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4.1. МЕТОДЫ КОНТРОЛЯ. ХИМИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ

Определение остаточных количеств клотианидина 
в воде, почве, зеленой массе, семенах и масле рапса, 

ботве и корнеплодах сахарной свеклы методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии

Методические указания 
МУК 4.1.2668— 10

1. Назначение и область применения
Настоящий документ устанавливает процедуру измерений содер­

жания клотианидина в воде в диапазоне (0,001—0,01) мг/дм3, в почве в 
диапазоне (0,01—0,1) млн”1 (мг/кг), в семенах рапса в диапазоне (0,02— 
0,2) млн-1 (мг/кг), в ботве и корнеплодах сахарной свеклы, зеленой массе 
и масле рапса в диапазоне (0,05—0,5) млн”1 (мг/кг) методом высокоэф­
фективной жидкостной хроматографии.

Название вещества по ИСО: Клотианидин
Название вещества по ИЮПАК: (Е)-1 -(2-хлор-1,3-тиазол-5-

илметил)-3 -метил-2-нитрогуанидин

СНз
NH

т
NH

NO,
/ 2

N Cl

СН

C6H8C1N50 2S 
Мол. масса: 249,7
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МУК 4.1.2668— 10

Бесцветный порошок без запаха. Температура плавления: 176,8 °С. 
Давление паров при 25 °С: 1,3 х 10_7 мПа. Коэффициент распределения в 
системе н-октанол/вода: KOw logP  = 0,7 (при 25 °С). Растворимость 
(г/дм3) при 20 °С: ацетон -  15,2; метанол -  6,26; этилацетат -  2,03; ди- 
хлорметан -  1,32; гептан -  0,001; вода -  0,327.

В почве в аэробных условиях клотианидин разрушается очень мед­
ленно: DT50 = 148— 1 155 дней.

Краткая токсикологическая характеристика
Острая пероральная токсичность (LD50) для крыс -  > 5 000 млн-1 

(мг/кг); острая дермальная токсичность (LD50) для крыс -  > 2 000 млн-1 
(мг/кг); острая ингаляционная токсичность (ЬС50) для крыс -  
> 6  141 мг/м3 воздуха. Клотианидин не оказывает раздражающего дей­
ствия на кожу кролика. ЬС50 для рыб -  >100 мг/дм3 (96 ч).

Инсектицид нетоксичен для птиц, дафний, земляных червей, поч­
венных микроорганизмов и опасен для пчел при прямом контакте.

Гигиенические нормативы для клотианидина в России:
ПДК в воде -  0,5 мг/дм3; ОДК в почве -  0,1 млн-1 (мг/кг); МДУ в 

семенах рапса -  0,04 млн-1 (мг/кг), корнеплодах сахарной свеклы -  
0,5 млн-1 (мг/кг), масле рапса -  0,1 млн-1 (мг/кг).

Область применения
Клотианидин -  инсектицид нервно-паралитического действия, об­

ладает широким спектром активности против сосущих, грызущих и поч­
венных насекомых на овощных культурах, фруктовых и цитрусовых 
деревьях, рисе, кукурузе и рапсе. Вещество обладает системной актив­
ностью и может использоваться как в качестве протравителя, так и для 
обработки почвы и надземных органов растений.

Применяется в России в качестве инсектицида для предпосевного 
протравливания семян сахарной свеклы и рапса при норме расхода 20 и 
10 кг д.в./т семян, соответственно, а также в качестве составного компо­
нента комбинированных протравителей.

2. Метрологические характеристики
При соблюдении всех регламентированных условий и проведении 

анализа в точном соответствии с данной методикой значение погрешно­
сти (и ее составляющих) результатов измерений не превышает значений, 
приведенных в табл. 1.
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Таблица 1

Анализи­
руемый
объект

Диапазон
измерений
содержания
клотиани-

дина
млн'г

Показа­
тель точ­

ности 
(границы 
относи­
тельной 
погреш­
ности), 
±5, % 
при

Р = 0,95

Показатель 
повторяе­
мости (от­
носитель­
ное сред­
неквадра­
тическое 

отклонение 
повторяе­

мости), 
аг, %

Показатель 
воспроиз­
водимости 

(относи­
тельное 

среднеквад­
ратическое 
отклонение 
воспроиз­

водимости), 
or, %

Предел 
повто­

ряемос­
ти, 

г, %,
Р  = 0,95

п = 2

Критиче­
ская раз­
ность для 
результа­
тов анали­
за, полу­
ченных в 

двух лабо­
раториях,
CDo395, %

(п1=п2=1)

Вода

От 0,0010 
до 0,005 вкл. 

(мг/дм3)
60 15 22 42 53

Св. 0,005 до 
0,010 вкл. 
(мг/дм3)

55 12 16 33 38

Почва

От 0,010 до 
0,05 вкл. 60 15 22 42 53

Св. 0,05 до 
0,10 вкл. 56 9 18 25 47

Зеленая
масса
рапса

От 0,05 до 
0,10 вкл. 57 13 20 36 49

Св. 0,10 до 
0,5 вкл. 35 8 12 22 29

Семена
рапса

От 0,020 до 
0,10 вкл. 47 10 15 28 37

Св. 0,10 до 
0,20 вкл. 29 6 11 17 28

Масло
рапса

От 0,05 до 
0,10 вкл. 50 12 21 33 53

Св. 0,10 до 
0,5 вкл. 25 7 11 19 27

Ботва
сахарной
свеклы

От 0,05 до 
0,10 вкл. 48 14 21 39 51

Св. 0,10 до 
0,5 вкл. 30 10 15 28 37

Корне­
плоды
сахарной
свеклы

От 0,05 до 
0,10 вкл. 58 16 24 44 59

Св. 0,10 до 
0,5 вкл. 30 9 14 25 35
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3. Метод измерений
Метод основан на экстракции клотианидина из воды хлористым 

метиленом, из почвы и масла рапса водным раствором метанола, из бот­
вы и корнеплодов сахарной свеклы, зеленой массы и семян рапса вод­
ным ацетоном, очистке экстрактов, содержащих клотианидин, от коэкс- 
трактивных компонентов перераспределением их в системе несмешива- 
ющихся растворителей, а также на колонке с флоризилом, с последую­
щим измерением содержания клотианидина в очищенных экстрактах на 
жидкостном хроматографе с ультрафиолетовым детектированием и об­
работкой хроматограмм методом абсолютной градуировки.

В предлагаемых условиях анализа метод специфичен.

4. Средства измерений, вспомогательные устройства, 
реактивы и материалы

4.1. Средства измерений 
Жидкостный хроматограф с ультрафиолето­
вым детектором с переменной длиной волны 
(фирма «Кпаиег», Германия)
Весы лабораторные общего назначения 
модели ВЛА-200 с наибольшим пределом 
взвешивания 200 г
Весы лабораторные общего назначения 
с наибольшим пределом взвешивания 500 г 
Набор гирь
Колбы мерные 2-100-2, 2-1000-2 
Пипетки градуированные 1-1-2-1; 1-1-2-2;
1-2-2-5; 1-2-2-10
Пробирки градуированные с пришлифованной 
пробкой П-2-5-0,1; П-2-10-0,2 ГОСТ 1770—74
Цилиндры мерные 1-25; 1-50; 1-100; 1-500;
1-1000 ГОСТ 1770—74
Шприц для ввода образцов для жидкостного 
хроматографа, вместимостью 100 мм3, модель 
Microliter# 1710 («Hamilton»,США)
Клотианидин, с содержанием основного 
вещества 99,4 % (Байер, Германия)

4.2. Реактивы
Ацетон, квалификации чда ГОСТ 2603—79
Ацетонитрил для хроматографии,
квалификации хч ТУ 6-09-3534—87

Номер Госреестра 
16848-03

ГОСТ 24104—2001

ГОСТ 24104—2001 
ГОСТ 7328—2001 
ГОСТ 1770—74

ГОСТ 29227—91
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Вода бидистиллированная или деионизованная 
н-Гексан, квалификации хч 
Калий углекислый, квалификации хч 
Метилен хлористый (дихлорметан), 
квалификации хч
Метиловый спирт (метанол), квалификации хч 
Натрий сернокислый, безводный, 
квалификации хч
Этиловый эфир уксусной кислоты, 
квалификации ч

ГОСТ 6709—72 
ТУ 6-09-3375—78 
ГОСТ 4221—76

ГОСТ 12794—80 
ГОСТ 6995—77

ГОСТ 4166—76

ГОСТ 22300—76

4.3. Вспомогательные устройства, материалы
Аппарат для встряхивания типа АВУ-бс 
Ванна ультразвуковая, модель D-50, фирма 
«Branson Instr. Со.» (США)
Вата медицинская 
Воронка Бюхнера

ТУ 64-1-2851—78

ТУ 9393-001-00302238 
ГОСТ 9147—80

ГОСТ 9737—93 
ГОСТ 9737—93

Воронки делительные, вместимостью 100,250 см3 ГОСТ 25336—82 
Воронки конусные диаметром 30—37 мм ГОСТ 25336—82
Г омогенизатор МРТУ 42-1505—65
Колба Бунзена, вместимостью 250 см3 ГОСТ 25336—82
Колбы кругло донные на шлифе, вместимостью 
100 и 250 см3
Колбы плоскодонные, вместимостью 250 см3 
Колонка хроматографическая стеклянная, 
длиной 25 см и внутренним диаметром 8—
10 мм
Колонка хроматографическая, стальная, 
длиной 15 см, внутренним диаметром 4 мм, 
содержащая Диасфер 110-С18 (5 мкм), (ЗАО 
«БиоХимМак СТ», Москва)
Насос водоструйный вакуумный 
Ротационный вакуумный испаритель 
или ротационный вакуумный испаритель 
В-169 фирмы «ВисЫ» (Швейцария)
Флоризил для колоночной хроматографии с 
размером частиц 30—60 меш («Мерк»,
Г ермания)
Стаканы химические, вместимостью 100 и 500 см3 ГОСТ 25336—82 
Стекловата
Установка для перегонки растворителей
с дефлегматором ГОСТ 9737—93 (ИСО 641-75)

ТУ 4215-001-05451931—94 
ГОСТ 10696—75 
ИР-1МТУ 25-11-917—76

8
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Фильтры бумажные «красная лента»,
обеззоленные ТУ 6-09-2678—77
или фильтры из хроматографической бумаги 
Ватман ЗММ

П рим ечание: Допускается применение других средств измерений, вспо­
могательных устройств, реактивов и материалов с техническими и метрологиче­
скими характеристиками не хуже приведенных в разделе 4.

5. Требования безопасности
5.1. При работе с реактивами соблюдают требования безопасности, 

установленные для работы с токсичными, едкими и легковоспламеняю­
щимися веществами по ГОСТ 12.1.007—76, ГОСТ 12.1.005—88.

5.2. При проведении анализов горючих и вредных веществ соблю­
дают требования противопожарной безопасности по ГОСТ 12.1.004—91 и 
должны быть в наличии средства пожаротушения по ГОСТ 12.4.009—90.

5.3. При выполнении измерений с использованием хроматографа 
соблюдают правила электробезопасности в соответствии с ГОСТ 
12.1.019—79 и инструкцией по эксплуатации прибора.

5.4. Помещение лаборатории должно быть оборудовано приточно- 
вытяжной вентиляцией. Содержание вредных веществ в воздухе рабо­
чей зоны не должно превышать ПДК (ОБУВ), установленных ГН 
2.2.51313—03 и ГН 2.2.5.2308—07.

6. Требования к квалификации операторов
К выполнению измерений допускают специалистов, имеющих ква­

лификацию не ниже лаборанта-исследователя с опытом работы на жид­
костном хроматографе.

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

7. Условия измерений
7.1. При выполнении измерений соблюдают следующие условия.
Приготовление растворов и подготовку проб к анализу проводят в

следующих условиях:
-  температура воздуха (20 ± 5) °С,
-  атмосферное давление (84— 106) кПа
-  относительная влажность воздуха не более 80 %.
7.2. Условия хроматографического анализа
Температура колонки: комнатная
Подвижная фаза: ацетонитрил-вода (20 : 80, по объему)
Скорость потока элюента: 0,7 см3/мин
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Время удерживания клотианидина: 9,2 мин 
Рабочая длина волны: 270 нм 
Чувствительность: 0,01 ед. абсорбции на шкалу 
Объем вводимой пробы: 20 мм3 
Линейный диапазон детектирования 1— 10 иг

8. Подготовка к выполнению измерений
Измерениям предшествуют следующие операции: приготовление 

растворов, приготовление подвижной фазы для ВЭЖХ, подготовка ко­
лонки с флоризилом, кондиционирование хроматографической колонки, 
градуировка хроматографа.

8.1. Приготовление раствора углекислого калия 
с молярной концентрацией 0,05 молъ/дм3 

В мерную колбу вместимостью 1 000 см3 помещают 6,9 г К2С 03 
приливают 100 см3 деионизованной воды, перемешивают до растворе­
ния осадка, доводят объем водой до метки, перемешивают.

Срок хранения -  1 неделя.

8.2. Подготовка подвижной фазы для ВЭЖХ 
В мерную колбу вместимостью 1 000 см3 помещают 200 см3 ацето­

нитрила, 800 см3 деионизованной воды, перемешивают, фильтруют че­
рез мембранный фильтр.

Срок хранения -  1 неделя.

8.3. Кондиционирование хроматографической колонки 
Промывают колонку подвижной фазой, приготовленной по 8.2, при 

скорости подачи растворителя 1 см3/мин не менее часа.

8.4. Подготовка колонки с флоризилом для очистки экстракта
В нижнюю часть стеклянной колонки длиной 25 см и внутренним 

диаметром 8— 10 мм помещают тампон из стекловаты и затем в нее вы­
ливают суспензию 10 г флоризила в 10 см3 этилацетата. Дают растворите­
лю стечь до верхнего края сорбента и помещают на него слой безводного 
сульфата натрия высотой 1 см. Колонку промывают 20 см3 этилацетата со 
скоростью 1—2 капли в секунду, после чего она готова к работе.

8.5. Определение объёма элюента, необходимого для полного 
вымывания клотианидина из колонки с флоризилом

При отработке методики или поступлении новой партии флоризила 
проводят определение объёма элюента, необходимого для полного вы­
мывания клотианидина из колонки с флоризилом.
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В круглодонную колбу вместимостью 10 см3 помещают 0,2 см3 
градуировочного раствора № 1 клотианидина с массовой концентрацией 
10 мкг/см3 в ацетонитриле, раствор упаривают досуха, остаток раство­
ряют в 3 см3 этилацетата, помещая в ультразвуковую ванну на 1 мин. 
Раствор наносят на колонку, подготовленную по 8.4. Промывают колон­
ку 40 см3 этилацетата со скоростью 1—2 капли в секунду, элюат отбра­
сывают. Затем через колонку пропускают 40 см3 ацетонитрила, отбирая 
последовательно по 5 см3 элюата. Каждую фракцию упаривают, остатки 
растворяют в 1 см3 ацетонитрила, помещая в ультразвуковую ванну на 
1 мин, вносят 2 см3 подвижной фазы, подготовленной по 8.2, перемеши­
вают, а затем хроматографируют. Условия хромтографирования -  в со­
ответствии с 7.2.

По результатам обнаружения клотианидина в каждой из фракций 
определяют объем ацетонитрила, необходимый для полного вымывания 
клотианидина с колонки.

8.6. Приготовление градуировочных растворов
8.6.1 Приготовление исходного раствора клотианидина 
для градуировки с массовой концентрацией 100 мкг/см3

В мерную колбу вместимостью 100 см3 помещают (0,010 ± 0,0002) г 
клотианидина, растворяют в (40—50) см3 ацетонитрила, доводят ацето­
нитрилом до метки, тщательно перемешивают.

Раствор хранят в морозильной камере при температуре не выше 
(-18) °С. Срок хранения не более 3-х месяцев.

8.6.2. Приготовление раствора клотианидина для градуировки 
с массовой концентрацией 10 мкг/см3 (раствор № 1)

В мерную колбу вместимостью 100 см3 помещают 10 см3 исходного 
раствора клотианидина с массовой концентрацией 100 мкг/см3 (8.6.1), 
разбавляют ацетонитрилом до метки. Этот раствор используют для при­
готовления градуировочных растворов № 2—5.

Для приготовления проб воды, почвы, зеленой массы, семян, бот­
вы, корнеплодов и масла с внесением при оценке полноты извлечения 
клотианидина из исследуемых образцов используют ацетоновые раство­
ры клотианидина с массовой концентрацией 1 и 10 мкг/см3.

Градуировочный раствор № 1 и ацетоновые растворы клотианиди­
на хранят в морозильной камере при температуре не выше (-18) °С. 
Срок хранения не более 1 месяца.
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8.6.3 Приготовление градуировочных растворов клотианидина с массо­
вой концентрацией 0,05—0,5 мкг/см3 (растворы № 2—5)

В 4 мерные колбы вместимостью 100 см3 помещают 0,5, 1,0, 2,5 и 
5,0 см3 градуировочного раствора № 1 клотианидина с массовой концен­
трацией 10 мкг/см3, доводят до метки подвижной фазой, приготовленной 
по 8.2, тщательно перемешивают. Получают растворы с массовой концен­
трацией клотианидина 0,05, 0.10, 0,25 и 0,5 мкг/см3, соответственно.

Растворы готовят непосредственно перед использованием.

8.7. Градуировка хроматографа
Градуировочную характеристику, выражающую зависимость пло­

щади пика (мм2) от массовой концентрации клотианидина в растворе 
(мкг/см3), устанавливают методом абсолютной градуировки по 4-м рас­
творам.

В инжектор хроматографа вводят по 20 мм3 каждого градуировоч­
ного раствора (8.6.3) и анализируют при условиях 7.2. Каждый раствор 
хроматографируют дважды. Расхождение между параллельными опре­
делениями не должно превышать предела повторяемости г.

По полученным данным строят градуировочную характеристику.

8.8. Контроль стабильности градуировочной характеристики
Контроль стабильности градуировки проводят не реже 1 раза в три 

месяца, а также при смене реактивов или изменении условий анализа.
Для контроля стабильности используют вновь приготовленные гра­

дуировочные растворы с массовой концентрацией исследуемого веще­
ства в начале, середине и в конце диапазона измерений, которые анали­
зируют в точном соответствии с методикой.

Градуировочную характеристику считают стабильной, если для 
каждого контрольного образца выполняется условие (1)

К .  - S J
•100 < Ём , где (1)

SU3A1, Szp -  значение площади пика клотианидина в образце для кон­
троля, измеренное и найденное по градуировочной характеристике со­
ответственно, усл.ед.;

Кгр -  норматив контроля, Кгр = 0 ,5-5, где 
± S -  границы относительной погрешности, %, (табл. 1).
Если условие стабильности не выполняется только для одного об­

разца, то повторно анализируют этот образец для исключения результа­
та, содержащего грубую ошибку.
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Если градуировка нестабильна, выясняют причины нестабильности 
и повторяют контроль стабильности с использованием других образцов 
для градуировки, предусмотренных методикой. При повторном обнару­
жении нестабильности градуировки прибор градуируют заново.

9. Отбор, подготовка и хранение проб
Отбор проб производят в соответствии с «Унифицированными пра­

вилами отбора проб сельскохозяйственной продукции, продуктов пита­
ния и объектов окружающей среды для определения микроколичеств 
пестицидов» (№2051-79 от 21.08.79) и правилами, определенными 
ГОСТ Р 51592—2000 «Вода. Общие требования к отбору проб», 
1743.01—83 «Почвы. Общие требования к отбору проб», 26950—89 
«Почвы. Отбор проб», 10852—86 «Семена масличные. Правила приемки 
и методы отбора проб», 8988—77 «Масло рапсовое. ТУ», 17421—82 
«Свекла сахарная для промышленной переработки. Требования при за­
готовках».

Пробы воды анализируют в день отбора или замораживают и хра­
нят в полиэтиленовой таре в морозильной камере при температуре 
(-18) °С не более 2-х недель.

Образцы почвы подсушивают при комнатной температуре в тече­
ние 24 часов на воздухе в темноте, помещают в герметичную полиэти­
леновую тару и хранят в холодильнике при температуре (4—6) °С не 
более 4-х недель. Для длительного хранения образцы почвы заморажи­
вают и хранят при температуре (-18) °С.

Пробы зеленой массы, ботвы и корнеплодов хранят в холодильнике 
при температуре (0—4) °С не более суток; для длительного хранения 
пробы замораживают и хранят в полиэтиленовой таре в морозильной 
камере при температуре (-18) °С.

Пробы семян подсушивают при комнатной температуре до влажно­
сти в соответствии ГОСТ 10852—86 и хранят в бумажных или тканевых 
мешочках в хорошо проветриваемом шкафу.

Масло хранят в плотно закрытой стеклянной или полиэтиленовой 
таре в холодильнике при температуре (0—4) °С. Допускается получение 
масла из семян рапса экстракцией органическими неполярными раство­
рителями.

Перед анализом образцы воды фильтруют через бумажный фильтр, 
образцы почвы просеивают через сито с диаметром отверстий 1 мм, се­
мена размалывают на мельнице, а ботву и корнеплоды измельчают нож­
ницами, ножом или с помощью терки.
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9.1. Экстракция клотианидина
9.1.1. Экстракция клотианидина из образцов воды

100 см3 предварительно отфильтрованной воды помещают в дели­
тельную воронку вместимостью 250 см3, добавляют 30 см3 хлористого 
метилена и интенсивно встряхивают воронку в течение 2-х минут. После 
разделения фаз нижний органический слой отделяют, фильтруют через 
слой безводного сульфата натрия в круглодонную колбу. Водную фазу 
экстрагируют хлористым метиленом еще дважды порциями по 30 см3. 
Объединенную дихлорметановую фракцию упаривают досуха на ротор­
ном вакуумном испарителе при температуре 30 °С. Далее проводят 
очистку экстракта от коэкстрактивных примесей по 9.3.

9.1.2. Экстракция клотианидина из образцов почвы
Образец воздушно-сухой почвы массой 25 г помещают в плоско­

донную колбу вместимостью 250 см3, добавляют 125 см3 смеси мета­
нол-вода (9 : 1, по объему), перемешивают и колбу помещают на встря- 
хиватель на 1 час. Суспензию фильтруют под вакуумом на воронке 
Бюхнера через бумажный фильтр в колбу Бунзена вместимостью 
250 см3. Почву повторно экстрагируют 75 см3 указанной выше смесью в 
течение 30 минут при встряхивании и фильтруют. Осадок на фильтре 
промывают 50 см3 метанола. Экстракты и промывную жидкость объеди­
няют, измеряют объем раствора и 1/5 часть экстракта (эквивалентна 5 г 
образца) переносят в круглодонную колбу. Дальнейшую очистку экс­
тракта от коэкстрактивных примесей проводят по 9.2.

9.1.3. Экстракция клотианидина из образцов зеленой массы, 
ботвы, корнеплодов

Навеску (25 г) измельченного растительного материала помещают 
в стакан гомогенизатора вместимостью 500 см3, приливают 125 см3 сме­
си ацетон-вода (3 :1 , по объему) и гомогенизируют 3 минуты при 
8 000 об./мин. Гомогенат фильтруют под вакуумом на воронке Бюхнера 
через бумажный фильтр в колбу Бунзена вместимостью 250 см3. Осадок 
на фильтре промывают 50 см3 смеси ацетон-вода (3 : 1). Экстракт и 
промывную жидкость переносят в химический стакан, перемешивают, 
измеряют объем раствора и 1/5 его часть (эквивалентна 5 г образца) пе­
реносят в кругло донную колбу вместимостью 100 см3. Дальнейшую 
очистку экстракта от коэкстрактивных примесей проводят по 9.2.

9.1.4. Экстракция клотианидина из образцов семян
Образец размолотых семян массой 10 г помещают в плоскодонную 

колбу вместимостью 250 см3, добавляют 100 см3 смеси ацетон-вода
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(3 :1 , по объему) и колбу помещают на аппарат для встряхивания на 
40 минут. Суспензию фильтруют под вакуумом на воронке Бюхнера 
через бумажный фильтр в колбу Бунзена вместимостью 250 см3. Осадок 
на фильтре промывают 50 см3 приведенной выше смеси. Экстракт и 
промывную жидкость переносят в химический стакан, перемешивают, 
измеряют объем раствора и 1/2 его часть (эквивалентна 5 г образца) пе­
реносят в круглодонную колбу вместимостью 100 см3. Дальнейшую 
очистку экстракта от коэкстрактивных примесей проводят по 9.2.

9.1.5. Экстракция кдотианидина из образцов масла
Образец масла массой 5 г вносят в делительную воронку вместимо­

стью 100 см3, добавляют 15 см3 гексана, перемешивают. К раствору до­
бавляют 50 см3 80 %-го водного метанола и воронку интенсивно встря­
хивают в течение 2-х минут. После разделения фаз декантируют водно- 
метано льный слой в кругло донную колбу через слой ваты, помещенной 
в конусную воронку. Маслянистый остаток повторно обрабатывают 
50 см3 80 %-го водного метанола и водно-метано льные экстракты объ­
единяют. Дальнейшую очистку экстракта от коэкстрактивных примесей 
проводят по 9.2.

Приготовление водного раствора метанола с массовой долей 80 %.
В мерную колбу вместимостью 500 см3 количественно переносят 

400 см3 метанола. Объем раствора в колбе доводят до метки дистилли­
рованной водой.

Срок хранения -  1 неделя.

9.2. Очистка экстракта перераспределением в системе 
несмешивающихся растворителей

Отобранные аликвоты экстрактов почвы и растительного материа­
ла (9.1.2, 9.1.3 и 9.1.4), а также экстракт масла (9.1.5) упаривают на ро­
тационном вакуумном испарителе до водного остатка объемом 3—5 см3 
при температуре 40 °С. К водному остатку приливают 20 см3 деионизо­
ванной воды, перемешивают и переносят в делительную воронку вме­
стимостью 100 см3. В воронку вносят 30 см3 хлористого метилена, ин­
тенсивно встряхивают в течение 2-х минут. После разделения фаз ниж­
ний органический слой собирают в делительную воронку вместимостью 
250 см3, а водную фазу экстрагируют еще дважды, используя по 30 см3 
хлористого метилена. К объединенной дихлорметановой фракции в де­
лительной воронке приливают 25 см3 водного раствора углекислого ка­
лия с молярной концентрацией 0,05 моль/дм3, содержимое интенсивно 
встряхивают в течение 2 минут. После разделения фаз нижний органи­
ческий слой фильтруют через слой безводного сульфата натрия в круг-
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лодонную колбу и затем упаривают досуха на ротационном вакуумном 
испарителе при температуре 30 °С. Дальнейшую очистку экстракта про­
водят по 9.3.

9.3. Очистка экстракта на колонке с флори шлом
Сухие остатки в круглодонной колбе, полученные по 9.1.1 и 9.2, 

растворяют в 3 см3 этилацетата, помещая в ультразвуковую ванну на 
1 минуту. Раствор наносят на колонку, подготовленную по 8.4. Колбу 
обмывают 5 см3 этилацетата, раствор этилацетата также наносят на ко­
лонку. Колонку промывают 35 см3 этилацетата со скоростью 1—2 капли 
в секунду, элюат отбрасывают. Клотианидин элюируют с колонки 25 см3 
ацетонитрила непосредственно в грушевидную колбу. Раствор упарива­
ют досуха на ротационном вакуумном испарителе при температуре 
40 °С. Сухой остаток экстракта почвы растворяют в 1 см3, воды и семян 
рапса в 2 см3, а ботвы и корнеплодов сахарной свеклы, зеленой массы и 
масла рапса в 5 см3 подвижной фазы для ВЭЖХ, раствор помещают в 
ультразвуковую ванну на 1 минуту и анализируют на содержание клоти- 
анидина по 10.

Полнота извлечения клотианидина при проведении всех операций 
подготовки пробы не менее 84 %.

10. Выполнение измерений
10.1. В инжектор хроматографа вводят 20 мм3 очищенного экстрак­

та анализируемой пробы (9.1.1—9.1.5), анализируют при условиях (7.2) 
и регистрируют хроматограмму. Каждый экстракт хроматографируют 
дважды.

10.2. Для каждого образца воды, почвы, зеленой массы рапса, бот­
вы и корнеплодов сахарной свеклы, семян и масла рапса повторяют опе­
рации по 9.1—9.3, 10.1.

11. Обработка результатов измерений
11.1. Для обработки результатов хроматографического анализа ис­

пользуют программу сбора и обработки хроматографической информа­
ции «МультиХром для Windows», версия 1.5х.

Альтернативная обработка результатов.
По градуировочной характеристике находят значение массовой 

концентрации клотианидина в экстрактах, С, мкг/см3.
Массовую концентрацию клотианидина X, мг/дм3, в образцах воды 

рассчитывают по формуле (2)
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Х  = Я -г*»*
0,84 • УёШ

(2)

Массовую долю клотианидина X, м л н 1, в образцах почвы, зеленой 
массы рапса, ботвы, корнеплодов сахарной свеклы, семян рапса, масла 
рапса рассчитывают по формуле (3)

Х  =
N-V*
0,84 • т

где (3)

С -  значение массовой концентрации клотианидина в экстракте, 
мкг/см3;

Уэкстр ~ объем экстракта, подготовленного для хроматографирова­
ния, см3;

Уводы -  объём анализируемой части образца воды, взятой на экс­
тракцию, см3;

т -  масса анализируемой части образца, соответствующая доле 
экстракта, использованной для очистки на колонке с флоризилом и по­
следующего хроматографического определения, г;

0,84 -  коэффициент извлечения клотианидина, учитывающий все 
процедуры подготовки пробы.

11.2. За результат измерений принимают среднее арифметическое 
результатов двух параллельных определений, если выполняется условие 
приемлемости (4)

2- \ Х2- Х 2\ - Ш
( Х1 + Х 2)

< г , где (4)

Х ь Х 2 -  результаты параллельных определений массовой концен­
трации (доли), мг/дм3 (млн-1);

г -  значение предела повторяемости, % (табл. 1).
Если условие (4) не выполняется, выясняют причины превышения 

предела повторяемости, устраняют их и повторяют выполнение измере­
ний в соответствии с требованиями МВИ.

11.3. Результат анализа в документах, предусматривающих его ис­
пользование, представляют в виде:

X  ± 0,01 • <5 • X , при Р = 0,95, где

X -  среднее арифметическое значение результатов п определений, 
признанных приемлемыми по 11.2, мг/дм3 (млн-1).

± 5 -  границы относительной погрешности измерений, % (табл. 1).
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В случае, если полученный результат измерений ниже нижней 
(выше верхней) границы диапазона измерений, то производят следую­
щую запись в журнале:

«массовая концентрация клотианидина в воде менее 0,001 мг/дм3 
(более 0,01 мг/дм3)»;

«массовая доля клотианидина в почве менее 0,01 млн 1 (более 
0,1 млтГ1)»;

«массовая доля клотианидина в семенах рапса менее 0,02 млн/1 (бо­
лее 0,2 млн~})»;

«массовая доля клотианидина в зеленой массе и масле рапса, ботве 
и корнеплодах сахарной свеклы менее 0,05 млн-1 (более 0,5 м л н 1)»;

Экстракты, при хроматографировании которых получают аналити­
ческий сигнал клотианидина, превышающий аналитический сигнал, по­
лучаемый при хроматографировании градуировочного раствора с массо­
вой концентрацией 0,5 мкг/см3, разбавляют, но не более чем в 10 раз, и 
анализируют в соответствии с данной методикой. При расчёте содержа­
ния клотианидина учитывают разбавление.

12. Проверка приемлемости результатов измерений, 
полученных в условиях воспроизводимости

12.1. Проверку приемлемости результатов измерений в условиях 
воспроизводимости проводят:

а) при возникновении спорных ситуаций между двумя лаборатори­
ями;

б) при проверке совместимости результатов измерений, получен­
ных при сличительных испытаниях (при проведении аккредитации ла­
бораторий и инспекционного контроля).

12.2. Для проведения проверки приемлемости результатов измере­
ний в условиях воспроизводимости каждая лаборатория использует 
пробы, оставленные на хранение.

12.3. Приемлемость результатов измерений, полученных в двух ла­
бораториях оценивают сравнением разности этих результатов с крити­
ческой разностью CD0 95 по формуле (5)

2*|0ш  Ош|*Ю0

(Ош +  Ош )
<CDn , где (5)

Сср1, Сср2 -  средние значения массовой концентрации (доли), полу­
ченные в первой и второй лабораториях, мг/дм3 (млн-1).

CD0,95 ~ значение критической разности, % (табл. 1).
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Если критическая разность не превышена, то приемлемы оба ре­
зультата измерений, проводимых двумя лабораториями, и в качестве 
окончательного результата используют их среднеарифметическое зна­
чение. Если критическая разность превышена, то выполняют процеду­
ры, изложенные в ГОСТ Р ИСО 5725-6—2002 (5.3.3).

При разногласиях руководствуются ГОСТ Р ИСО 5725-6—2002 
(5.3.4).

13. Контроль качества результатов измерений 
при реализации методики в лаборатории

Контроль качества результатов измерений в лаборатории при реа­
лизации методики осуществляют по ГОСТ Р ИСО 5725-6—2002 («Точ­
ность (правильность и прецизионность) методов и результатов измере­
ний»), используя контроль стабильности среднеквадратического (стан­
дартного) отклонения повторяемости по 6.2.2 ГОСТ Р ИСО 5725-6— 
2002 и показателя правильности по 6.2.4 ГОСТ Р ИСО 5725-6—2002. 
Проверку стабильности осуществляют с применением контрольных карт 
Шухарта.

Периодичность контроля стабильности результатов выполнения 
измерений регламентируют в Руководстве по качеству лаборатории.

Рекомендуется устанавливать контролируемый период так, чтобы 
количество результатов контрольных измерений было от 20 до 30.

При неудовлетворительных результатах контроля, например, при 
превышении предела действия или регулярном превышении предела 
предупреждения, выясняют причины этих отклонений, в том числе про­
водят смену реактивов, проверяют работу оператора.

14. Разработчики
Талалакина Т. Н., науч. сотр; Макеев А.М., зав. лаб., канд. биол. 

наук (ВНИИ фитопатологии, 143050 Московская об л., п/о Большие Вя- 
земы, тел. 592-92-20).
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