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А. КХ Попова
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4Л. МЕТОДЫ КОНТРОЛЯ. ХИМИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ

Определение остаточных количеств метрафенона в бах­
чевых культурах (огурцы, цуккини, дыня, арбуз), плодо­
вых семечковых, плодовых косточковых, томатах, пер­
це, баклажанах, хмеле, клубнике, грибах методом высо­

коэффективной жидкостной хроматографии

Методические указания 
МУК 4.1.3378— 16

Свидетельство об аттестации № РОСС RU.0001.310430/0249.01.03.16.
Настоящие методические указания устанавливают порядок приме­

нения метода высокоэффективной жидкостной хроматографии для оп­
ределения массовой концентрации метрафенона в бахчевых культурах 
(огурцы, цуккини, дыня, арбуз), плодовых семечковых, плодовых кос­
точковых, томатах, перце, баклажанах, клубнике, грибах в диапазоне 
0,01—0,2 мг/кг, хмеле -  в диапазоне 0,02—0,4 мг/кг.

Методические указания носят рекомендательный характер.
Метрафенон
(3-бром-6-метокси-2-метилфенил)(2,3,4-триметокси-6-метилфе- 

нил)метанон (IUPAC).
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Молекулярная масса 409,3.
Кристаллическое вещество белесого цвета с алифатическим запа­

хом. Температура плавления: 99,2— 100,8 °С. Плотность: 1,45 г/см3. Дав­
ление паров: 0,153 МПа (20 °С), 0,256 МПа (40 °С). Растворимость в 
органических растворителях при 20 °С (в г/дм3): ацетон -4 0 3 ; ацетонит­
рил -  165; дихлорметан -  1 950; н-гексан -  4,8; метанол -  26,1; толуол -  
363; этилацетат -  261. Растворимость в воде при 20 °С (в мг/дм3): 0,474 
(дистиллированная вода); 0,552 (pH 5); 0,492 (pH 7); 0,457 (pH 9). Коэф­
фициент распределения н-октанол/вода Kow logP = 4,3 (25 °С, pH 4). 
Стабилен в водной среде (50 °С) при pH 4 ,7 , 9 в течение 5 дней.

Краткая токсикологическая характеристика. Острая пероральная 
токсичность (LD50) для крыс > 5 000 мг/кг; острая дермальная токсич­
ность (LD50) для крыс > 5 000 мг/кг; острая ингаляционная токсичность 
(ЬС50) для  крыс > 5 000 мг/дм3 (4 ч).

Область применения. Метрафенон -  фунгицид класса бензофено- 
нов, рекомендуемый для обработки вегетирующих культур, заблаговре­
менно, до появления первых признаков болезней.

1, Метрологические характеристики
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
Метрологические параметры

Анализи­
руемый
объект

Диапазон
опреде­
ляемых
концен­
траций,

мг/кг

Показа­
тель 

точнос­
ти (гра­

ницы 
относи­
тельной 
погреш­
ности, 

/> = 0,95), 
±<5,%

Показа­
тель пов­
торяемо­

сти
(средне­
квадра­
тичное 

отклоне­
ние по­
вторяе­
мости), 
<?п %

Показа­
тель вос­
произво­
димости 
(средне­
квадра­
тичное 

отклоне­
ние вос­
произво­
димости),

CR,%

Предел по­
вторяемос­
ти (значе­
ние допус­

тимого рас­
хождения 

между дву­
мя резуль­
татами па­

раллельных 
определе­
ний), г, %

Предел вос­
производимо­
сти (значение 
допустимого 
расхождения 
между двумя 
результатами 
измерений, 

полученных в 
разных лабо­
раториях), Я, 
%(/> = 0,95)

1 2 3 4 5 6 7
Бахчевые
культуры 0,01—0,2 50 6,9 9,6 19 27

Плодовые
семечковые 0,01—0,2 50 10,3 14,5 29 41
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Продолжение табл. 1
1 2 3 4 5 6 7

Плодовые
косточковые 0,01—0,2 50 6,6 9,3 19 26

Томаты 0,01—0,2 50 5,3 7,4 15 21
Перец 0,01—0,2 50 в,9 12,5 25 35
Баклажаны 0,01—0,2 50 6,6 9,4 19 26
Клубника 0,01—0,2 50 9,1 12,7 25 36
Грибы 0,01—0,2 50 6,0 8,5 17 24
Хмель 0,02—0,4 50 7,7 10,8 22 30

Полнота извлечения вещества, стандартное отклонение, довери­
тельный интервал среднего результата для всего диапазона измерений 
(п  -  20) приведены в табл. 2.

Таблица 2
Полнота извлечения вещества, стандартное отклонение, 

доверительный интервал среднего результата

Анализируе­
мый объект

Метрологические параметры, Р = 0,95; п = 20
предел
обнару­
жения,
мг/кг

диапазон оп­
ределяемых 
концентра­
ций, мг/кг

средняя
полнота

извлечения,
%

стандарт­
ное откло­
нение, %

доверитель­
ный интервал 
среднего ре­
зультата, %

Бахчевые
культуры 0,01 0,01—0,2 89,8 7,6 ±3,9

Плодовые
семечковые 0,01 0,01—0,2 92,8 9,3 ±4,8

Плодовые
косточковые 0,01 0,01—0,2 92,9 8,5 ±4,4

Томаты 0,01 0,01—0,2 89,9 6,0 ±3,1
Перец 0,01 0,01—0,2 88,5 8,4 + 4,4
Баклажаны 0,01 0,01—0,2 88,8 6,1 ±3,2
Клубника 0,01 0,01—0,2 91,6 7,7 ±4,0
Грибы 0,01 0,01—0,2 93,6 6,4 ±3,3
Хмель 0,02 0,02—0,4 90,2 11,2 ±5,8

2. Метод измерений
Методика основана на определении метрафенона с использованием 

обращено-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) с ультрафиолетовым и тройным квадрупольным детектором 
после извлечения вещества из анализируемых образцов смесью ацето-
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нитрила с водой (80:20, по объему), последовательной очистки экс­
трактов с применением концентрирующих патронов на основе октаде- 
цилсилана (С 18), затем силикагеля.

Количественное определение проводится методом абсолютной ка­
либровки.

3. Средства измерений, вспомогательные устройства, 
реактивы и материалы

Жидкостный хроматограф с быстроскани- 
рующим ультрафиолетовым детектором, 
снабженный дегазатором, автоматическим 
пробоотборником и термостатом колонки 
Жидкостный хроматограф с тандемным масс- 
спектрометрическим детектором: тройной 
квадруполь, снабженный автоматическим про­
боотборником и термостатом колонки 
Весы лабораторные аналитические, наиболь­
ший предел взвешивания 110 г, предел допус­
тимой погрешности ± 0,2 мг ГОСТ Р 53228—08
Весы лабораторные общего назначения с наи­
большим пределом взвешивания до 500 г и 
пределом допустимой погрешности ± 0,038 г, 
класс точности высокий (II) ГОСТ Р 53228—08
Колбы мерные вместимостью 2-10-2, 2-50-2,

Пипетки градуированные 2-го класса точности 
вместимостью 1,0; 2,0; 5,0; 10 см3 ГОСТ 29227—91
Пробирки градуированные с пришлифованной 
пробкой вместимостью 10 см3 ГОСТ 1770—74
Цилиндры мерные 2-го класса точности вме­
стимостью 25, 50, 100,250, 500 и 1 000 см3 ГОСТ 1770—74

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

3.1. Средства измерений

2-100-2, 2-250-2,2-500-2,2-1000-2 
Меры массы

ГОСТ 1770—74 
ГОСТ 7328—01

3.2. Реактивы
Метрафенон, аналитический стандарт с 
содержанием основного компонента 99,7 % 
Ацетон, осч ГОСТ 2603—79
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Ацетонитрил для хроматографии, хч 
Вода для лабораторного анализа (деионизо­
ванная, бидистилированная) 
н-Гексан (гексан), для хроматографии 
Калий марганцовокислый (перманганат 
калия), хч
Калий углекислый (карбонат калия, поташ),
хч, прокаленный
Кислота ортофосфорная, хч, 85 %
Кислота серная концентрированная, хч 
Кислота муравьиная, 99,7 %, чда 
Фосфор (V) оксид (фосфорный ангидрид, 
пентоксид фосфора), хч

ТУ 6-09-4326—76

ГОСТ Р 52501—05 
ТУ 6-09-06-657—84

ГОСТ 20490—75

ГОСТ 4221—76 
ГОСТ 6552—80 
ГОСТ 4204—77 
ГОСТ 5848—73

ТУ 6-09-4173—85
Примечание. Допускается использование реактивов с более высокой ква­

лификацией, не требующих дополнительной очистки растворителей.

3J. Вспомогательные средства измерений, устройства и материалы
Аппарат для встряхивания, орбита до 10 мм 
Баня ультразвуковая с рабочей частотой 35 кГц 
Барометр-анероид с диапазоном измерения 
атмосферного давления 5—790 мм рт. ст. 
Воронка Бюхнера
Воронки стеклянные конусные диаметром 
36—40 и 56—60 мм
Гигрометр с диапазоном измерений относи­
тельной влажности от 30 до 90 % 
Гомогенизатор бытовой 
Груша резиновая 
Колба Бунзена
Колбы конические (плоскодонные) с пришли­
фованной пробкой вместимостью 250—300 см3 
Колбы круглодонные на шлифе (для упарива­
ния) вместимостью 50, 150 и 250 см3 
Мембраны микропористые капроновые, раз­
мер пор 0,45 мкм
Набор для фильтрации растворителей через 
мембрану
Насос водоструйный вакуумный 
Патроны д ля твердофазной экстракции, запол­
ненные обращенно-фазным сорбентом с при­
витыми монофункциональными полярными 
группами С18, масса сорбента 300 мг

ТУ 64-1-2851—78

ТУ 2504-1799—75 
ГОСТ 9147—80

ГОСТ 25336—82

ТУ 25-11-1645—84

ТУ 9398-05-0576-9082—03 
ГОСТ 25336—82

ГОСТ 23932—90

ГОСТ 9737—93

ТУ 9471-002-10471723—03

ГОСТ 25336—82
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Патроны для твердофазной экстракции, запол­
ненные сорбентом на основе силикагеля, масса 
сорбента 300 мг
Ректификационная колонна с числом теорети­
ческих тарелок не менее 30 
Ротационный вакуумный испаритель с мем­
бранным насосом, обеспечивающим вакуум 
до 10 мбар
Стаканы химические вместимостью 100 и
400 см3 ГОСТ 25336—82
Стеклянные палочки
Термометр с диапазоном измерений от 0 до
55 °С и ценой деления 0,1 °С ГОСТ 28498—90
Установка для перегонки растворителей
Фильтры бумажные средней плотности ТУ 2642-001-05015242—07
Фильтры мембранные для фильтрации проб с 
помощью шприца, размер пор 0,22 мкм 
Холодильник водяной обратный ГОСТ 9737—93
Хроматографическая колонка стальная длиной 
150 мм, внутренним диаметром 4,6 мм, запол­
ненная обращено-фазовым сорбентом с приви­
тыми монофункциональными полярными 
группами С18, зернением 5 мкм; предколонка 
стальная длиной 12,5 мм, внутренним диамет­
ром 4,6 мм, заполненная обращено-фазовым 
сорбентом с привитыми монофункциональны­
ми полярными группами С18, 
зернением 5 мкм
Хроматографическая колонка стальная длиной 
50 мм, внутренним диаметром 2,1 мм, запол­
ненная обращено-фазовым сорбентом с приви­
тыми монофункциональными полярными 
группами С18, зернением 1,8 мкм 
Шприцы медицинские одноразовые 
вместимостью 2 см3
Шприц для ввода образцов для жидкостного 
хроматографа вместимостью 50— 100 мм3

Примечание. Допускается использование вспомогательных средств изме­
рений, устройств и материалов с аналогичными или лучшими техническими 
характеристикам и.
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4. Требования безопасности
4.1. При выполнении измерений необходимо соблюдать требования 

техники безопасности при работе с химическими реактивами по ГОСТ 
12.1.007—76, требования по электробезопасности при работе с электро­
установками по ГОСТ Р 12.1.019—09, а также требования, изложенные 
в технической документации на жидкостный хроматограф.

4.2. Помещение должно соответствовать требованиям пожаробезо­
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 
2.2.52308—07. Организация обучения работников безопасности труда -  
поГОСТ 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 
правила в области промышленной безопасности «Правила промышлен­
ной безопасности опасных производственных объектов, на которых ис­
пользуется оборудование, работающее под избыточным давлением» 
(утв. приказом Ростехнадзора от 25.03.2014 № 116). Запрещается откры­
вать вентиль баллона, не установив на нем понижающий редуктор.

5. Требования к квалификации оператора
К выполнению измерений допускают специалистов, имеющих ква­

лификацию не ниже лаборанта-исследователя, с опытом работы на жид­
костном хроматографе, освоивших данную методику и подтвердивших 
экспериментально соответствие получаемых результатов нормативам 
контроля погрешности измерений по п. 13.

К проведению пробоподготовки допускают оператора с квалифи­
кацией «лаборант», имеющего опыт работы в химической лабораторий.

6. Условия измерений
При выполнении измерений соблюдают 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 выполнению измерений
Измерениям предшествуют следующие операции: очистка органи­

ческих растворителей (при необходимости), приготовление растворов,
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градуировочных растворов, растворов внесения, смеси для экстракции, 
подвижной фаз для ВЭЖХ, кондиционирование хроматографической 
колонки, установление градуировочной характеристики, подготовка 
концентрирующих патронов для очистки экстрактов.

7.1. Очистка органических растворителей
7.1. L Очистка ацетона. Ацетон перегоняют над небольшим коли­

чеством перманганата калия и прокаленным карбонатом калия или под­
вергают ректификационной перегонке на колонне с числом теоретиче­
ских тарелок не менее 30.

7.1.2. Ацетонитрил, Ацетонитрил кипятят с обратным холодильни­
ком над пентоксидом фосфора (на 1 дм3 ацетонитрила 20 г пентоксида 
фосфора) не менее 1 ч, после чего перегоняют, непосредственно перед 
употреблением ацетонитрил повторно перегоняют над прокаленным 
карбонатом калия (на 1 дм3 ацетонитрила 10 г карбоната калия).

7.1.3. н-Гексан. Растворитель последовательно промывают порция­
ми концентрированной серной кислоты до тех пор, пока она не переста­
нет окрашиваться в желтый цвет, затем водой до нейтральной реакции 
промывных вод, перегоняют над прокаленным карбонатом калия.

7,2. Подготовка подвижной фазы для ВЭЖХ 
(измерение по п. 9.4.1)

7.2.1. Приготовление 0,2%-го раствора ортофосфорной кислоты, 
В мерную колбу вместимостью 500 см3 помещают 250—300 м3 деиони­
зованной воды, вносят 1,0 см3 ортофосфорной кислоты, доводят водой 
до метки, перемешивают.

7.2.2. Приготовление подвижной фазы. В мерную колбу вместимо­
стью 1 000 см3 помещают 650 см3 ацетонитрила и 350 см3 0,2%-го рас­
твора ортофосфорной кислоты, перемешивают, фильтруют и дегазируют.

Подвижную фазу хранят в темном месте (в емкости из темного 
стекла) не более 14 дней.

7.3. Приготовление компонентов подвижной фазы для ВЭЖХ 
(измерение по п. 9.4.2)

7.3.1. Компонент А: 0,1%-я муравьиная кислота (по объему) в воде. 
В мерную колбу вместимостью 1 000 см3 помещают 300—400 см3 биди- 
стиллированной воды, вносят 1 см3 муравьиной кислоты, доводят водой 
до метки, перемешивают.

7.3.2. Компонент В: раствор 0,1%-й (по объему) муравьиной ки­
слоты в ацетонитриле. В мерную колбу вместимостью 1 000 см3 поме-
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щают 300—400 см3 ацетонитрила, вносят 1 см3 муравьиной кислоты, 
доводят ацетонитрилом до метки, перемешивают.

Растворы хранят в темном месте (в емкости из темного стекла) не 
более 14 дней.

7.4. Кондиционирование хроматографической колонки для ВЭЖХ
Промывают колонку подвижной фазой (приготовленной по п, 7.2) 

при скорости подачи растворителя 0,8см3/мин (измерение по п. 9.4.1) 
или подвижной фазой, состоящей из 30 % 0,1 %-й муравьиной кислоты в 
ацетонитриле и 70 % 0,1%-й муравьиной кислоты в воде, при скорости 
подачи растворителя 0,4 см3 в минуту (измерение по п. 9.4.2) до уста­
новления стабильной базовой линии.

7.5. Приготовление смеси растворителей для разбавления 
градуировочных растворов и растворения образцов 
(ацетонитрил-вода в объемном соотношении 1:1)

В мерную колбу вместимостью 1 000 см3 помещают 500 см3 ацето- 
нирила, доводят водой до метки, перемешивают.

Раствор хранят в темном месте (в емкости из темного стекла) не 
более 14 дней.

7.6. Приготовление градуировочных растворов и раствора внесения
7.6.1. Исходный раствор метрафенона для градуировки (концен­

трация 100 мкг/см3). В мерную колбу вместимостью 100 см3 помещают 
(0,0100 ±0,0002) г метрафенона, добавляют 50—70 см3 ацетонитрила, 
перемешивают, доводят ацетонитрилом до метки, вновь перемешивают. 
Раствор хранят в холодильнике (4—6 °С) в течение 3 месяцев.

Растворы № 1—6 готовят объемным методом путем последова­
тельного разбавления исходного раствора для градуировки.

7.6.2. Раствор М  1 для градуировки и внесения (концентрация 
10 мкг/см3). В мерную колбу вместимостью 100 см3 помещают 10 см3 
исходного раствора метрафенона с концентрацией 100 мкг/см3 (п. 7.6.1), 
разбавляют ацетонитрилом до метки, перемешивают. Раствор хранят в 
холодильнике в течение 3 месяцев.

7.6.3. Раствор М 2  для градуировки и внесения (концентрация 
1 мкг/см3). В мерную колбу вместимостью 100 см3 помещают 1 см3 ис­
ходного раствора метрафенона с концентрацией 100 мкг/см3 (п. 7.6.1), 
разбавляют ацетонитрилом до метки, перемешивают. Раствор хранят в 
холодильнике в течение 3 месяцев.

Растворы с концентрацией 1 и 10 мкг/см3 используют для приго­
товления проб с внесением при оценке полноты извлечения веществ
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методом «внесено-найдено», а также при контроле качества результатов 
измерений методом «добавок».

7.6.4. Рабочие растворы NЬЗ—7 для градуировки (концентрация 
0,05—1,0мкг/см3)  -  измерение по п. 9.4.1. В 5 мерных колб вместимо­
стью 100 см3 помещают по 0,5, 1,0; 2,0; 5,0 и 10,0 см3 раствора № 1 с 
концентрацией 10 мкг/см3 (п. 7.6.2), доводят до метки смесью раствори­
телей, приготовленной по п. 7.5, тщательно перемешивают, получают 
рабочие растворы № 3—7 с концентрацией метрафенона 0,05, 0,1; 0,2; 
0,5 и 1,0 мкг/см3 соответственно.

Растворы хранят в холодильнике (4—6 °С) в течение 6 недель.
7.6.5. Рабочие растворы № 8—12 для градуировки (концентрация 

0,005—0,1 мкг/см3) -  измерение по п. 9.4.2. В 5 мерных колб вместимо­
стью 100см3 помещают по 0,5, 1,0; 2,0; 5,0 и 10,0см3 раствора № 2 с 
концентрацией 1 мкг/см3 (п. 7.6.3), доводят до метки ацетонитрилом, 
тщательно перемешивают, получают рабочие растворы № 8— 12 с кон­
центрацией метрафенона 0,005, 0,01; 0,02; 0,05 и 0,1 мкг/см3 соответст­
венно.

Растворы хранят в холодильнике (4—6 °С) в течение 4 недель.

7.7. Установление градуировочной характеристики
Градуировочную характеристику, выражающую зависимость пло­

щади пика от концентрации метрафенона в растворе, устанавливают 
методом абсолютной калибровки по 5 растворам для градуировки.

В инжектор хроматографа вводят по 20 или 2 мм3 каждого градуи­
ровочного раствора и анализируют в условиях хроматографирования по 
п, 9.4.1 или 9.4.2 соответственно. Осуществляют не менее 3 параллель­
ных измерений.

7.8. Приготовление смеси растворителей для экстракции 
(смесь ацетонитрил-вода в объемном соотношении 8:2 )

В мерную колбу вместимостью 1 000 см3 помещают 800 см3 ацето­
нитрила, 200 см3 деионизованной воды, перемешивают.

Раствор хранят в темном месте (в емкости из темного стекла) не 
более 14 дней.

7.9. Подготовка концентрирующих патронов
Патрон устанавливают на аллонж с прямым отводом для вакуума.
Концентрирующие патроны на основе октадецилсилана (С 18) про­

мывают с помощью разряжения, создаваемого водоструйным насосом, 
со скоростью прохождения растворителя через патрон 2—3 капли в се-
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кунду последовательно ацетонитрилом порцией 2 см3, затем водой пор­
цией 5 см3.

Концентрирующие патроны на основе силикагеля промывают с 
помощью разряжения, создаваемого водоструйным насосом, со скоро­
стью прохождения растворителя через патрон 2—3 капли в секунду гек­
саном порцией 5 см .

Патроны готовят непосредственно перед использованием.

8. Отбор и хранение проб
Отбор проб производится в соответствии с правилами, определен­

ными: бахчевые культуры -  ГОСТ 7177—80 «Арбузы продовольствен­
ные свежие. Технические условия», ГОСТ Р 54752— 11 «Огурцы свежие, 
реализуемые в розничной торговле. Технические условия», ГОСТ 
7178—85 «Дыни свежие. Технические условия»; плодовые семечковые -  
ГОСТ 16270—70 «Яблоки свежие ранних сортов созревания. Техниче­
ские условия», ГОСТ 27572—87 «Яблоки свежие для промышленной 
переработки», ГОСТ 21713—76 «Груши свежие ранних сортов созрева­
ния. Технические условия», ГОСТ 21714—76 «Груши свежие поздних 
сортов созревания. Технические условия»; плодовые косточковые -  
ГОСТ 32787— 14 «Абрикосы свежие. Технические условия», ГОСТ Р 
54702— 11 «Персики и нектарины свежие. Технические условия», ГОСТ 
21920—76 «Слива и алыча крупноплодная свежие. Технические усло­
вия», ГОСТ 32286— 13 «Сливы, реализуемые в розничной торговле. 
Технические условия», ГОСТ Р 55643— 13 «Вишня и черешня свежие. 
Технические условия»; ГОСТ 1725—85 «Томаты свежие. Технические 
условия»; ГОСТ 13908—68 «Перец сладкий свежий. Технические усло­
вия»; ГОСТ 31821— 12 «Баклажаны свежие, реализуемые в розничной 
торговле.-Технические условия», ГОСТ 13907—86 «Баклажаны свежие. 
Технические условия»; клубника -  ГОСТ 6828—89 «Земляника свежая. 
Требования при заготовках, поставках и реализации»; ГОСТ Р 54643— 
11 «Грибы белые свежие. Общие технические условия», ГОСТ Р 
55465— 13 «Грибы быстрозамороженные. Технические условия»; ГОСТ 
21946—76 «Хмель-сырец. Технические условия», а также в соответст­
вии с «Унифицированными правилами отбора проб сельскохозяйствен­
ной продукции, продуктов питания и объектов окружающей среды для 
определения микроколичеств пестицидов» (№ 2051—79 от 21.08.79).

Отобранные пробы хранят в стеклянной или полиэтиленовой таре в 
холодильнике в темноте не более 5 дней. Для длительного хранения об­
разцы замораживают и хранят при температуре -18 °С.

Перед анализом образцы измельчают.

13



МУК 4Л .3378— 16

9. Выполнение определения
9.1. Экстракция

Образец, измельченных плодов бахчевых культур, плодов семечко­
вых, косточковых культур, томатов, перца, баклажан, клубники, грибов 
массой 20 г помещают в плоскодонную колбу вместимостью 250— 
300 см3, добавляют 75 см3 смеси ацетонитрил-вода (80 : 20, по объему), 
интенсивно встряхивают (вручную) в течение 1 мин, затем помещают на 
аппарат для встряхивания на 30 мин.

Образец хмеля массой 4 г помещают в плоскодонную колбу вме­
стимостью 250—300 см3, вносят 16 см3 бидистиллированногй воды, ос­
тавляют на 10— 15 мин, затем добавляют 100 см3 смеси ацетонитрил- 
вода (80 : 20, по объему), интенсивно встряхивают (вручную) в течение 
1 мин, затем помещают на аппарат для встряхивания на 30 мин.

Пробам дают отстояться, затем надосадочную жидкость фильтруют 
на воронке Бюхнера с помощью разряжения, создаваемого водоструй­
ным насосом, через двойной бумажный фильтр средней плотности. Рас­
тительный остаток дополнительно экстрагируют 75 см3 смеси ацетонит­
рил-вода (8 : 2), интенсивно встряхивают 1 мин (вручную), затем поме­
щают на аппарат для встряхивания на 30 мин.

Раствор фильтруют на воронке Бюхнера. Остаток на фильтре про­
мывают 20 cw  смеси ацетонитрил-вода (8 :2). Объединенный отфильт­
рованный экстракт переносят в мерный цилиндр на 250 см3, доводят 
объем раствора до 200 см3 с помощью бидистиллированной воды, пере­
мешивают, Уг часть экстракта (эквивалентную 10 г пробы плодов и ягод 
или 2 г хмеля) переносят в колбу для упаривания на 250 см3, упаривают 
на ротационном вакуумном испарителе при температуре бани не выше 
35 °С до водного остатка (объем 25—35 см3). Очищают на концентри­
рующих патронах последовательно по п. 9.2 и 9.3.

9.2. Очистка экстракта на концентрирующих патронах С18
Пробу, полученную по п. 9.1. пропускают с помощью разряжения, 

создаваемого водоструйным насосом, через 2 патрона С18, соединенных 
последовательно. Скорость пропускания раствора 1—2 капли в секунду. 
Колбу, в которой находилась проба, обмывают 3 см3 бидистиллирован­
ной воды, раствор также пропускают через патроны. Элюат отбрасыва­
ют. После нанесения пробы вещество элюируют с патронов 5 см3 ацето­
нитрила, пропуская растворитель до нижнего края сорбента, собирая 
элюат в круглодоннную колбу для упаривания вместимостью 25 или 
50 см3. Растворитель упаривают на ротационном вакуумном испарителе 
при температуре не выше 35 °С досуха.
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Остаток в колбе растворяют в 2 см3 гексана (помещая на ультразву­
ковую баню на 20—30 с) и очищают на концентрирующем патроне на 
основе силикагеля по п. 9.3.

9.3. Очистка экстракта на концентрирующих патронах 
на основе силикагеля

Пробу, полученную по п. 9.2, пропускают с помощью разряжения, 
создаваемого водоструйным насосом, через патрон на основе силикагеля 
со скоростью прохождения раствора 1—2 капли в секунду. Колбу, в ко­
торой находилась проба, обмывают 2 см3 гексана, раствор также про­
пускают через патрон. Элюат отбрасывают. Вещество элюируют с па­
трона 3 см3 смеси гексан-ацетон (1 : 1, по объему), пропуская раствори­
тель до нижнего края сорбента, собирая элюат в круглодоннную колбу 
для упаривания вместимостью 25 или 50 см3. Растворитель упаривают 
на ротационном вакуумном испарителе при температуре не выше 35 °С 
досуха.

Остаток растворяют в 2 см3 смеси растворителей, приготовленной 
по п. 7.5, фильтруют через мембранный фильтр, анализируют содержа­
ние метрафенона по п, 9.4.1.

При анализе образцов хмеля, а также при использовании метода 
подтверждения аликвоту полученной пробы объемом 1 см3 переносят в 
мерную колбу на 10 см , доводят объем до метки ацетонитрилом, пере­
мешивают, фильтруют через мембранный фильтр, анализируют содер­
жание метрафенона по п. 9.4.2.

9.4. Условия хроматографирования
Измерения выполняют при следующих режимных параметрах.
9.4.1. Жидкостный хроматограф с быстросканирующим ультрафио­

летовым детектором, снабженный дегазатором, автоматическим пробо­
отборником, термостатом колонки.

Рабочая длина волны: 225 нм.
Хроматографическая колонка стальная длиной 150 мм, внутренним 

диаметром 4,6 мм, заполненная обращено-фазовым сорбентом с привиты­
ми монофункциональными полярными группами С18, зернением 5 мкм.

Температура колонки: 30 °С.
Скорость потока элюента: 0,8 см3/мин.
Объем вводимой пробы: 50 мм3.
Подвижная фаза: ацетонитрил-0,2%-й раствор ортофосфорной ки­

слоты (65 : 35, по объему).
Линейный диапазон детектирования: 1—20 нг.
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Образцы, дающие пики большие, чем градуировочный раствор с 
концентрацией 1,0 мкг/см3, разбавляют смесью растворителей, приго­
товленной по п. 7.5 (не более чем в 50 раз).

9.4.2. Жидкостный хроматограф с тандемным масс-спектрометри- 
ческим детектором: тройной квадруполь с источником ионизации, ос­
нащенным соосной подачей горячего азота для эффективной десольва- 
ции ионов {метод подтверждения),

Источник ионизации: электростатическое распыление.
Режим работы: регистрация дочерних положительных ионов после 

разрушения материнских ионов (регистрация «перехода»).
Материнский ион (масса/заряд): 409,1.
Дочерние ионы (масса/заряд): 209,1 (количественный расчет), 226,9.
Напряжение на фрагментаторе, В: 98.
Энергия разрушения (соударения), В: 21 (409,1->209,1), 17 (409Д-> 

226,9).
Скорость сканирования: 200 мс.
Давление на распылителе: 20 psi.
Скорость осушающего газа 1 (азот): 10 дм3/мин.
Температура газа 1: 325 °С.
Скорость газа 2 (азот): 12 дм3/мин.
Температура газа 2: 400 °С.
Температура квадруполей (1 и 3): 100 °С.
Хроматографическая колонка стальная длиной 50 мм, внутренним 

диаметром 2,1 мм, заполненная обращено-фазовым сорбентом с привиты­
ми монофункциональными полярными группами С18, зернением 1,8 мкм.

Температура колонки: 40 °С.
Скорость потока элюента: 0,4 см3/мин.
Объем вводимой пробы: 2 мм3 с промывкой иглы (3 с, метанол).
Режим элюирования (градиентный), пробег 20 мин (табл. 3), про­

мывка колонки после анализа 5 мин.
Таблица 3

Режим элюирования

Время, мин
Содержание растворителя в подвижной фазе, % (по объему)

Компонент А:
0,1 %-я муравьиная кислота 

(по объему) в воде

Компонент В:
0,1 %-я (по объему) муравьиная 

кислота в ацетонитриле
0 70 30

8,0 10 90
11,0 10 90
ИЛ 70 30
15,0 70 30
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Линейный диапазон детектирования: 10—200 пг.
Образцы, дающие пики большие, чем градуировочный раствор с 

концентрацией 0,100 мкг/см3, разбавляют ацетонитрилом (не более чем 
в 50 раз).

10. Обработка результатов анализа
Содержание метрафенона в пробах (X, мг/кг) рассчитывают по 

формуле:

А-У-С
т

, где

А -  концентрация метрафенона, найденная по градуировочному 
графику в соответствии с величиной площади хроматографического пи­
ка, мкг/см3;

V -  объем экстракта, подготовленного для хроматографирования,
см3;

т -  масса анализируемого образца, г;
С -  коэффициент, учитывающий объем экстракта, взятого для ана­

лиза, С = 2 (бахчевые культуры, плодовые семечковые, плодовые кос­
точковые, томаты, перец, баклажаны, клубника, грибы); С = 20 (хмель).

11. Проверка приемлемости результатов 
параллельных определений

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

2 |Л Г ,-Х ,|-1 0 0 ^  

(Xt + X 2) ~
г,  где (1)

X], Х2 -результаты параллельных определений, мг/кг; 
г -  значение предела повторяемости (табл. 1), при этом г -  2,8аг. 
При невыполнении условия (1) выясняют причины превышения 

предела повторяемости, устраняют их и вновь выполняют анализ.

12. Оформление результатов
Результат анализа представляют в виде: ( X  ± Д), мг/кг при вероят­

ности Р = 0,95, где
X -  среднее арифметическое результатов определений, признан­

ных приемлемыми, мг/кг;
Д -  граница абсолютной погрешности, мг/кг:

17
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А =
S X
100

где

8 -  граница относительной погрешности методики (показатель точ­
ности в соответствии с диапазоном концентраций, табл. 1), %.

Если содержание компонента менее нижней границы диапазона 
определяемых концентраций, результат анализа представляют в виде: 

«содержание метрафенона в пробах бахчевых культур, плодовых 
семечковых, плодовых косточковых,, томатов, перца, баклажан, клуб­
ники, грибов -  менее 0,01 мг/кг, хмеля - менее 0,02 мг/кг».

0,01 мг/кг -  нижний предел количественного определения в бахчевых 
культурах, плодовых семечковых, плодовых косточковых, томатах, перце, бак­
лажанах, клубнике, грибах; 0,02 -  в хмеле.

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

ний осуществляется в соответствии с ГОСТ Р ИСО 5725-1-6—02 «Точ­
ность (правильность и прецизионность) методов и результатов измере­
ний».

13.1. Контроль стабильности градуировочной характеристики.
Контроль стабильности градуировочной характеристики проводят в на­
чале и конце каждой серии анализов.

При контроле стабильности градуировочной характеристики про­
водят измерения не менее двух образцов концентраций для градуировки, 
содержание метрафенона в которых должно охватывать весь диапазон 
концентраций от 0,05 до 1,0 мкг/см3 (при измерении по п. 9.4.1) и от 
0,005 до 0,1 мкг/см3 (при измерении по п. 9.4.2),

Градуировочная характеристика считается стабильной, если для 
каждого градуировочного раствора, используемого для контроля, сохра­
няется соотношение:

А = (Л Г-С )-100
с < в , где (2)

X  -  концентрация метрафенона в пробе при контрольном измере­
нии, мкг/см3;

С -  известная концентрация градуировочного раствора метрафено­
на, взятая для контроля стабильности градуировочной характеристики, 
мкг/см3;

В -  норматив контроля погрешности градуировочной характеристи­
ки, % (равен 10 % при Р = 0,95).
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Если величина расхождения (А) превышает 10%, делают вывод о 
невозможности применения градуировочной характеристики для даль­
нейших измерений. В этом случае выясняют и устраняют причины не­
стабильности градуировочной характеристики и повторяют контроль ее 
стабильности с использованием других градуировочных растворов мет- 
рафенона, предусмотренных МИ. При повторном обнаружении неста­
бильности градуировочной характеристики устанавливают ее заново 
согласно п, 7.7.

Стабильность результатов измерений контролируют перед прове­
дением измерений, анализируя один из градуировочных растворов.

13.2. Плановый внумрилабораторный оперативный контроль 
процедуры выполнения анализа проводится методом «добавок».

Величина добавки Сб должна удовлетворять условию: 
сд > Д , * +  А , , где

± Д т - (± Д ^ ,)  -  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.

Допустимо характеристику погрешности результатов анализа при 
внедрении методики в лаборатории устанавливать на основе выражения 
Ал=±0,84 А с последующим уточнением по мере накопления информа­
ции, где

А -  граница абсолютной погрешности, мг/кг:

А = 8*Х
100

где

8 -  граница относительной погрешности методики (показатель точ­
ности в соответствии с диапазоном концентраций, табл. 1), %.

Контроль проводят путем сравнения результата контрольной про­
цедуры Кк с нормативом контроля К.

Результат контрольной процедуры Кк рассчитывают по формуле: 
Кк= Х *- X - Сд, где

Х \  X  у Сд -  среднее арифметическое результатов параллельных 
определений (признанных приемлемыми по п. 11) содержания компо­
нента в образце с добавкой, испытуемом образце, концентрация добавки 
соответственно, мг/кг.

Норматив контроля К рассчитывают по формуле:
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Проводят сопоставление результата контрольной процедуры (Кк) с 
нормативом контроля (К).

Если результат контрольной процедуры удовлетворяет условию
\Кк\< К  (3)

процедуру анализа признают удовлетворительной.
При невыполнении условия (3) процедуру контроля повторяют. 

При повторном невыполнении условия (3) выясняют причины, приво­
дящие к неудовлетворительным результатам, и принимают меры по их 
устранению.

133. Проверка приемлемости результатов измерений, получен­
ных в условиях воспроизводимости.

Расхождение между результатами измерений, выполненных в усло­
виях воспроизводимости (разное время, разные операторы, разные лабо­
ратории), не должно превышать предела воспроизводимости (R):

2*|^1 -  Х2|-100 

{Хх+ Х г)
< R , где (4)

Xh Х2 -  результаты измерений, выполненных в условиях воспроиз­
водимости (разное время, разные операторы, разные лаборатории), 
мг/кг;

R -  предел воспроизводимости (в соответствии с диапазоном кон­
центраций, табл. 1), %.
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