
4.3 Помещения, в которых проводят приготовление растворов, измерения и подготовку проб, должны быть оборудованы приточно-вытяжной вентиляцией в соответствии с ГОСТ 12.4.021 и защищены от действия прямого солнечного или ультрафиолетового излучения. Содержание вредных веществ в воздухе рабочей зоны по ГОСТ 12.1.005.
4.4 Общие требования, предъявляемые к компетентности испытательной лаборатории, проведению измерений и персоналу по ГОСТ ISO/IEC 17025–2019 (разделы 4 – 6). 
4.5 При подготовке и проведении измерений должны быть соблюдены следующие условия:
[bookmark: _Hlk95921527]- температура окружающего воздуха — от 15 ºС до 25 ºС;
- относительная влажность воздуха — не более 80 %.

5	Средства измерений, вспомогательное оборудование, материалы, посуда и реактивы

5.1	При определении содержания гистамина применяют следующие средства измерений, вспомогательное оборудование, материалы и посуду:
- хроматограф жидкостный со спектрофотометрическим детектором, позволяющим проводить измерения в диапазоне длин волн от 190 до 360 нм, снабженный программным обеспечением для сбора и обработки хроматографических данных;
- колонка хроматографическая для ВЭЖХ, заполненная обращенно-фазовым сорбентом, которая обеспечивает в условиях выполнения анализа эффективность не менее 3000 теоретических тарелок по пику гистамина. Для увеличения срока работы колонки рекомендуется использовать защитную колонку (предколонку), заполненную тем же сорбентом;
- весы неавтоматического действия специального или высокого класса точности с пределом допускаемой абсолютной погрешности не более ± 0,001 г по ГОСТ OIML R 76-1;
- рН-метр лабораторный (основная погрешность измерений не более 
±0,05 единиц рН);
- колбы мерные лабораторные стеклянные 2-(50, 100, 200, 250,500)-2 по  ГОСТ 1770;
- пипетки градуированные 1-1-2-2; 1-1-2-5; 1-1-2-10 по ГОСТ 29227;
- дозаторы пипеточные одноканальные переменного объема 10–100 мкл, 100–1000 мкл с относительной погрешностью дозирования не более ±3 %;
- цилиндры мерные лабораторные стеклянные 2-(50,100, 250)-2 по ГОСТ 1770;
- центрифуга лабораторная с частотой вращения не менее 5000 об/мин     (83 с-1);
- измельчитель проб, обеспечивающий измельчение до частиц размером менее 1 мм, например, лабораторная мельница;
- устройство для перемешивания проб, обеспечивающее частоту встряхивания до 120 мин-1;
- баня водяная с регулятором температуры, обеспечивающим диапазон от      20 ºС до 50 ºС;
- насос лабораторный вакуумный;
- устройство для удаления растворителя, обеспечивающее диапазон температуры от 20 ºС до 50 ºС, например, испаритель ротационный или модуль термостатируемый нагревательный с системой отдувки растворителей инертным газом;
- колбы лабораторные стеклянные Кн-1-(100,250)-29/32 ТХС, К-1-50-29/32 или П-1-50-29/32 по ГОСТ 25336;
- банки стеклянные со стеклянными притертыми пробками по ГОСТ 34037;
- банки пластиковые с пластиковыми крышками;
- шкаф сушильный с рабочей температурой не ниже 150 °C;
- стаканы лабораторные стеклянные В-1-50 ТХС по ГОСТ 25336;
- фильтры бумажные «красная лента»;
- эксикатор по ГОСТ 25336;
- холодильник бытовой с рабочим диапазоном температур от 2 °С до 8 °С.
5.2 При определении содержания гистамина применяют следующие реактивы:
- вода дистиллированная по ГОСТ 6709 или по нормативным документам, действующим на территории государства, принявшего стандарт, или вода для лабораторного анализа по нормативным документам, действующим на территории государства, принявшего стандарт (далее – дистиллированная вода);
- гистамина дигидрохлорид с массовой долей основного вещества не менее 98 % 1);

[bookmark: _Hlk195559552][bookmark: _Hlk195559885]1) Если реактив долго хранился после вскрытия упаковки (более месяца), то перед приготовлением раствора по 7.3.1 гистамина дигидрохлорид высушивают в эксикаторе над концентрированной серной кислотой в течение 24 ч.
- ацетонитрил для жидкостной хроматографии, ос.ч., оптической плотности при длине волны 200 нм не более 0,05 е.о.п. при толщине поглощающего слоя           10 мм;
- натриевая соль 1-декансульфоновой кислоты, с массовой долей основного вещества не менее 98%;
- калий фосфорнокислый однозамещенный (дигидрофосфат калия) по         ГОСТ 4198, х. ч.;
- натрия гидроокись по ГОСТ 4328, ч. д. а. или стандарт-титр 0,1 моль/дм3 (0,1 н);
- метанол-яд по ГОСТ 6995, х. ч. или карбинол (метанол) для ВЭЖХ;
- кислота серная по ГОСТ 4204, х. ч.;
- кислота соляная по ГОСТ 3118, х. ч. или стандарт-титр 0,1 моль/дм3 
(0,1 н).
5.3	Допускается применение других средств измерений, вспомогательного оборудования и посуды, не уступающих вышеуказанным по метрологическим и техническим характеристикам и обеспечивающих необходимую точность измерения, а также реактивов и материалов по качеству не ниже вышеуказанных. 
5.4 Средства измерения должны быть исправны и поверены.

6	Отбор и подготовка проб
Отбор и подготовку к анализу средней пробы пищевой рыбной продукции, кроме рыбных консервов и пресервов, проводят по ГОСТ 31339, ГОСТ 7636 или в соответствии с нормативными документами, устанавливающими порядок отбора проб конкретного вида продукции. 
Отбор и подготовка к анализу средней пробы рыбных консервов и пресервов по ГОСТ 8756.0 или в соответствии с нормативными документами, устанавливающими порядок отбора проб конкретного вида рыбных консервов и пресервов.
Отобранные пробы при отсутствии возможности проведения измерений в день отбора хранят при условиях, указанных изготовителем, в течение периода, не превышающего срок годности продукции, установленный изготовителем.


7	Подготовка к проведению измерений

7.1	Подготовка лабораторной посуды
7.1.1	Посуду для приготовления и хранения элюента моют только концентрированной серной кислотой (без применения других моющих средств) и ополаскивают последовательно сначала дистиллированной водой, а затем ацетонитрилом.
7.1.2	Остальную стеклянную посуду моют горячей водой с моющим средством, тщательно ополаскивают дистиллированной водой и сушат в сушильном шкафу при температуре 105 ºС. 
7.2	Приготовление растворов
При приготовлении и хранении растворов не допускается использование резиновых и корковых пробок.
7.2.1 Приготовление раствора соляной кислоты молярной концентрации 0,1 моль/дм3
В мерную колбу вместимостью 500 см3 вносят 4,2 см3 концентрированной соляной кислоты, доводят до метки дистиллированной водой и перемешивают. 
Приготовление раствора соляной кислоты молярной концентрации 0,1 моль/дм3 из стандарт-титра (фиксанал) - по прилагаемой инструкции.
Срок хранения раствора при температуре от 15 С до 25 С – не более 6 мес.
7.2.2 Приготовление раствора натриевой соли 1-декансульфоновой кислоты молярной концентрации 0,1 моль/дм3 (ион-парная добавка)
В мерную колбу вместимостью 50 см3 вносят (1,22 ± 0,01) г натриевой соли 1-декансульфоновой кислоты, растворяют в дистиллированной воде, доводят раствор до метки дистиллированной водой и перемешивают.
Срок хранения раствора при температуре от 15 С до 25 С – не более 1 мес.
При выпадении осадка следует нагреть раствор на водяной бане до растворения кристаллов.
7.2.3 Приготовление раствора дигидрофосфата калия молярной концентрации 0,1 моль/дм3
В мерную колбу вместимостью 250 см3 вносят (3,40 ± 0,04) г дигидрофосфата калия и растворяют в дистиллированной воде, доводят раствор до метки дистиллированной водой и перемешивают.
Срок хранения раствора при температуре от 15 С до 25 С – не более 2 мес.
7.2.4 Приготовление раствора гидроокиси натрия молярной концентрации 0,1 моль/дм3
В мерную колбу вместимостью 100 см3 вносят 0,4 г гидроокиси натрия, растворяют в дистиллированной воде, доводят раствор до метки дистиллированной водой и перемешивают.
Приготовление раствора гидроокиси натрия молярной концентрации 
0,1 моль/дм3 из стандарт-титра (фиксанал) - по прилагаемой инструкции.
Срок хранения раствора при температуре от 15 С до 25 С в пластиковой посуде – не более 1 мес.
7.2.5	Приготовление фосфатного буферного раствора молярной концентрации 0,05 моль/дм3 (рН 6,8 – 6,9)
В мерную колбу вместимостью 250 см3 вносят 125 см3 раствора дигидрофосфата калия по 7.2.3, 56 см3 раствора гидроокиси натрия по 7.2.4, доводят до метки дистиллированной водой и перемешивают. 
Проводят контроль значения рН полученного буферного раствора с использованием рН-метра.
Срок хранения раствора при температуре от 15 С до 25 С – не более 1 мес.
7.2.6	Приготовление подвижной фазы
Подвижная фаза представляет собой смесь ацетонитрила, фосфатного буферного раствора и раствора ион-парной добавки – натриевой соли 
1-декансульфоновой кислоты в объемном соотношении 13:85:2.
В мерную колбу вместимостью 200 см3 помещают 26 см3 ацетонитрила, 
4 см3 раствора натриевой соли 1-декансульфоновой кислоты молярной концентрации 0,1 моль/дм3 по 7.2.2, доводят до метки фосфатным буферным раствором по 7.2.5, тщательно перемешивают и переливают в заранее подготовленную стеклянную плотно закрывающуюся емкость для хранения.
Срок хранения раствора при температуре от 15 С до 25 С – не более 7 сут.
7.2.7	Приготовление промывочного раствора - смеси ацетонитрил – вода 
В коническую или плоскодонную колбу вместимостью 250 см3 помещают               20 см3 ацетонитрила и 180 см3 дистиллированной воды. Смесь тщательно перемешивают. Хранят в стеклянной посуде с пришлифованной или пластиковой пробкой.
Срок хранения раствора при температуре от 15 С до 25 С – не более 3 мес.

[bookmark: _Ref399146965][bookmark: _Ref197781983]7.3	Приготовление градуировочных растворов и контрольного раствора

7.3.1	Приготовление раствора гистамина массовой концентрации 
1,0 мг/см3
В мерную колбу вместимостью 100 см3 вносят (165,6 ± 0,5) мг гистамина дигидрохлорида, растворяют в растворе соляной кислоты молярной концентрации 
0,1 моль/дм3 по 7.2.1, доводят раствор до метки тем же раствором и перемешивают.
[bookmark: _Ref399146985]Срок хранения раствора при температуре от 2 °С до 8 °С – не более 3 мес.
Допускается использовать стандартные образцы, принятые в соответствии с нормативными документами, действующими на территории государства, принявшего стандарт, состава раствора гистамина с тем же или иным значением массовой концентрации гистамина, что должно быть учтено при приготовлении раствора гистамина массовой концентрации 1,0 мг/см3.
7.3.2	Приготовление градуировочного раствора гистамина массовой концентрации 50 мкг/см3
В мерную колбу вместимостью 50 см3 вносят 2,5 см3 раствора гистамина массовой концентрации 1,0 мг/см3 по 7.3.1, доводят до метки раствором соляной кислоты молярной концентрации 0,1 моль/дм3 по 7.2.1 и перемешивают.
Срок хранения раствора при температуре от 2 °С до 8 °С – не более 1 мес.
7.3.3	Приготовление градуировочного раствора гистамина массовой концентрации 10 мкг/см3
В мерную колбу вместимостью 50 см3 вносят 0,5 см3 раствора гистамина массовой концентрации 1,0 мг/см3 по 7.3.1, доводят до метки раствором соляной кислоты молярной концентрации 0,1 моль/дм3 по 7.2.1 и перемешивают.
Срок хранения раствора при температуре от 2 °С до 8 °С – не более 7 сут.
7.3.4	Приготовление градуировочного раствора гистамина массовой концентрации 1 мкг/см3
В мерную колбу вместимостью 50 см3 вносят 1 см3 раствора гистамина массовой концентрации 50 мкг/см3 по 7.3.2, доводят до метки раствором соляной кислоты молярной концентрации 0,1 моль/дм3 по 7.2.1 и перемешивают.
[bookmark: _Ref399147477]Срок хранения раствора при температуре от 2 °С до 8 °С – не более 7 сут.
7.3.5	Приготовление контрольного раствора гистамина массовой концентрацией 5 мкг/см3
Контрольный раствор используют для проверки исправности прибора и для контроля стабильности градуировочной характеристики по 7.7.
В мерную колбу вместимостью 100 см3 вносят 0,5 см3 раствора гистамина массовой концентрации 1,0 мг/см3 по 7.3.1, доводят до метки раствором соляной кислоты молярной концентрации 0,1 моль/дм3 по 7.2.1 и перемешивают.
Срок хранения раствора при температуре от 2 °С до 8 °С – не более 7 сут.
7.4	Подготовка хроматографа к работе
Подготовку хроматографа к работе проводят в соответствии с руководством по эксплуатации. Необходимые настройки программного обеспечения производят в соответствии с руководством пользователя программного обеспечения.
Перед первым использованием колонку кондиционируют подвижной фазой (насыщают ион-парной добавкой) не менее двух часов.
7.5	Рекомендуемые условия хроматографического анализа 
Хроматографический анализ рекомендуется проводить при соблюдении условий:
· хроматографическая колонка длиной 150 мм, с внутренним диаметром 2,1 мм, заполненная обращенно-фазовым сорбентом С18 с размером частиц 5 мкм;
· объемная скорость подачи подвижной фазы 200 мм3/мин;
· режим элюирования изократический;
· объем дозирования 10 или 20 мм3;
· температура при наличии термостата колонок – от 25 ºС до 26 ºС;
· длина волны спектрофотометрического детектора 210 нм.
При использовании колонок других типоразмеров скорость потока подвижной фазы и объем дозирования выбирают в соответствии с указаниями изготовителей хроматографа и колонки.
Не рекомендуется использовать хроматографическую колонку для работы с другими подвижными фазами.
По окончании работ промывают всю гидравлическую линию хроматографа промывочным раствором по 7.2.7. По окончании работы в камере насоса рекомендуется оставить промывочный раствор или дистиллированную воду.
7.6	Градуировка хроматографа
В качестве образцов для градуировки хроматографа используют растворы гистамина, приготовленные по 7.3.2 - 7.3.4.
Регистрируют не менее двух хроматограмм каждого раствора. Проверяют правильность автоматической разметки и, если необходимо, корректируют ее.
Далее проводят процедуру градуировки согласно руководству пользователя программного обеспечения хроматографа и определяют время удерживания и параметры градуировочной характеристики для гистамина.
Градуировку считают приемлемой, если вычисляемый программой коэффициент корреляции не ниже 0,99, а относительное стандартное отклонение не превышает 5 %.
При невыполнении хотя бы одного из этих условий находят и устраняют причины неудовлетворительных результатов, после чего градуировку хроматографа повторяют.
7.7	Контроль стабильности градуировочной характеристики
Контроль стабильности градуировочной характеристики проводят перед началом работы.
Массовую концентрацию раствора гистамина для проведения контроля выбирают исходя из предполагаемого его содержания в анализируемых пробах. Рекомендуется использовать контрольный раствор гистамина массовой концентрации 5 мкг/см3, приготовленный по 7.3.5.
[bookmark: _Hlk100235326]Регистрируют не менее двух хроматограмм контрольного раствора по 7.3.5. Проводят идентификацию пика гистамина, установив ширину окна идентификации 5%. При необходимости вносят программную коррекцию времени удерживания пика.
При помощи программного обеспечения для каждого ввода контрольного раствора вычисляют массовую концентрацию гистамина (С1, С2), используя действующую на данный момент градуировочную характеристику, установленную по 7.6.
Градуировочная характеристика признается стабильной, если выполняются следующие условия:
	
	,
	(1)

	где С1 и С2 -
	массовая концентрация гистамина по первой и второй хроматограммам, соответственно, мкг/см3;

	С – 
	среднее арифметическое значений С1 и С2, мкг/см3.



	
	,
	(2)

	где С0 -
	массовая концентрация гистамина в растворе, используемом для контроля стабильности градуировочной характеристики, мкг/см3.


Если хотя бы одно из условий (1) или (2) не выполняется, то процедуру контроля повторяют и при получении неудовлетворительного результата контроля градуировку хроматографа проводят заново.

8	Проведение измерений

[bookmark: _Ref453156518]8.1	Подготовка пробы
В коническую или плоскодонную колбу вместимостью 100 см3 помещают от 4,50 до 5,50 г гомогенизированной пробы, взвешенной с погрешностью не более 0,01 г. Добавляют 25 см3 метанола, закрывают пробкой и интенсивно перемешивают с помощью устройства для перемешивания проб в течение 30 мин. Фильтруют полученный экстракт через бумажный складчатый фильтр «красная лента». Отбирают 2 см3 полученного экстракта и упаривают досуха в вакууме или в токе азота при температуре от 40 ºС до 45 ºС.
Полученный остаток растворяют в 4 см3 раствора соляной кислоты молярной концентрации 0,1 моль/дм3 по 7.2.1, тщательно ополаскивая стенки колбы, и выдерживают 5 мин. Затем пробу центрифугируют 2 мин при частоте вращения не менее 5000 об/мин и используют для хроматографического анализа в течение рабочего дня (далее – подготовленная проба).

8.2	Регистрация и обработка хроматограмм
Регистрируют две хроматограммы подготовленной пробы, полученной по 8.1, в тех же условиях, при которых была проведена градуировка хроматографа.
[bookmark: _Hlk100235844]Проводят идентификацию пика гистамина, установив ширину окна идентификации 5%. При необходимости вносят программную коррекцию времени удерживания пика.
Если гистамин в подготовленной пробе обнаружен, то определяют его массовую концентрацию по каждой зарегистрированной хроматограмме. Проверяют приемлемость измеренных значений для каждого из двух вводов, используя условие (1).
Если условие (1) выполняется, то в качестве результата измерений массовой концентрации гистамина в подготовленной пробе принимают среднее арифметическое полученных значений. Если условие (1) не выполняется, то находят и устраняют причины, приводящие к неудовлетворительным результатам, после чего ввод подготовленной пробы повторяют.
На хроматограмме могут наблюдаться пики других ароматических биогенных аминов, таких как тирамин, не мешающие определению гистамина. Пример хроматограммы приведен в Приложении Б.
Для дополнительного подтверждения правильности идентификации в случае сложных проб рекомендуется выполнить добавку раствора гистамина к подготовленной пробе. О достоверности идентификации можно судить по увеличению высоты предполагаемого пика гистамина (и, соответственно, его массовой концентрации). Величина добавки должна составлять от 50 % до 150 % от найденного значения массовой концентрации гистамина в подготовленной пробе, при этом объем добавки не должен превышать 10 % от общего объема пробы с добавкой.

9	Обработка результатов измерений

Массовую долю гистамина в пробе (X, мг/кг) вычисляют по формуле:
	
	
	,
	[bookmark: _Ref379458765](3)

	где Cх -
	массовая концентрация гистамина в экстракте пробы, мкг/см3; 

	V1 - 
	объем метанола, взятого для экстракции гистамина, см3 (25 см3);

	V2 - 
	объем аликвоты метанольного экстракта, взятого для дальнейшего анализа, см3 (2 см3);

	V3 - 
	Объем раствора соляной кислоты, добавленного к сухому остатку после упаривания, см3 (4 см3);

	m - 
	масса пробы, г;

	 -
	коэффициент, учитывающий потери гистамина при подготовке пробы.


Коэффициент, учитывающий потери гистамина при подготовке пробы, определяют в соответствии с Приложением В 

10	Метрологические характеристики

Метод обеспечивает получение результатов измерений с метрологическими характеристиками, не превышающими значений, приведенных в таблице 1.

 Т а б л и ц а  1 – Метрологические характеристики результатов измерений
	Диапазон измерений массовой доли гистамина, мг/кг
	Предел повторяемости (относительное значение допускаемого расхождения между двумя результатами, полученными в условиях повторяемости при 
Р = 0,95) r , %
	Предел воспроизводимости (относительное значение допускаемого расхождения между двумя результатами измерений, полученными в условиях воспроизводимости при 
Р = 0,95) R, %
	Показатель точности (относительная расширенная неопределенность при коэффициенте охвата k = 2)               Uотн, %

	От 10 до 500 включ.
	14
	24
	17

	Примечание – 1 мг/кг = 1 млн-1.







11	Контроль качества результатов измерений

Контроль качества результатов измерений в лаборатории предусматривает проведение контроля стабильности результатов измерений с учетом требований ГОСТ ИСО 5725-6–2002 (раздел 5).

12	Оформление результатов измерений

Результаты измерений регистрируют в протоколе, который должен содержать ссылку на настоящий стандарт.
Результат измерений (Х) представляют в виде: Х ± U, при этом U – значение показателя точности измерений (расширенная неопределенность с коэффициентом охвата 2), которое вычисляют по формуле:
	
	,
	(4)

	где 0,01 -
	коэффициент пересчета;

	Uотн -
	значение относительной расширенной неопределенности (см. таблицу 1), %;

	    X -
	единичный результат измерений, установленный согласно разделу 9, мг/кг.


Численное значение результата измерений должно оканчиваться цифрой того же разряда, что и абсолютное значение показателя точности измерений, выраженное в мг/кг.

13 Проверка приемлемости результатов измерений, полученных в условиях воспроизводимости
Проверку приемлемости результатов, полученных в условиях воспроизводимости проводят согласно ГОСТ ИСО 5725-62002 (пункт 5.3.2). Результаты измерений, полученные в разных лабораториях на одной и той же пробе, признаются согласующимися при выполнении условия
	
	,
	(5)

	где  и -
	результаты измерений, полученные в первой и второй лабораториях соответственно, мг/кг;

	Xл -
	среднее арифметическое , мг/кг;

	0,01 -
	коэффициент пересчета;

	R -   
	предел воспроизводимости (таблица 1), %.


При выполнении этого условия приемлемы оба результата измерений, и в качестве окончательного может быть использовано их среднее значение.
При превышении предела воспроизводимости могут быть использованы методы оценки приемлемости результатов измерений в условиях воспроизводимости по ГОСТ ИСО 5725-62002 (пункт 5.3.3).


Приложение А
(справочное)

Информация о применяемых технических регламентах и нормативных
правовых актах в государствах-участниках СНГ

А.1 Информация о применяемых технических регламентах и нормативных правовых актах в государствах-участниках СНГ приведена в таблице А.1.
Т а б л и ц а А.1
	Структурный элемент
	Наименование технического регламента или нормативного правого акта
	Государство– участник СНГ

	Раздел 1
	ТР ЕАЭС 040/2016 Технический регламент Евразийского экономического союза «О безопасности рыбы и рыбной продукции»
	AM, BY, KZ, KG, RU

	Раздел 1
	ТР ТС 021/2011 Технический регламент Таможенного союза «О безопасности пищевой продукции»
	AM, BY, KZ, KG, RU

	Раздел 1
	Закон РУз «О качестве и безопасности пищевой продукции»
	UZ

	Раздел 1
	Технический регламент «Безопасность пищевой продукции». Утвержден постановлением Правительства Республики Таджикистан от 30 апреля 2016 г., № 190
	ТD

















Приложение Б
(справочное)

Пример хроматограммы

Пример хроматограммы приведен на рисунке Б.1. Параметры регистрации хроматограммы приведены в таблице Б.1.
[image: ]
Рисунок Б.1 – Хроматограмма пробы пищевой рыбной продукции холодного копчения «Пищевая рыбная продукция холодного копчения. Скумбрия атлантическая кусочки».
Найдено:
	1 –  
	Гистамин – 22 мг/кг

	2 – 
	Тирамин – 32 мг/кг


Таблица Б.1 – Параметры регистрации хроматограммы
	Наименование параметра
	Значение параметра

	Хроматографическая колонка
	Длина 150 мм, внутренний диаметр 2,1 мм, сорбент Диасфер C18, размер частиц 5 мкм

	Объемная скорость подачи подвижной фазы, мм3/мин
	200

	Объем дозирования, мм3
	20 

	Температура, С
	25

	Длина волны детектирования, нм
	210


[bookmark: _GoBack]Приложение В
(обязательное)

Определение коэффициента, учитывающего потери гистамина
при подготовке пробы

В процессе подготовки пробы наблюдаются некоторые потери гистамина (порядка 15–20 %). В связи с этим в расчетную формулу (3) вводят коэффициент, учитывающий потери гистамина при подготовке пробы ().
Коэффициент, учитывающий потери гистамина при подготовке пробы, определяют на стадии освоения метода в лаборатории и используют в дальнейшем, периодически проверяя его значение. Периодичность проверки устанавливает лаборатория, применяющая метод.
С этой целью готовят исходную пробу и пробу с добавкой гистамина. Для этого отбирают две навески пробы и к одной из них добавляют такой объем раствора гистамина, чтобы его массовая доля увеличилась по сравнению с исходным значением на 50–150 %. Если массовая доля гистамина в исходной пробе меньше нижней границы диапазона измерений (10 мг/кг), то величина добавки должна не менее чем в 3 раза превышать нижнюю границу диапазона измерений.
Величину добавки (Сд, мг/кг) рассчитывают по формуле:
	
	
	,
	(В.1)

	где Со - 
	концентрация гистамина в растворе, использованном для внесения добавки, мкг/см3;

	Vo - 
	объем раствора гистамина, внесенного в качестве добавки, см3;

	m - 
	масса пробы, г.


Проводят анализ исходной пробы (Хисх, мг/кг) и пробы с добавкой (Хдоб, мг/кг). Вычисляют результаты анализа проб без учета коэффициента , т.е. при расчете по формуле (3) условно принимают, что η = 1.
Коэффициент прохождения гистамина (η) вычисляют по формуле:
	
	
	,
	(В.2)

	где Сд -
	добавка гистамина, мг/кг; .


Хисх – массовая доля гистамина в исходной пробе, мг/кг;
Хдоб – массовая доля гистамина в пробе с добавкой гистамина, мг/кг.
Определение коэффициента  проводят не менее двух раз. При удовлетворительном проведении подготовки пробы каждое из полученных значений должно быть не менее 0,75, причем расхождение между двумя последовательными значениями не должно превышать 0,10. В противном случае следует найти причины неудовлетворительного проведения подготовки пробы и повторить процедуру до получения результатов, удовлетворяющих указанному условию.
При удовлетворительных результатах усредняют полученные значения коэффициента  и найденное значение используют при расчете результатов анализа по формуле (3).
Периодичность повторного определения коэффициента, учитывающего потери гистамина при подготовке пробы, устанавливает лаборатория, применяющая метод. 
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