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4.1. МЕТОДЫ КОНТРОЛЯ. ХИМИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ

Определение остаточных количеств прохлораза 
в зеленой массе, семенах и масле подсолнечника и рапса 
методом высокоэффективной жидкостной хроматографии

Методические указания 
МУК 4,1.3185—14

Свидетельство о метрологической аттестации №01.5.04.175/ 
01.00043/2014.

Настоящие методические указания устанавливают порядок приме­
нения метода высокоэффективной жидкостной хроматографии для оп­
ределения остаточных количеств прохлораза в зеленой массе, семенах 
подсолнечника и рапса в диапазоне концентраций 0,025—0,250 мг/кг; в 
масле подсолнечника и рапса 0,05—0,50 мг/кг.

Методические указания носят рекомендательный характер.
Название действующего вещества по ИСО: прохлораз.
Название действующего вещества по ИЮПАК: N-nponwi-N-[2- 

(2,4,6-трихлорфенокси)этил]-имидазол-1-кар6оксамид.
Структурная формула:
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Эмпирическая формула: C 15H16CI3N 3O2.
Молекулярная масса: 376,7.
Химически чистое вещество, бесцветный кристаллический поро­

шок без запаха.
Температура плавления: 46,5— 49,3 °С.
Давление пара при 20°С: 9 х 10~2 мПа, KowlogP = 4,12.
Растворимость: в воде (25 °С) -  34,4 мг/л; ксилоле -  2,5; ацетоне -  

3,5; гексане -  7,5 х 1(Г3 кг/л (25 °С). Легко растворим в хлороформе, диэти- 
ловом эфире, толуоле. Гидролитически стабилен в диапазоне pH от 5,0 
до 7,22 при 22 °С (период наблюдения 30 дней). Разлагается под дейст­
вием света в присутствии сильных кислот и оснований, а также при дли­
тельном нагревании при температуре 200 °С. Слабое основание (рКа 3,8).

Краткая токсикологическая характеристика. Острая оральная 
токсичность ЛДзо для крыс 1 600—2 400 мг/кг, для мышей -  2 400 мг/кг. 
Дермальная токсичность ЛД50 превышает 2100 мг/кг для крыс и 
3 000 мг/кг -  для кроликов. Ингаляционная токсичность ЬС50 для крыс 
превышает 2,16 мг/м3 воздуха (период наблюдения 4 ч). Не оказывает 
раздражающего действия на кожу.

Область применения препарата. Фунгицид защитного и уничто­
жающего действия. Эффективен против возбудителей болезней Pseudo- 
cercosprella, Pyrenophora, Rhynchosporium, Septoria, Alternaria, Botrytis 
идр. в посевах зерновых, овощных, технических и плодовых культур 
при нормах расхода 400—600 г д.в./га.

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.
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Таблица 1
Метрологические параметры

Объект
анализа

Диапазон 
определяе­

мых концен­
траций, 

мг/кг

Показатель 
повторяемо­
сти (относи­

тельное сред­
неквадратиче­
ское отклоне­
ние повторяе­
мости), 0>, %

Показатель 
внутри- 
лабора- 
торной 

прецизи­
онности, 

0л» %

Показа­
тель вос­
произво­
димости,

Or, %

Показатель 
точности* 
(границы 

относитель­
ной погреш­

ности),
± 3, %

Семена под­
солнечника 0,025—0,25 9 11 12 24

Семена рапса 0,025—0,25 9 11 12 24
Зеленая масса 0,025—0,25 9 11 12 24
Масло под­
солнечника 0,05— 0,50 8 9 13 25

Масло рапса 0,05— 0,50 8 9 13 25
* Соответствует расширенной неопределенности Uomtt_ при коэффициенте охва­
та & = 2

Таблица 2
Полнота извлечения прохлораза, стандартное отклонение, 

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

Анализируе­
мый объект

Предел
обнару­
жения,
мг/кг

Диапазон 
определяе­

мых концен­
траций, мг/кг

Среднее 
значение 
определе­

ния, %

Стандарт­
ное откло­
нение, S, %

Доверитель­
ный интервал 
среднего ре­
зультата, ± %

Семена под­
солнечника 0,025 0,025—0,25 85,6 4,8 4,4

Семена рапса 0,025 0,025—0,25 77,4 5,7 5,2
Зеленая масса 
рапса 0,025 0,025—0,25 94,75 4,5 4,1

Масло подсол­
нечника 0,05 0,05—0,5 84,5 4,9 4,45

Масло рапса 0,05 0,05—0,5 80,5 4,3 3,9
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2. Метод измерений
Методика основана на определении прохлораза методом высоко­

эффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с использованием 
УФ-детектора после его извлечения из образцов смесью гексан-ацетон, 
очистки перераспределением в системе несмешивающихся растворите­
лей и последующей очистки твердофазной экстракцией на патронах.

Идентификация прохлораза проводится по времени удерживания, 
количественное определение -  методом абсолютной калибровки.

Избирательность метода обеспечивается сочетанием условий под­
готовки проб и хроматографирования.

3. Средства измерений, реактивы, вспомогательные 
устройства и материалы

ЗА. Средства измерений 
Жидкостный хроматограф с быстроскани- 
рующим УФ-детектором, снабженный дегаза­
тором, автоматическим пробоотборником и Номер в Госреестре средств 
термостатом колонки измерений 42816-09
Весы аналитические с пределом взвешивания до 
210 г и пределом допустимой погрешности 0,2 мгГОСТ 24104— 01 
Весы технические с пределом взвешивания до 
400 г и допустимой погрешностью 0,1 г 
Колбы мерные на 25, 50, 100 и 1 000 см3 
Микродозаторы одноканальные переменного 
объема от 200 до 1 000 мм3 и от 1 до 5 см3 
Пипетки на 1,2, 5,10 см3 
Цилиндры мерные на 100,250 и 1 000 см3

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

ГОСТ 24104—01 
ГОСТ 23932—90

ГОСТ 22292—74 
ГОСТ 1774—74

3.2. Реактивы
Ацетон, осч
Ацетонитрил для ВЭЖХ
Вода для лабораторного анализа (бидистилли-
рованная, деионизованная)
н-Гексан, хч, свежеперегнанный

ТУ 6-09-3513—86 
ТУ 2634-002-04715285— 12

ГОСТ Р 52501—05 
ТУ 2631-003-05807999—98
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Кислота ортофосфорная, хч, 0,005 М водный
раствор
Метанол, хч
Натрий серно-кислый безводный, хч 
Натрий хлористый, чда 
Прохлораз, аналитический стандарт с содер­
жанием основного компонента 99,0 % 
Подвижная фаза для ВЭЖХ: смесь ацетонит­
рила и 0,005 М ортофосфорной кислоты в 
соотношении 50 : 50
Концентрирующие патроны, заполненные 
силикагелем 60 (0,040—0,063 мм), 0,5 г 
Элюент 1: гексан-ацетон 80 : 20 (по объему) 
Элюент 2: гексан-ацетон 70 : 30 (по объему)

ГОСТ 6552—80 
ГОСТ 6995—77 
ГОСТ 4166—76 
ГОСТ 4233—77

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

3.3. Вспомогательные устройства и материалы
Аналитическая колонка, заполненная сорбентом 
с привитыми монофункциональными поляр­
ными группами С18, (100,0 х 2,1) мм, 1,7 мкм 
Аллонж прямой с отводом для вакуума (для 
работы с концентрирующими патронами) 
Ванна ультразвуковая 
Воронка Бюхнера
Воронки делительные вместимостью 250 см3 
Воронки химические конусные 
Колбы круглодонные на шлифе вместимостью 
25 и 100 см3
Колбы плоскодонные на шлифе вместимостью 
100,250 см3
Мельница ножевая РМ-120 и лабораторная 
зерновая
Насос водоструйный
Патроны для твердофазной экстракции, запол­
ненные силикагелем 60, 0,4 г 
PH-метр универсальный 
Пробирки полипропиленовые центрифужные 
с крышками объемом 50 см3

ТУ 3.836.008 
ГОСТ 0147 
ГОСТ 25336—82 
ГОСТ 25336—82

ГОСТ 9737—93

ГОСТ 25336—82

ТУ 1-01-0593—79 
ГОСТ 10696—75

ГОСТ 22261—76

48



МУК 4.1.3185— 14

Ротационный вакуумный испаритель с 
мембранным насосом, обеспечивающим 
вакуум до 10 мбар
Фильтры бумажные быстрой фильтрации ТУ 6.091678—86
Центрифуга с максимальной рабочей частотой 
вращения 4 000 об./мин
Шприц медицинский с разъемом Льюера ГОСТ 22090

Примечание. Допускается применение оборудования и материалов с ана­
логичными или лучшими техническими характеристиками.

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 
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 без­
опасности по ГОСТ 12.1.004—91 и иметь средства пожаротушения 
по ГОСТ 12.4.009—83. Содержание вредных веществ в воздухе не долж­
но превышать ПДК (ОБУВ), установленных ГН 2.2.5.1313—03 и 
2.2.5.2308—07.

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

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

нять специалист-химик, имеющий опыт работы методом высокоэффек­
тивной жидкостной хроматографии, ознакомленный с руководством по 
эксплуатации хроматографа, освоивший данную методику и подтвер­
дивший экспериментально соответствие получаемых результатов нор­
мативам контроля погрешности измерений по п. 13.

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 %;
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• выполнение измерений на жидкостном хроматографе проводят в 
условиях, рекомендованных технической документацией к прибору.

7. Подготовка к определению
7.7. Кондиционирование колонки

Перед началом анализа колонку кондиционируют в потоке под­
вижной фазы (0,1— 0,2 см3/мин) до стабилизации нулевой линии.

7.2. Подготовка приборов и средств измерения
Установка и подготовка всех приборов и средств измерения прово­

дится в соответствии с требованиями технической документации.

7.3. Подготовка концентрирующих патронов
для очистки экстракта

Кондиционирование патронов, заполненных силикагелем 60 (0,5 г), 
осуществляют пропусканием 2,5 см3 гексана.

7.4. Приготовление растворов
1 АЛ, Раствор ортофосфорной кислоты 0,005М. В мерную колбу 

объемом 1 дм3 помещают (0,5 ± 0,01) г 98 %-й ортофосфорной кислоты, 
растворяют в бидистиллированной воде и доводят объем до метки.

1А.2.Для приготовления подвижной фазы смешивают ацетонитрил 
с 0,005 М раствором ортофосфорной кислоты в соотношении 50 : 50 по 
объёму, используя мерные цилиндры.

7.5. Приготовление основного и градуировочных растворов
7.5.1. Основной раствор с концентрацией 0,5мг/см3. Точную на­

веску прохлораза (50 ± 0,5) мг помещают в мерную колбу вместимостью 
100см3, растворяют в ацетонитриле и,доводят объем до метки ацето­
нитрилом.

7.5.2. Приготовление градуировочных растворов.
Градуировочные растворы с концентрациями прохлораза 0,25; 0,5;

1,25 и 2,5 мкг/см3 готовят методом последовательного разбавления по 
объему, используя раствор подвижной фазы.

7.5.2.1. Раствор № 1 с концентрацией 2,5мкг/см3. В мерную колбу 
вместимостью 100 см3 вносят 0,5 см3 основного раствора и доводят до 
метки подвижной фазой.
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7.5.22 Раствор № 2 с концентрацией !,25 мкг/см3. В мерную кол­
бу вместимостью 10 см3 вносят 5,0 см3 раствора № 1 и доводят до метки 
подвижной фазой.

7.5.25. Раствор N9 3 с концентрацией 0,5мкг/см3. В мерную колбу 
вместимостью 10 смэ помещают 2,0 см3 раствора № 1 и доводят объем 
до метки подвижной фазой.

7.5.2.4. Раствор № 4 с концентрацией 0,25 мкг/см3. В мерную кол­
бу вместимостью 10 см3 помещают 1,0 см3 раствора № 1 и доводят объ­
ем до метки подвижной фазой.

Основной раствор можно хранить в холодильнике в силанизиро- 
ванном или тефлоновом флаконе при температуре 0—4 °С в течение 
месяца, градуировочные растворы используют в течение рабочего дня.

При изучении полноты извлечения прохлораза используют ацето­
нитрильные растворы вещества.

7.6. Построение градуировочного графика
Для построения градуировочного графика (площадь пика -  концен­

трация прохлораза в растворе) в хроматограф вводят по 10 мм3 градуи­
ровочных растворов (не менее 3 параллельных измерений для каждой 
концентрации, не менее 4 точек по диапазону измеряемых концентра­
ций). Затем измеряют площади пиков и строят график зависимости 
среднего значения площади пика от концентрации прохлораза в градуи­
ровочном растворе.

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

С = KS, где
S -  площадь пика градуировочного раствора.
Градуировку признают удовлетворительной, если значение коэф­

фициента линейной корреляции оказывается не ниже 0,99.
Градуировочную характеристику необходимо проверять при замене 

реактивов, хроматографической колонки или элементов хроматографи­
ческой системы, а также при отрицательном результате контроля гра­
дуировочного коэффициента.

Градуировочную зависимость признают стабильной при выполне­
нии следующего условия:
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| С - С Л
• 100 < Я , где

q  4 'к о н т р  ’  4 м
С -  аттестованное значение массовой концентрации прохлораза в 

градуировочном растворе;
Ск -  результат контрольного измерения массовой концентрации 

прохлораза в градуировочном растворе;
Контр. -  норматив контроля градуировочного коэффициента, % 

( W  = 1° % ПРИ р  = 0,95).

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

правилами отбора проб сельскохозяйственной продукции, продуктов 
питания и объектов окружающей среды для определения микроколи­
честв пестицидов» (от 21.08.79 № 2051—79), а также отбор проб семян 
подсолнечника и рапса для анализа проводят в соответствии с 
ГОСТ 0852—86 «Семена масличные. Правила приемки и методы отбора 
проб».

Семена хранят при комнатной температуре в полотняных мешоч­
ках, перед анализом доводят до стандартной влажности и измельчают. 
Растительное масло хранят в холодильнике при температуре 0—4 °С в 
герметично закрытой стеклянной таре в течение 6 месяцев.

9. Проведение определения

9. L Определение прохлораза в зеленой массе, 
семенах подсолнечника и рапса

В коническую колбу вместимостью 100 см3 помещают ( i0 ± 0 , i ) r  
измельченных семян подсолнечника (рапса) или зеленой массы, прибав­
ляют 30 см3 смеси гексан-ацетон в соотношении 70 : 30 и экстрагируют 
в ультразвуковой бане в течение 15 мин. Суспензию фильтруют на во­
ронке Бюхнера через бумажный фильтр быстрой фильтрации. Экстрак­
цию повторяют дважды. Объединенный экстракт помещают в делитель­
ную воронку и отделяют нижний слой. Органический слой упаривают 
на ротационном испарителе при температуре бани не выше 40 °С до 
полного удаления растворителя, Остаток растворяют в 10 см3 гексана и 
вносят в предварительно кондиционированный по п. 7.3 патрон. Патрон 
последовательно промывают 10 см3 гексана и 2,5 см3 элюента 1. Фильт-
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рат и промывку отбрасывают. Прохлораз элюируют 6 см3 элюента 2. 
Элюат упаривают досуха на ротационном испарителе (40 °С). Сухой 
остаток растворяют в 2 см3 гексана и вносят в такой же предварительно 
кондиционированный патрон. Промывают 5 см3 элюента 1. Фильтрат и 
промывку отбрасывают. Прохлораз элюируют 5 см3 элюента 2. Элюат 
упаривают досуха на ротационном испарителе (40 °С). Сухой остаток 
растворяют в 1 см3 подвижной фазы и 10 мм3 образца вводят в жидкост­
ный хроматограф.

9.2. Определение прохлораза в масле подсолнечника и рапса
Масло в количестве (5 ± 0,05) г растворяют в 25 см3 гексана и про­

пускают через патрон, кондиционированный по п. 7.3. Промывают по­
следовательно 25 см3 гексана и 2,5 см3 элюента 1. Фильтрат и промывку 
отбрасывают. Прохлораз элюируют 6 см3 элюента 2. Элюат упаривают 
досуха на ротационном испарителе (40 °С). Остаток растворяют в 2 см3 
гексана и вносят в аналогичный, кондиционированный по п. 7.3 патрон. 
Фильтрат отбрасывают, а прохлораз элюируют 10 см3 элюата 2. Элюат 
упаривают досуха на ротационном испарителе (40 °С). Сухой остаток 
растворяют в 1 см3 подвижной фазы и 10 мм3 полученного раствора вво­
дят в хроматограф.

9.3. Условия хроматографирования
Ультраэффективный жидкостный хроматограф с быстросканирую- 

щим УФ-детектором, снабженный дегазатором, автоматическим пробо­
отборником и термостатом колонки. Аналитическая колонка, заполнен­
ная сорбентом с привитыми монофункциональными полярными груп­
пами С18, (100x2,1) мм, 1,7 мкм. Температура колонки: (30±1)°С . 
Подвижная фаза: смесь ацетонитрила и 0,005 М ортофосфорной кисло­
ты в соотношении 50 : 50. Скорость потока элюента: 0,15 см7мин. Рабо­
чая длина волны УФ-детектора: 230 нм. Объем вводимой пробы: 10 мм3. 
Абсолютное время удерживания прохлораза составляет (3,5 ± 0,1) мин.

10. Обработка результатов анализа
Содержание прохлораза в образцах зеленой массы, семенах и масле 

подсолнечника и рапса (X, мг/кг) вычисляют по формуле:
_у с т

St P
, где
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Sj -  площадь пика прохлораза в стандартном растворе (мВ * с);
S2 -  площадь пика прохлораза в анализируемой пробе (мВ * с);
V -  объем пробы, подготовленной для хроматографического анали­

за, см3;
Р -  навеска анализируемого образца, г;
С -  концентрация стандартного раствора прохлораза, мкг/см3. 
Образцы, дающие пики большие, чем стандартный раствор прохло­

раза 1 мкг/см3, разбавляют подвижной фазой для ВЭЖХ.

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-\Хх- Х г[ №  ^  
^+Х2) -

г, где О)

X h Х2 -  результаты параллельных определений, мг/кг; 
г -  значение предела повторяемости (г = 2,8^).
При невыполнении условия (1) выясняют причины превышения 

предела повторяемости, устраняют их и вновь выполняют анализ.

12. Оформление результатов
Результат анализа представляют в виде:
(.X  ± А) мг/кг при вероятности Р = 0,95, где
ЛГ- среднее арифметическое результатов определений, признанных 

приемлемыми, мг/кг;
А -  граница абсолютной погрешности, мг/кг:

А = S - X
100

где

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

В случае, если содержание компонента менее нижней границы диа­
пазона определяемых концентраций, результат анализа представляют в 
виде:
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«содержание вещества в пробе менее нижней границы определе­
ния» (например: менее 0,025 мг/кг*, где * -  0,025 мг/кг -  предел обна­
ружения прохлораза в семенах подсолнечника).

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

3.2. Плановый внутрилабораторный оперативный контроль проце­
дуры выполнения анализа проводится с применением метода добавок.

Величина добавки С$ должна удовлетворять условию:

± Д Л(А. (±Д л Г ) -  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:

Д -  граница абсолютной погрешности, мг/кг:

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

Результат контроля процедуры Кк рассчитывают по формуле:

Х \ X, Сд -  среднее арифметическое результатов параллельных оп­
ределений (признанных приемлемыми по п. 4) содержания компонента в 
образце с добавкой, испытуемом образце, концентрация добавки соот­
ветственно, мг/кг.

Норматив контроля К  рассчитывают по формуле:

13. Контроль качества результатов измерений

Дл = ± 0,84 Д, где

Кк = Х - Х - С ду где
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Проводят сопоставление результата контроля процедуры (Кк) с 
нормативом контроля (К).

Если результат контроля процедуры удовлетворяет условию
(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 по их 
устранению.

13.3. 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-|ЛГ| - Л Г , | - 1 0 0
< R , где (3)

X h Х3 -  результаты измерений в двух разных лабораториях, мг/кг;
R -  предел воспроизводимости (в соответствии с диапазоном кон­

центраций), %.

Разработаны сотрудниками «Всероссийского НИИ защиты расте­
ний», С.-Петербург (Долженко В. И., Цибульская И, А., Комарова А. С.).
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