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4.1. МЕТОДЫ КОНТРОЛЯ. ХИМИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ

Определение остаточных количеств клотианидина 
в зерне гороха, капусте, томатах и томатном соке, 
плодах и соке косточковых, ягодах и соке черной 

смородины методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии

Свидетельство об аттестации методики (метода) измерений 
№ 01.5.04.236/01,00043/2016.

Настоящие методические указания устанавливают порядок приме­
нения метода высокоэффективной жидкостной хроматографии для опре­
деления массовой концентрации клотианидина в зерне гороха, капусте, 
томатах и томатном соке, плодах и соке плодовых косточковых, ягодах 
и соке черной смородины в диапазоне концентраций 0,02—0,2 мг/кг.

Методические указания носят рекомендательный характер.
Клотианидин
(Е)-1 -(2-хлор~1,3-тиазол-5-илметил)~3-метил-2-нитр01уанидин (ШР АС).
Структурная формула:

Методические указания 
МУК 4.13511—17

0 2n
N

Н Н
Молекулярная масса: 249,7. 
Брутто формула: CsHgClNsC^S.
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Клотианидин представляет собой порошок без цвета и запаха.
Температура плавления: 176,8 °С. Давление пара: 1,3 х КГ4 МПа 

(25 °С). Коэффициент распределения в системе н-октанол-вода lgP 
-  0,7 (25 °С), рКа = 11,09 (20 °С).

Растворимость в воде (20 °С): 0,304 (pH 4), 0,34 (pH 10) г/дм3. Рас­
творимость (г/дм3, 25 °С): в гептане < 0,001, в ксилоле -  0,013, дихлор- 
метане -  1,32, метаноле -  6,26, октаноле -  0,94, ацетоне -  15,2, этилаце- 
тате -  2,03.

Краткая токсикологическая характеристика. Острая оральная 
токсичность для крыс LD50 > 5 000 мг/кг, ингаляционная токсичность 
для крыс LC50 (4 ч) >6,1 мг/дм3. Не мутаген, не онкоген для крыс и 
мышей, не тератоген для крыс и кроликов. При прямом контакте опасен 
для пчел, но не опасен при использовании в качестве протравителя и в 
случае обработок не непосредственно на цветущие культуры.

Область применения. Инсектицид из группы неоникотиноидов для 
борьбы с сосущими и грызущими насекомыми на рисе, кукурузе, рапсе, 
овощных и фруктовых культурах. Используется для протравливания 
семян, обработки почвы и вегетирующей культуры.

Гигиенические нормативы для клотианидина в России: МДУ в то­
матах -  0,05; капусте -  0,2; плодовых косточковых -  0,2; ягодах и дру­
гих мелких фруктах -  0,07 мг/кг; в зерне гороха не установлен.

1. Погрешность измерений
При соблюдении всех регламентированных условий проведения 

анализа в точном соответствии с данной методикой погрешность (и ее 
составляющие) результатов измерений при доверительной вероятности 
Р ~ 0,95 не превышает значений, приведенных в табл. 1, для соответст­
вующих диапазонов концентраций.

Таблица 1
М етрологические параметры

Анализи­
руемый
объект

Диапазон
опреде­
ляемых
концен­
траций,

мг/кг

Показа­
тель точ­
ности5*̂ 

(границы 
относи­
тельной 
погреш­

ности 
(Г =0,95), 

±6, %

Показа­
тель пов­
торяемос­
ти (отно­
ситель­

ное сред- 
неквад- 
ратичес- 
кое от­

клонение 
повторя­
емости), 

ст„%

Показа­
тель вос­
произво­
димости 
(относи­
тельное 
средне- 

квадрати­
ческое от­
клонение 
воспроиз­
водимое- 
ТИ), Or , %

Предел 
повторяе­
мости (зна­
чение до­
пустимого 
расхожде­
ния между 
двумя ре­
зультата­
ми парал­
лельных 

определе­
ний), г, %

Предел вос­
производи­
мости (зна­

чение допус­
тимого рас­
хождения 

между двумя 
результатами 
измерений, 

полученных в 
разных лабо­
раториях), R, 
% (Р = 0,95)

1 2 3 4 5 6 7
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Продолжение табл. 1
1 2 3 4 5 6 7

Зерно гороха 0,02—0,2 25 10 13 28 36
Капуста 0,02—0,2 25 10 13 28 36
Томаты 0 ,02—оа 25 10 13 28 36
Томатный
сок 0,02—0,2 25 10 13 28 36

Плоды кос­
точковых 
(вишня)

0,02—0,2 25 10 13 28 36

Сок косточ­
ковых (сок 
вишни)

0,02—0,2 25 10 13 28 36

Ягоды смо­
родины 0,02—0,2 25 10 13 28 36

Сок сморо­
дины 0,02—0,2 25 10 13 28 36

*) соответствует расширенной неопределенности (в относительных едини­
цах) при коэффициенте охвата к = 2

Таблица 2
Полнота извлечения 1слотианидина, стандартное отклонение, 

доверительный интервал среднего результата для п ~  20, Р=  0,95

Анализируемый
объект

Предел
обнару­
жения,
мг/кг

Диапазон оп­
ределяемых 

концентраций, 
мг/кг (мг/дм3)

Полнота 
извлече­
ния, %

Стандарт­
ное откло­
нение, S

Доверитель­
ный интервал 
среднего ре­
зультата, ± %

Зерно гороха 0,02 0 ,02— 0,2 84,3 3,45 1,52
Капуста 0,02 0 ,02— 0,2 82,2 3,01 1,32
Томаты 0,02 0 ,02— 0,2 84,0 3,71 1,62
Томатный сок 0,02 0 ,02— 0,2 83,4 3,83 1,68
Плоды косточ­
ковых (вишня) 0,02 0 ,02— 0,2 80,0 2,82 1,24

Сок косточко­
вых (сок вишни) 0,02 0 ,02— 0,2 84,8 3,80 1,67

Ягоды сморо­
дины 0,02 0,02— 0,2 86,1 3,76 1,65

Сок смородины 0,02 0 ,02— 0,2 79,6 2,69 1,18

2. Метод измерений
Метод основан на определении клотианидина методом высокоэф­

фективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с использованием уль­
трафиолетового (УФ) детектора после извлечения из образцов ацето-
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нитрилом в присутствии цитратного буфера, насыщенного сульфатом 
магния, и обеспечивающего разделение водной и органической фаз; 
очистке ацетонитрильного экстракта с помощью дисперсионной твер­
дофазной экстракции при одновременном удалении воды безводным 
сульфатом магния.

Идентификация клотианиндина проводится по времени удержива­
ния, количественное определение -  методом абсолютной калибровки.

Избирательность метода обеспечивается сочетанием условий под­
готовки проб и хроматографирования.

3. Средства измерений, реактивы, вспомогательные 
устройства и материалы

3.1. Средства измерений 
Жидкостный хроматограф с УФ-детектором, 
снабженный дегазатором, автоматическим 
пробоотборником и термостатом колонки 
Весы лабораторные аналитические, наиболь­
ший предел взвешивания 150 г, предел допус­
тимой погрешности 5 мг 
Весы лабораторные аналитические, наиболь­
ший предел взвешивания 81/210 г, предел до­
пустимой погрешности 0,1/0,3 мг 
Дозаторы пипеточные переменного объема от 
10 до 100 мм3 и от 100 до 1 000 мм3 
Колбы мерные на 100, 500 и 1 000 см3 
Цилиндры мерные на 50 и 100 см3

Примечание. Допускается использование средств измерения с аналогич­
ными или лучшими характеристиками.

ГОСТ 53228—08

ГОСТ 53228—08

ГОСТ 23932—90 
ГОСТ 23932—90 
ГОСТ 23932—90

5.2. Реактивы
Ацетонитрил для ВЭЖХ
Вода для лабораторного анализа (бидистил-
лированная, деионизованная)
Кислота ортофосфорная 98 %, хч 
Клотианидин, с содержанием основного 
вещества 95,0 %
Динатрия цитрат сесквигидрат, 99 % 
Магний сернокислый безводный, 99 % 
Натрий сернокислый безводный, хч 
Натрий хлористый, чда

ТУ 2634-002-04715285— 12

ГОСТ Р 52501—05 
ГОСТ 6552—80

ГОСТ 4166—76 
ГОСТ 4233—77

6
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Натрия цитрат двуводный, 99 %
Подвижная фаза для ВЭЖХ: смесь ацетонит­
рила и 0,005М ортофосфорной кислоты в 
соотношении 30 : 70 или 25 : 75 
Смесь первичных и вторичных аминов,
№ 5982-5753.

Примечание. Допускается использование реактивов с более высокой ква­
лификацией, не требующих дополнительной очистки растворителей.

3.3. Вспомогательные устройства и материалы 
Аналитическая колонка заполненная сорбен­
том с привитыми бифункциональными по­
лярными группами С18, (250 х 4,6) мм, 5 мкм 
Воздушный испаритель с термостатом 
Мельница зерновая
Пробирки полипропиленые центрифужные 
с крышками объемом 50 и 15 см3 
Устройство перемешивающее (50—200 коле­
баний в минуту)
Центрифуга со скоростью вращения 
4 000 об./мин.

Примечание. Допускается использование вспомогательных устройств и 
материалов с аналогичными или лучшими техническими характеристиками.

ТУ 4389-007-44330709— 11

4. Требования безопасности
4.L При выполнении измерений необходимо соблюдать требова­

ния техники безопасности при работе с химическими реактивами по 
ГОСТ 12.1.007—76, требования по электробезопасности при работе с 
электроустановками по ГОСТ 12.1.019—09, а также требования, изло­
женные в технической документации на жидкостный хроматограф.

4.2. Помещение лаборатории должно быть оборудовано приточно­
вытяжной вентиляцией, соответствовать требованиям пожарной безо­
пасности по ГОСТ 12.1.004—91 и иметь средства пожаротушения по 
ГОСТ 12.4.009— 83. Содержание вредных веществ в воздухе не должно 
превышать ПДК (ОБУВ), установленных ГН 2.2.5.1313—03 и ГН 
2.2.5.2308—07.

Организация обучения работников безопасности труда -  по ГОСТ 
12.0.004— 90.

4.3. При работе с газами, находящимися в баллонах под давлением 
до 15 МПа (150 кгс/см2), необходимо соблюдать Федеральные нормы и

7
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правила в области промышленной безопасности «Правила промышлен­
ной безопасности опасных производственных объектов, на которых 
используется оборудование, работающее под избыточным давлением» 
(утв. Приказом Ростехнадзора от 25.03.2014 № 116). Запрещается от­
крывать вентиль баллона, не установив на нем понижающий редуктор.

5. Требования к квалификации операторов
Измерения в соответствии с настоящей методикой может выпол­

нять специалист, имеющий опыт работы на жидкостном хроматографе, 
освоивший данную методику и подтвердивший экспериментально со­
ответствие получаемых результатов нормативам контроля погрешности 
измерений.

6. Условия измерений
При выполнении измерений выполняют следующие условия:
-  процессы приготовления растворов и подготовки проб к анализу 

проводят при температуре воздуха (20 ± 5) °С и относительной влажно­
сти не более 80 %;

-  выполнение измерений на жидкостном хроматографе проводят в 
условиях, рекомендованных технической документацией к прибору.

7. Подготовка к определению

7.1. Кондиционирование колонки
Перед началом анализа аналитическую колонку кондиционируют в 

потоке подвижной фазы (0,5— 1,0см3/мин) до стабилизации нулевой 
линии.

7.2. Приготовление растворов
7.2.1. 0,005М раствор ортофосфорной кислоты: 0,5 ±0,01 г 98% 

ортофосфорной кислоты помещают в мерную колбу объемом 1 дм3, 
растворяют в деионизированной воде и доводят объем до метки.

7.3. Приготовление основного и градуировочных растворов
7.3.1. Основной раствор клотианидина с концентрацией 0,5 мг/см3: 

точную навеску клотианидина (50 ± 0,5 мг) помещают в мерную колбу 
вместимостью 100 см3, растворяют в ацетонитриле и доводят объем до 
метки ацетонитрилом.

7.3.2. Приготовление градуировочных растворов. Градуировочные 
растворы с концентрациями клотианидина 0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2 и

8
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1,0 мкг/см3 готовят методом последовательного разбавления по объему, 
используя ацетонитрил).

73.2. 1. Раствор №  1 с концентрацией 1,0 мкг/см3: в мерную колбу 
вместимостью 100 см3 вносят 0,2 см3 основного раствора и доводят до 
метки подвижной фазой.

73.23. Раствор Ns 2 с концентрацией 0,2 мкг/см3: в мерную колбу 
вместимостью 10 см3 помещают 2,0 см3 раствора №  1 и доводят объем 
до метки подвижной фазой.

7 3 3 3 . Раствор Ns 3 с концентрацией 0,1 мкг/см3: в мерную колбу 
вместимостью 10 см3 помещают 1,0 см3 раствора №  1 и доводят объем 
до метки подвижной фазой.

733.4. Раствор Ns 3 с концентрацией 0,05 мкг/см3: в мерную кол­
бу вместимостью 10 см3 помещают 0,5 см3 раствора №  1 и доводят объ­
ем до метки подвижной фазой.

73.2.5. Раствор Ns 4 с концентрацией 0,02 мкг/см3: в мерную кол­
бу вместимостью 10 см3 помещают 1,0 см3 раствора №  2 и доводят объ­
ем до подвижной фазой.

733.6. Раствор Ns 5 с концентрацией 0,01 мкг/см3: в мерную кол­
бу вместимостью 10 см3 помещают 1,0 см3 раствора №  3 и доводят объ­
ем до метки подвижной фазой.

Основной раствор клотианидина можно хранить в холодильнике 
при температуре 0— 4 °С в течение 6 месяцев, градуировочные раство­
ры -  в течение недели.

При изучении полноты определения клотианидина используют аце­
тонитрильные растворы веществ, приготовленные из основного раство­
ра методом последовательного разбавления по объему ацетонитрилом.

7.4. Построение градуировочного графика
Для установления градуировочной характеристики (площадь пика 

-  концентрация клотианидина в растворе) в хроматограф вводят по 
20 мм3 градуировочных растворов (не менее 3 параллельных измерений 
для каждой концентрации, не менее 4 точек по диапазону измеряемых 
концентраций). Затем измеряют площади пиков и строят график зави­
симости среднего значения площади пика от концентрации клотиани­
дина в градуировочном растворе.

Методом наименьших квадратов рассчитывают градуировочный 
коэффициент (К) в уравнении линейной регрессии:

С = KS, где
S -  площадь пика градуировочного раствора.

9
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Градуировку признают удовлетворительной, если значение коэф­
фициента линейной корреляции оказывается не ниже 0,99.

Градуировочную характеристику необходимо проверять при заме­
не реактивов, хроматографической колонки или элементов хроматогра­
фической системы, а также при отрицательном результате контроля 
градуировочного коэффициента.

Градуировочную зависимость признают стабильной при выполне­
нии следующего условия:

—~^-*100<Л  гдеq  — контр. ? * M V

С -  аттестованное значение массовой концентрации клотианидина 
в градуировочном растворе;

Ск -  результат контрольного измерения массовой концентрации 
клотианидина в градуировочном растворе;

Лконтр. -  норматив контроля градуировочного коэффициента, %, 
(.Контр. = 10 % при Р = 0,95).

8. Отбор проб и хранение
Отбор проб производится в соответствии с «Унифицированными 

правилами отбора проб сельскохозяйственной продукции, пищевых 
продуктов и объектов окружающей среды для определения микроколи­
честв пестицидов» (№2051-79 от 21.08.79). Отбор проб зерна гороха 
проводят в соответствии с ГОСТ 6201—68 «Горох шлифованный. Тех­
нические условия». Пробы гороха хранят в бумажной или тканевой упа­
ковке при комнатной температуре. Пробы капусты отбирают в соответ­
ствии с ГОСТ 1724— 85 «Капуста белокочанная свежая, заготовляемая 
и поставляемая. Технические условия (с Изменениями № 1— 4)»; тома­
тов -  в соответствии с ГОСТ 1725— 85 «Томаты свежие. Технические 
условия». Отбор проб вишни производят в соответствии с ГОСТ 
21921— 76 «Вишня свежая, Технические условия» и ГОСТ Р 56672— 15 
«Вишня свежая для промышленной переработки. Технические усло­
вия»; смородины -  в соответствии с ГОСТ 6829— 15 «Смородина чер­
ная свежая. Технические условия». Пробы капусты, томатов и томатно­
го сока, вишни и вишневого сока, смородины и смородинового сока 
хранят до анализа в герметичной таре в морозильной камере при темпе­
ратуре не выше -18 °С, в холодильнике сок хранят при температуре 0—  
4 °С в стеклянной таре с притертой пробкой в течение недели.

10
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9. Проведение определения
9./. Определение шютианидина в зерне гороха, в капусте, томатах 

и томатном соке, плодах и соке плодовых косточковых (вишня), 
ягодах и соке черной смородины

Навеску измельченной матрицы 10 г помещают в полипропиленов 
вую центрифужную пробирку вместимостью 50 см3, последовательно 
добавляют 10 см3 ацетонитрила, 4 г безводного сульфата магния, 1 г 
хлористого натрия, 1 г цитрата натрия двуводного и 0,5 г динатрия цит­
рата сесквигидрата. Пробирку плотно закрывают и помещают в пере­
мешивающее устройство на 10 мин, затем центрифугируют в течение 
10 мин при скорости 4 000 об./мин. От верхнего ацетонитрильного слоя 
отбирают 5 см , переносят в центрифужную пробирку вместимостью 
15 см3, содержащую 150 мг смеси первичных и вторичных аминов и 
900 мг безводного сульфата магния. Пробирку плотно закрывают и по­
мещают в перемешивающее устройство на 10 мин, затем центрифуги­
руют в течение 10 мин при скорости 4 000 об./мин. От верхнего ацето­
нитрильного слоя отбирают 1 см3 и упаривают растворитель в токе воз­
духа. Сухой остаток растворяют в 1 см3 подвижной фазы и анализиру­
ют ВЭЖХ по п. 9.2.

9.2. Условия хроматографирования
Высокоэффективный жидкостной хроматограф с УФ-детектором, 

снабженный дегазатором, автоматическим пробоотборником и термо­
статом колонки. Аналитическая колонка, заполненная сорбентом с при­
витыми бифункциональными полярными группами С18, (250 ? 4,6) мм, 
5 мкм. Температура колонки (30 ± 1) °С. Подвижная фаза: ацетонитрил 
-  0,005М Н3РО4 в соотношении 30 : 70 (для проб плодов и сока вишни, 
ягод и сока смородины); в соотношении 25 : 75 (для проб гороха, капус­
ты, плодов и сока томатов). Скорость потока элюента 1 см3/мин. Длина 
волны 270 нм. Объем вводимой пробы 20 мм3.

10. Обработка результатов анализа
Количественное определение проводят методом абсолютной ка­

либровки. Содержание клотианидина в пробе (X, мг/кг) вычисляют по 
формуле:

S - K - V  
......>где

Sx -  площадь пика клотианидина на хроматограмме испытуемого 
образца, (AU);

И
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К  -  градуировочный коэффициент, найденный на стадии построе­
ния соответствующей градуировочной зависимости;

V -  объём пробы, подготовленной для хроматографического ана­
лиза, см3;

Р -  навеска анализируемого образца, г.
Содержание остаточных количеств клотианидина в образце вы­

числяют как среднее из двух параллельных определений.
Образцы, дающие пики большие, чем стандартный раствор кло­

тианидина с концентрацией 0,2 мкг/см3, разбавляют подвижной фазой.

11* Проверка приемлемости результатов 
параллельных определений

За результат анализа принимают среднее арифметическое резуль­
татов двух параллельных определений, расхождение между которыми 
не превышает предела повторяемости:

2*|^-Х2|*100
(Х>+Х2)

< Г , где

Хи Х2 -  результаты параллельных определений, мг/кг; 
г -  значение предела повторяемости (г = 2,8о>).
При невыполнении условия выясняют причины превышения пре­

дела повторяемости, устраняют их и вновь выполняют анализ.

12, Оформление результатов
Результат анализа представляют в виде:

( Х ±  А), мг/кг при вероятности Р = 0,95, где

X  -  среднее арифметическое результатов определений, признан­
ных приемлемыми, мг/кг;

А -  граница абсолютной погрешности, мг/кг:

л s 'xА = ------ , где
100

д -  граница относительной погрешности методики (показатель 
точности в соответствии с диапазоном концентраций), %.

В случае если содержание компонента меньше нижней границы 
диапазона определяемых концентраций, результат анализа представля­
ют в виде:

12
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«содержание вещества в пробе «менее нижней границы определе­
ния» (например: менее 0,02 мг/кг*, где * 0,02 мг/кг -  предел обнаруже­
ния клотианидина в капусте).

13. Контроль качества результатов измерений
Оперативный контроль погрешности и воспроизводимости изме­

рений осуществляется в соответствии с ГОСТ Р ИСО 5725-1-6—02 
«Точность (правильность и прецизионность) методов и результатов из­
мерений».

13. 1. Стабильность результатов измерений контролируют перед про­
ведением измерений, анализируя один из градуировочных растворов.

13.2. Плановый внутрилабораторный оперативный контроль проце­
дуры выполнения анализа проводится с применением метода «добавок».

Величина добавки Q> должна удовлетворять условию:

^=Дл,л-+Д..лг'»где

=ь А Д х (± Д л х, ) -  характеристика погрешности (абсолютная по­
грешность) результатов анализа, соответствующая содержанию компо­
нента в испытуемом образце (расчетному значению содержания компо­
нента в образце с добавкой соответственно), мг/кг; при этом:

Дл = ± 0,84 А, где
А -  граница абсолютной погрешности, мг/кг:

д  = ^  
100

где

д -  граница относительной погрешности методики (показатель 
точности в соответствии с диапазоном концентраций), %.

Результат контроля процедуры Кк рассчитывают по формуле: 
Кк^ Х - Х - С д, где

X ,  X , Сд -  среднее арифметическое результатов параллельных оп­
ределений (признанных приемлемыми по п. 11) содержания компонен­
та в образце с добавкой, испытуемом образце, концентрация добавки, 
соответственно, мг/кг.

Норматив контроля К  рассчитывают по формуле:

К = ^ К х + < х  (!)
Проводят сопоставление результата контроля процедуры (Кк) с 

нормативом контроля (К).

13
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Если результат контроля процедуры удовлетворяет условию
11QZK,  (2)

процедуру анализа признают удовлетворительной.
При невыполнении условия (2) процедуру контроля повторяют. 

При повторном невыполнении условия (2) выясняют причины, приво­
дящие к неудовлетворительным результатам, и принимают меры к их 
устранению.

133 , Проверка приемлемости результатов измерений, полученных 
в условиях воспроизводимости.

Расхождение между результатами измерений, выполненных в двух 
разных лабораториях, не должно превышать предела воспроизводимо­
сти (R):

2 - | Л Г , - Л Г г | - 1 0 0

( Х , + Х 2)
< R , где (3)

Х}, Х2 результаты измерений в двух разных лабораториях, мг/кг;
R -  предел воспроизводимости (в соответствии с диапазоном кон­

центраций), %.
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