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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 основной порядок проведения работ по межгосударственной стандартизации установлены ГОСТ 1.0–2015 «Межгосударственная система стандартизации. Основные положения» и ГОСТ 1.2–2015 «Межгосударственная система стандартизации. Стандарты межгосударственные, правила и рекомендации по межгосударственной стандартизации. Правила разработки, принятия, обновления и отмены».
Сведения о стандарте
1 РАЗРАБОТАН Федеральным государственным бюджетным научным учреждением «Федеральный научный центр пищевых систем имени В.М. Горбатова» РАН (ФГБНУ «ФНЦ пищевых систем им. В.М. Горбатова» РАН)
2 ВНЕСЕН Федеральным агентством по техническому регулированию и метрологии (Росстандартом)
3 ПРИНЯТ Евразийским советом по стандартизации, метрологии и сертификации (протокол №        от                            )

За принятие проголосовали:

	Краткое наименование страны по МК(ИСО 3166) 004–97
	Код страны по МК(ИСО 3166) 004–97
	Сокращенное наименованиенационального органапо стандартизации
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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 (государственных) стандартов, издаваемых в этих государствах.
Информация об изменениях к настоящему стандарту публикуется в указателе (каталоге) «Межгосударственные стандарты», а текст этих изменений – в информационных указателях «Межгосударственные стандарты». В случае пересмотра или отмены настоящего стандарта соответствующая информация будет опубликована в информационном указателе «Межгосударственные стандарты»
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М Е Ж Г О С У Д А Р С Т В Е Н Н Ы Й  С Т А Н Д А Р Т
МЯСО И МЯСНЫЕ ПРОДУКТЫ
Метод определения массовой доли этил-Na-лауроил-L-аргината (LAE) в пробах мясной продукции с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии

Meat and meat products. 
Method for determination of mass fraction of ethyl-Na-lauroyl-L-arginate (LAE) in meat product samples using high-performance liquid chromatography.


							             Дата введения – 

1 Область применения
Настоящий стандарт распространяется на мясо и мясные продукты, кишечное сырье, мясо птицы всех видов и продукты из мяса птицы, субпродукты мяса,  и мясной продукции,  мясные и мясосодержащие консервы, мясную продукцию для детского специализированного и лечебно-профилактического питания, и устанавливает требования к методике измерений массовой доли этил-Na-лауроил-L-аргината (LAE) методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) в диапазоне измерений от 20 до 1000 мг/кг вкл. Предел качественного обнаружения LAE составляет 5 мг/кг.
П р и м е ч а н и е – В случае подтверждения заявленных метрологических характеристик методика также может распространяться и на другие матрицы. В Приложении А приведен пример плана экспериментальных исследований по оценке показателей точности методики в соответствии с РМГ 61 для других матриц. 

2 Нормативные ссылки
В настоящем стандарте использованы нормативные ссылки на следующие межгосударственные стандарты:
ГОСТ 12.0.004-2015 Система стандартов безопасности труда. Организация обучения безопасности труда. Общие положения
ГОСТ 12.1.004–91 Система стандартов безопасности труда. Пожарная безопасность. Общие требования
ГОСТ 12.1.007–76 Система стандартов безопасности труда. Вредные вещества. Классификация и общие требования безопасности
ГОСТ 12.1.005-88 Система стандартов безопасности труда. Общие санитарно-гигиенические требования к воздуху рабочей зоны
ГОСТ 12.1.019–2017 Система стандартов безопасности труда. Электробезопасность. Общие требования и номенклатура видов защиты 
ГОСТ 12.4.009–83 Система стандартов безопасности труда. Пожарная техника для защиты объектов. Основные виды. Размещение и обслуживание
ГОСТ 12.4.021-75 «ССБТ. Системы вентиляционные. Общие требования»
ГОСТ OIML R 76-1-2011 Государственная система обеспечения единства измерений. Весы неавтоматического действия. Часть 1. Метрологические и технические требования. Испытания
ГОСТ ИСО 5725–2–20031)  Точность (правильность и прецизионность) методов и результатов измерений. Часть 2. Основной метод определения повторяемости и воспроизводимости стандартного метода измерений
ГОСТ ИСО 5725–6–20032) Точность (правильность и прецизионность) методов и результатов измерений. Часть 6. Использование значений точности на практике)
ГОСТ 1770–74 Посуда мерная лабораторная стеклянная. Цилиндры, мензурки, колбы, пробирки. Общие технические условия 
ГОСТ 20469 Электромясорубки бытовые. Технические условия
ГОСТ 6709-723)  Вода дистиллированная. Технические условия 
________________
1) В Российской Федерации  действует ГОСТ Р ИСО 5725-2–2002 «Точность (правильность и прецизионность) методов и результатов измерений. Часть 6. Использование значений точности на практике». 
2) В Российской Федерации  действует ГОСТ Р ИСО 5725-6–2002 «Точность (правильность и прецизионность) методов и результатов измерений. Часть 6. Использование значений точности на практике». 
3) В Российской Федерации  действует ГОСТ Р 58144-2018 Вода дистиллированная. Технические условия

ГОСТ 7269–2015 Мясо. Методы отбора образцов и органолептические методы определения свежести
ГОСТ 9792–73 Колбасные изделия и продукты из свинины, баранины, говядины и мяса других видов убойных животных и птиц. Правила приемки и методы отбора проб
ГОСТ 20469–95 Электромясорубки бытовые. Технические условия
ГОСТ 25336–82 Посуда и оборудование лабораторные стеклянные. Типы, основные параметры и размеры
ГОСТ 26678-85 Холодильники и морозильники бытовые электрические компрессионные параметрического ряда. Общие технические условия 
ГОСТ 29227-91 Посуда лабораторная стеклянная. Пипетки градуированные. Часть 1. Общие требования
ГОСТ 31467–2012 Мясо птицы, субпродукты и полуфабрикаты из мяса птицы. Методы отбора проб и подготовка их к испытаниям
П р и м е ч а н и е  –  При пользовании настоящим стандартом целесообразно проверить действие ссылочных стандартов на территории государства по соответствующему указателю стандартов, составленному по состоянию на 1 января текущего года, и по соответствующим информационным указателям, опубликованным в текущем году. Если ссылочный документ заменен (изменен), то при пользовании настоящим стандартом следует руководствоваться замененным (измененным) стандартом. Если ссылочный документ отменен без замены, то положение, в котором дана ссылка на него, применяется в части, не затрагивающей эту ссылку.

3 Сущность метода
Метод основан на экстракции этил-Na-лауроил-L-аргината (LAE)  из пробы с последующим центрифугированием и фильтрованием экстракта и анализом методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) со спектрофотометрическим или диодно-матричным детектором.  
Количественное определение осуществляют по площади пика этил-Na-лауроил-L-аргината (LAE) относительно градуировочной зависимости, полученной при использовании градуировочных растворов чистого вещества в аналогичных условиях. 

4 Требования безопасности 
4.1 При выполнении измерений должны соблюдаться требования электробезопасности при работе с электроустановками по ГОСТ 12.1.019, правила безопасности работы на приборах и вспомогательном оборудовании, изложенные в руководстве и инструкциях по эксплуатации. Запрещается включать в сеть приборы и работать на них без заземления. 
4.2 Помещение лаборатории должно соответствовать требованиям пожарной безопасности по ГОСТ 12.1.004 и быть оснащено средствами для пожаротушения по ГОСТ 12.4.009.
4.3 Помещение лаборатории должно быть оборудовано приточно-вытяжной вентиляцией в соответствии с требованиями ГОСТ 12.4.021. 
4.4 При работе с реактивами соблюдать требования по ГОСТ 12.1.007, ГОСТ 12.1.005. При работе следует применять резиновые, нитриловые или латексные перчатки.

4 Требования к квалификации операторов 
К выполнению измерений допускают специалистов, прошедших соответствующий инструктаж, владеющих техникой ВЭЖХ анализа и изучивших инструкции по эксплуатации используемых приборов, имеющий высшее или специальное образование, опыт работы в лаборатории, изучивший техническую документацию и обученный работе на хроматографе.

5 Требования к условиям измерений 
При проведении измерений соблюдают следующие условия:
температура окружающего воздуха, °С			18 ÷ 25;
относительная влажность воздуха, %			50 ± 30.

6 Средства измерений, вспомогательное оборудование, материалы и реактивы 
При выполнении измерений применяют следующие средства измерений, испытательное оборудование и вспомогательные устройства, реактивы и материалы:
6.1 Средства измерений, испытательное оборудование и вспомогательные устройства
Хроматограф жидкостный, снабженный спектрофотометрическим или диодно-матричным детектором, позволяющим проводить измерения при длине волны 198 нм с относительным СКО выходного сигнала (по площади пика) не более 3 %, снабженный программным обеспечением для сбора и обработки хроматографических данных. 
Хроматографическая колонка для ВЭЖХ длиной 50–150 мм и диаметром 2,1–4,6 мм с обращенной фазой С18, размером частиц 1,8–5,0 мкм.
Весы неавтоматического действия специального или высокого класса точности по ГОСТ OIML R 76-1 с пределами допускаемой абсолютной погрешности не более ±1,0 мг.
Центрифуга лабораторная с регулируемым числом оборотов до 8000 об/мин.
Мясорубка электрическая по ГОСТ 20469.
Гомогенизатор роторный.
Холодильник бытовой электрический по ГОСТ 26678.
Баня ультразвуковая.
Вортекс (встряхиватель) лабораторный.
Микрошприц вместимостью 20 мкл (для ручного ввода пробы).

6.2 Реактивы, материалы, посуда лабораторная
Вода дистиллированная по ГОСТ 6709, вода бидистиллированная с электропроводимостью менее 10 мкСм или вода дистиллированная квалификации HPLC.
Кислота трифторуксусная (ТФА) с массовой долей основного вещества не менее 99,0 %.
Ацетонитрил для ВЭЖХ с массовой долей основного вещества не менее 99,9%.
Гексан, х.ч.
Стандарт LAE (ETHYL-Na-LAUROYL-L-ARGINATE HCl) с массовой долей основного вещества не менее 85,0 %.
Банки стеклянные вместимостью 1000 мкл.
Дозатор пипеточный переменного объема с объемом дозирования 100-1000 мкл с относительным СКО дозирования не более ±2%.
Дозатор пипеточный переменного объема с объемом дозирования 500-5000 мкл с относительным СКО дозирования не более ±2%.
Колбы мерные 2-100-2 по ГОСТ 1770.
Стакан мерный вместимостью 100 мл по ГОСТ 1770.
Пробирки центрифужные пластиковые с завинчивающейся крышкой вместимостью 50 мл.
Фильтр шприцевой мембранный из политетрафторэтилена с диаметром пор 0,45 мкм. 
Флаконы-виалы хроматографические для проб. 

П р и м е ч а н и е  –  Допускается применение других средств измерений с метрологическими характеристиками не ниже вышеуказанных, вспомогательного оборудования, посуды, материалов с техническими характеристиками не ниже вышеуказанных и химических реактивов аналогичной или более высокой квалификации. 

7 Подготовка к выполнению измерений 
7.1 Отбор и подготовка проб
7.1.1 Отбор проб проводят по ГОСТ 7269, ГОСТ 9792, ГОСТ 31467, а также в соответствии с нормативными и техническими документами на конкретные виды продуктов.  
7.1.2 От представительной пробы продукта отбирают лабораторную пробу массой не менее 100 г. Пробу гомогенизируют на гомогенизаторе или дважды пропуская через мясорубку до достижения однородности.
Подготовленную пробу хранят не более 48 ч в герметически закрытом контейнере таким образом, чтобы предотвратить порчу и изменение состава.
Допускается хранить подготовленную пробу в замороженном состоянии при температуре не выше минус 18 ºС не более 3 месяцев.
7.2 Подготовка средств измерений и оборудования
Средства измерений, вспомогательное и испытательное оборудование подготавливают к проведению измерений в соответствии с инструкциями или Руководством по эксплуатации.
7.3 Приготовление растворов
7.3.1 Подготовка воды для ВЭЖХ
Вода, используемая для приготовления растворов химических реактивов и подготовки проб, должна быть дистиллированной или деионизованной. 
7.3.2 Приготовление подвижной фазы А 
Смешивают в автоматическом режиме или вручную в отдельной емкости ацетонитрил и воду для ВЭЖХ в соотношении 50:50 с добавлением ТФА до концентрации 0,1 %. Подвергают дегазации на ультразвуковой бане.
Раствор хранят в герметично укупоренном сосуде от 18 ºС до 25 ºС не более 1 мес. 
7.3.2 Приготовление подвижной фазы Б 
В отдельной емкости в воду для ВЭЖХ вливают ТФА до концентрации 0,1 %. Подвергают дегазации на ультразвуковой бане.
Раствор хранят в герметично укупоренном сосуде от 18 ºС до 25 ºС не более 1 мес. 
7.3.3 Приготовление экстракционного буфера
В мерную колбу вместимостью 100 мл вносят 50 мл ацетонитрила, осторожно под тягой добавляют по каплям 300 мкл концентрированной ТФА и доводят до метки ацетонитрилом.
Раствор хранят в герметично укупоренном сосуде при температуре от 18 ºС до 25 ºС не более 3 мес.  
7.4 Приготовление градуировочных растворов 
Для определения LAE готовят градуировочные растворы массовой концентрации 500 мг/л (раствор 1), 250 мг/л (раствор 2), 50 мг/л (раствор 3), 25 мг/л (раствор 4), 10 мг/л (раствор 5), 2,5 мг/л (раствор 6). 
Для приготовления раствора 1 взвешивают 50,0 мг LAE, переносят в мерную колбу вместимостью 100 мл и доводят до метки подвижной фазой А, приготовленной по 7.3.2.
Для приготовления раствора 2 дозатором отбирают 500 мкл раствора 1, переносят в виалу вместимостью и добавляют 500 мкл подвижной фазы А, приготовленной по 7.3.2.
Для приготовления раствора 3 градуированной пипеткой или дозатором отбирают 100 мкл раствора 1, переносят переносят в виалу и добавляют 900 мкл подвижной фазы А, приготовленной по 7.3.2.
Для приготовления раствора 4 градуированной пипеткой или дозатором отбирают 100 мкл раствора 2, переносят в виалу и добавляют 900 мкл подвижной фазы А, приготовленной по 7.3.2.
Для приготовления раствора 5 градуированной пипеткой или дозатором отбирают 200 мкл раствора 3, переносят в виалу и добавляют 800 мкл подвижной фазы А, приготовленной по 7.3.2.
Для приготовления раствора 6 градуированной пипеткой или дозатором отбирают 100 мкл раствора 4, переносят в виалу и добавляют 900 мкл подвижной фазы А, приготовленной по 7.3.2.
Растворы хранят в герметично укупоренном сосуде при температуре (4±2) ºС не более 2 мес.
Примечание – Допускается для приготовления градуировочных растворов использовать LAE с массовой долей основного вещества не менее 85,0 %. В этом случае при расчете концентрации градуировочных растворов учитывают содержание основного вещества в реактиве.

7.5 Приготовление пробы
Навеску массой 5,0±0,5 г, предварительно гомогенизированную по 7.1.2, помещают в центрифужную пробирку вместимостью 50 мл. К взвешенному образцу приливают 10 мл экстракционного буфера (7.3.3) и 5 мл гексана.  Смесь тщательно перемешивают с использованием лабораторного вортекса. Затем экстракт центрифугируют в течение 5 мин при 5000 об/мин, гексановый слой отбрасывают, а ацетонитрильный фильтруют через мембранный фильтр с диаметром пор 0,45 мкм. Фильтрат переносят в виалу и используют для анализа. 
7.6 Градуировка хроматографа
Градуировочные растворы, приготовленные по 7.4, подвергают анализу, выполняя операции в соответствии с разделом 8. Для каждого градуировочного раствора проводят по три параллельных определения. Полученные хроматограммы обрабатывают с использованием компьютерной системы обработки данных. С использованием средств программного обеспечения строят градуировочную зависимость площади пика от массовой концентрации LAE в растворе.
Коэффициент линейной корреляции полученной градуировочной зависимости должен быть не менее 0,98. При невыполнении этого условия выясняют причины, приводящие к неудовлетворительным результатам, и устраняют их. В случае необходимости готовят новые градуировочные растворы.
Проведение градуировки обязательно при замене хроматографической колонки, смене партии используемых реактивов, замене или чистке составляющих используемой хроматографической системы.
7.7 Контроль стабильности градуировочной характеристики 
7.7.1 Проводят до начала измерений и далее по необходимости, но не реже, чем через 50 заколов.
7.7.2 Для проверки стабильности градуировочных характеристик используют градуировочный раствор №3.
7.7.3 В точном соответствии с разделом 8 получают не менее трех результатов параллельных определений массовой концентрации LAE в растворе №3 в условиях повторяемости. Стабильность градуировочной характеристики признают удовлетворительной при выполнении следующего условия:

, 				(1)
где  Хизм – среднее арифметическое значение результатов определений массовой концентрации LAE в растворе №3 на хроматографе, мкг/мл;  
Хст – фактическое значение массовой концентрации LAE в растворе №3, 100 мкг/мл. 
При невыполнении условия (1) контроль повторяют. При повторном невыполнении условия (1) осуществляют построение новой градуировочной характеристики в соответствие с 7.6.
Первичные хроматограммы, полученные в результате анализа проб, должны быть подвергнуты процедуре документирования, включающей печать, датировку и подписание ответственным аналитиком. Эти записи подлежат хранению в лабораторных условиях до проведения повторного анализа или следующей калибровки хроматографического оборудования. Данная мера обеспечивает возможность сравнительного анализа новых данных с архивными результатами, что критически важно для обеспечения точности и надежности исследовательского процесса.
8 Проведение анализа 
При определении массовой доли LAE в пробах мяса и мясной продукции выполняют следующие основные операции.
8.1 В соответствии с инструкцией по эксплуатации хроматографа выполняют его включение и задают программируемый метод анализа по 8.4.
8.2 Перед проведением анализа колонка промывается в течение       20 минут (подвижной фазой А : подвижной фазой Б (90:10)), скорость потока 1,0 мл/мин.
8.3 Для каждой пробы проводят два параллельных определения в условиях повторяемости по ГОСТ Р ИСО 5725-2.
10.4 Измерения проводят при следующих параметрах:
Длина волны 198 нм;
Объем ввода пробы 10 мм3;
Температура колонок 40 °C;
Скорость потока 1 мл/мин;
Режим элюирования – градиентный по таблице 1. 
Т а б л и ц а 1
	Время, мин
	Объемная доля элюента А, %
	Объемная доля элюента Б, %

	0
	90
	10

	20
	90
	10



9 Обработка результатов 
9.1 В соответствии с данными, полученными при анализе градуировочных растворов, проводят количественную обработку хроматограмм с использованием программного обеспечения. Пример хроматограммы приведен в Приложении Б. Расчеты массовой доли LAE выполняются системой обработки данных в автоматическом режиме.
Примечание – 
1 Формула расчета массовой доли LAE приведена в Приложении В.
2 Если массовая концентрация LAE в фильтрате пробы по 7.5 превышает верхнюю границу градуировочной кривой, следует провести дополнительное разбавление фильтрата пробы подвижной фазой А (7.3.2). 

9.2 За результат измерений массовой доли LAE принимают среднее арифметическое значение результатов двух параллельных измерений 

                                                                                                   (2)

где     – результаты единичных параллельных определений, мг/кг.

 10 Метрологические характеристики
10.1 Метрологические характеристики метода при доверительной вероятности P = 0,95 приведены в таблицах 2 и 3.
Т а б л и ц а 2
	Диапазон измерений массовой доли LАЕ, мг/кг
	Предел повторяемости
(допускаемое расхождение между двумя результатами параллельных определений),
r, мг/кг
	Предел воспроизводимости (допускаемое расхождение между двумя результатами измерений),
R, мг/кг
	Показатель точности
(границы абсолютной погрешности при доверительной вероятности Р=0,95),
± Δ, мг/кг

	от 20 до 50 вкл.
	6
	8
	10



Т а б л и ц а 3
	Диапазон измерений массовой доли LАЕ, мг/кг
	Предел повторяемости
(допускаемое относительное расхождение между двумя результатами параллельных определений),
r0, %
	Предел воспроизводимости (допускаемое относительное расхождение между двумя результатами измерений),
R0, %
	Показатель точности 
(границы относительной погрешности при доверительной вероятности Р=0,95),
± δ, %

	св. 50 до 1000 вкл.
	11
	25
	20



10.2 Расхождение между результатами двух параллельных измерений, выполненных одним оператором при измерении одной и той же пробы с использованием одних и тех же средств измерений и реактивов, должно соответствовать условию:

,					(3)

где     – результаты единичных параллельных определений, мг/кг;
r – значение предела повторяемости по таблице 2, мг/кг, или рассчитанное по формуле

,						(4)
где    r0– значение относительного предела повторяемости по таблице 3, %.

10.3 Расхождение между результатами двух измерений, выполненных в двух разных лабораториях, не должно превышать табличного значения предела воспроизводимости R и должно соответствовать условию:
,					(5)

где     – результаты единичных параллельных определений, мг/кг;
R – значение предела повторяемости по таблице 2, мг/кг, или рассчитанное по формуле


,						(6)
где    R0 – значение относительного предела повторяемости по таблице 3, %.
10.4 Границы относительной погрешности результатов измерений, находящиеся с доверительной вероятностью P = 0,95, при соблюдении условий настоящего стандарта, не должны превышать значений, приведенных в таблицах 2 и 3.

11 Контроль точности результатов измерений
11.1 Контроль стабильности результатов измерений (повторяемости, промежуточной прецизионности и погрешности) проводят в соответствии с порядком, установленным в лаборатории, по ГОСТ ИСО 5725–6 (подраздел 6.2).
11.2 Проверку приемлемости результатов измерений, полученных в условиях повторяемости (сходимости), осуществляют в соответствии с требованиями ГОСТ ИСО 5725–2. Расхождение между результатами измерений не должно превышать предела повторяемости (r). Значения r приведены в таблицах 2 и 3.
11.3 Проверку приемлемости результатов измерений, полученных в условиях воспроизводимости, проводят с учетом требований ГОСТ ИСО 5725–2. Расхождение между результатами измерений, полученными двумя лабораториями, не должно превышать предела воспроизводимости (R). Значения R приведены в таблицах 2 и 3.





Приложение А
(справочное)

Алгоритм оценки показателей точности для других матриц

А.1 План-эксперимент должен быть построен с учетом раздела 5 РМГ 61 «Метод оценки показателей качества методики анализа с применением набора образцов для оценивания (ОО)». 
А.2 При оценке показателей повторяемости и воспроизводимости (или внутрилабораторной прецизионности) используют рабочие пробы продукции. Отбирают пробы продукции, объемом необходимым для выполнения измерений по таблице А.1. Рекомендуется выбирать пробы таким образом, чтобы значение массовой доли LAE в них охватило весь желаемый диапазон. 
П р и м е ч а н и е – В случае отсутствия рабочих проб продукции, охватывающих диапазон измерений, допускается использовать аттестованные смеси на их основе, подготовленные по приложению Г. При этом данные, полученные при оценке прецизионности, могут быть использованы также для оценки правильности по А.6.
А.3 Для каждой пробы выполняют по 10 серий измерений в 2 параллелях массовой доли LAE в условиях воспроизводимости или внутрилабораторной прецизионности (т.е. разными операторами, в разные дни, с использованием разных наборов мерной посуды) в точном соответствии с методикой измерений. Результаты параллельных измерений X1 и X2 должны быть получены в условиях повторяемости (т.е. одним оператором, с применением одного набора, в близкий промежуток времени).
Таблица А.1 – Форма представления статистических данных при оценке прецизионности
	Номер пробы


	Номер серии


	Результаты параллельных измерений массовой доли LAE в пробе

	
	
	X1, мг/кг
	X2, мг/кг

	1
	1
	
	

	
	2
	
	

	
	3
	
	

	
	…
	
	

	
	10
	
	

	…
	…
	…
	…

	M
	1
	
	

	
	2
	
	

	
	3
	
	

	
	…
	
	

	
	10
	
	



А.4 Оценка показателя повторяемости


Рассчитывают среднее арифметическое  и выборочную дисперсию  результатов единичного анализа содержания LAE в m-ой пробе, полученных в условиях повторяемости (параллельных определений):

,						(А.1)

,					(А.2)

.					(А.3)



На основе полученных значений выборочных дисперсий , …,  в m-ой пробе проверяют гипотезу о равенстве генеральных дисперсий, используя критерий Кохрена. Значение критерия Кохрена  рассчитывают по формуле

						(А.4)

и сравнивают его с табличным значением этого критерия , равным 0,602. 


Если , то соответствующее  из дальнейших расчетов исключают. 


Неисключенные из расчетов  считают однородными и по ним оценивают средние квадратические отклонения (далее – СКО), характеризующие повторяемость результатов единичного анализа (параллельных определений), полученных для содержания, соответствующего содержанию LAE в m-ой пробе. Эти СКО -  рассчитывают по формуле

,					(А.5)

где в числе слагаемых нет отброшенных значений и  -  число неотброшенных дисперсий. 


Показатель повторяемости в виде СКО -  для содержания, соответствующего содержанию в m-ой пробе, устанавливают, принимая равным 

						(А.6)
А.5 Оценка показателя воспроизводимости (или внутрилабораторной прецизионности)

Проводят проверку средних значений, полученных в условиях повторяемости, , на наличие выбросов по критерию Граббса. 



Для результатов анализа каждой пробы  находят максимальное  и минимальное  значения. 


Рассчитывают  - общее среднее значение результатов анализа, полученных в условиях воспроизводимости (или внутрилабораторной прецизионности) и их средние квадратические отклонения  по формулам

, 						(А.7)

.				(А.8)
Рассчитывают статистики Граббса:




 и  и сравнивают их с критическим значением , равным 2,29 (для числа серии измерений ).




Если  или/и , то соответствующие результаты  или/и  из дальнейших расчетов исключают. 

Рассчитывают СКО результатов анализа m-й пробы, полученных в условиях воспроизводимости,  по формуле

,			(А.9)
где      среди результатов нет отброшенных;

 - число неотброшенных результатов;

 - среднее арифметическое неотброшенных результатов;

 - число неотброшенных результатов измерений, выполненных для m-й пробы.


Показатель воспроизводимости методики анализа в виде СКО -  для содержания, соответствующего содержанию LAE в m-ой пробе, устанавливают, принимая равным 

.						(А.10)
А.6 Оценка показателя правильности 
При оценке показателя правильности используют АС, подготовленные на основе рабочих проб в соответствии с приложением Г. Необходимо готовить АС таким образом, чтобы значение массовой доли LAE в них охватило весь желаемый диапазон. 
Для каждой АС выполняют по 10 серий измерений в 2 параллелях содержания LAE в условиях воспроизводимости или внутрилабораторной прецизионности (т.е. разными операторами, в разные дни, с использованием разных наборов мерной посуды), в точном соответствии с методикой измерений. Результаты параллельных измерений X1, X2 должны быть получены в условиях повторяемости (т.е. одним оператором, с применением одного набора мерной посуды, в близкий промежуток времени).

Таблица А.2 – Форма представления статистических данных при оценке правильности
	Номер серии


	Результаты параллельных определений массовой доли LAE в АС
	Результат измерений массовой доли LAE в АС, 

, мг/кг

	
	X1, мг/кг
	X2, мг/кг
	

	1
	
	
	

	2
	
	
	

	3
	
	
	

	…
	
	
	

	9
	
	
	

	10
	
	
	






Рассчитывают значение смещения ‑  как разность между средним значением результатов анализа , и аттестованным значением m-й АС ‑ 

,				(A.11)


где .					(А.12)


Проверяют значимость вычисленных значений  по критерию Стьюдента. Для этого рассчитывают значение t-критерия для m-й АС ‑ :

                                                     ,				(А.13)



где  ‑ дисперсия, характеризующая разброс средних арифметических результатов единичного анализа относительно среднего значения результатов анализа .

 − погрешность аттестованного значения m-й АС, рассчитываемая по Приложению Г.



Расчетное значение  сравнивают с , которое равно 2,26 для числа степеней свободы  и доверительной вероятности P = 0,95.

Если , то оценка смещения незначима на фоне случайного разброса, и в этом случае ее принимают равной 0. 

Если , то оценка значения смещения значима на фоне случайного разброса. В этом случае методика измерений подлежит доработке. 
При незначимости смещения показатель правильности методики измерений рассчитывается по формуле 

.				(А.14)
А.7 Оценка показателя точности 
Показатель точности методики измерений (для массовой доли, соответствующей массовой доле LAE в m-й рабочей пробе) при получении экспериментальных данных в условиях воспроизводимости для принятой вероятности Р=0,95 рассчитывают по формуле

.




Приложение Б
(справочное)

Пример хроматограммы[image: ]
Рисунок Б.1 – Хроматограмма LAE с массовой концентрацией 50 мг/дм3, время удерживания LAE 7,908 мин (колонка C18, 3,5 мкм 4,6х150 мм).




Приложение В
(рекомендуемое)

Расчет массовой доли LAE

В.1 Массовую долю LAE Х в пробе, мг/кг, вычисляют по формуле

,  					 (В.1)
где    Sx – площадь пика LAE в анализируемой пробе, усл.ед.;

 – угловой коэффициент градуировочной зависимости;

 – свободный член градуировочной зависимости;
Vp – объём раствора экстракционного буфера для подготовки пробы к анализу, см3;
m – масса навески пробы, г;
k – коэффициент разбавления фильтрата (k=1).
В.2 Если массовая концентрация LAE в фильтрате пробы по 9.5 превышает верхнюю границу калибровочной кривой, следует провести дополнительное разбавление раствора пробы подвижной фазой А (9.3.2) и учесть его в значении k.






















Приложение Г
(обязательное)

Процедура приготовления аттестованных смесей

Г.1 Аттестованные смеси (АС) готовят на основе рабочих проб путем внесения точной навески стандарта LAE с массовой долей основного вещества не менее 85 %.

Г.2 Величину навески стандарта LAE, , мг, рассчитывают по формуле

,					(Г.1)
где      A – заданное значение массовой доли LAE в АС, мг/кг;

 ‑ массовая доля основного вещества в стандарте LAE, %;

 ‑ масса навески пробы, кг.
Г.3 Навеску стандарта LAE, рассчитанную по формуле (Г.1), разбавляют в 10 см3 бидистиллированной воды и вносят в предварительно гомогенизированную по 9.1.2 рабочую пробу с точно установленной массой. 

Г.4 Погрешность массовой доли LAE в АС, , мг/кг, рассчитывают по формуле 

,			(Г.2)

где       ‑ погрешность взвешивания навески стандарта LAE, мг;

 ‑ погрешность взвешивания навески пробы, г;

 ‑ погрешность массовой доли основного вещества в стандарте LAE, %.
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