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4.1. МЕТОДЫ КОНТРОЛЯ. ХИМИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ

Определение массовой концентрации 
аверсектина С в продуктах питания растительного 

происхождения (овощи, фрукты, ягоды) 
методом флуоресцентной высокоэффективной 

жидкостной хроматографии 
Методические указания

______________________ МУК 4.1.1011—01______________________

1. Назначение и область применения

Настоящие методические указания методом хроматографии ус
танавливают количественный анализ продуктов питания раститель
ного происхождения (овощи, фрукты, ягоды) на содержание авер
сектина С с нижним пределом измерения 0,005 мг/кг и предназначе
ны для проведения лабораторных исследований безопасности пище
вой продукции учреждениями госсанэпидслужбы Российской Феде
рации, а также для предприятий и учреждений, осуществляющих 
контроль качества пищевых продуктов в соответствии с Санитар
ными правилами «Гигиенические требования к качеству и безопас
ности продовольственного сырья и пищевых продуктов. 
СанПиН 2.3.2.560—96» и аккредитованных в установленном порядке.

2. Характеристика вещества
2.1. Структурная формула основных компонентов 

аверсектина С  -  авермектинов B i и Bi

R» С22 х Си
Bi С2Н5 или СНз -СН=СН- 
В2 С2Н5 или СНз -СНа -  СНОН
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2.2. Эмпирическая формула:
ДЛЯ Bi С48Н72О 14

или С47Н70О14
для Вг С48Н74О15

или С47Н72О 15

2.3. М олекулярная масса:
дляВ 1 872 или 858
дляВг 890 или 876

2.4. Регистрационный номер по CAS:
Bla 65195-55-3 В2а 65195-57-5
B ib 65195-56-4 В2в 65195-58-6

2.5. Физико-химические свойства
Аверсектин С -  противопаразитарный препарат, представляю

щий собой комплекс близких в химическом отношении веществ -  
авермектинов, образуемых культурой Str. avermitilis.

Аверсектин С -  порошок белого или желтовато-белого цвета, 
легко растворим в хлорированных углеводородах, ацетоне, бензоле, 
растворим в низших спиртах, практически не растворим в воде, пет- 
ролейном эфире.

Тпл. -  150 °С с разложением.
Основными компонентами авермектинового комплекса явля

ются авермектины Bi и В2.
Агрегатное состояние в воздухе -  аэрозоль.

2.6. Токсикологическая характеристика
Аверсектин С обладает нервно-паралитическим действием. 

Класс опасности -  первый. Предельно допустимая доза аверсектина 
С в продуктах питания растительного происхождения 0,005 мг/кг.

3. Погрешность измерения
Метод обладает специфичностью. Суммарная погрешность из

мерений не превышает 10 % при доверительной вероятности -  95.

4. Метод измерений
Измерения массовой концентрации аверсектина С основаны на 

использовании высокоэффективной жидкостной хроматографии с 
применением флуоресцентного детектора на колонке с обращенной 
фазой после экстракции его органическими растворителями из рас
тительной пробы. Очистку экстракта ведут на концентрирующих
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патронах Диапак С-8 и Диапак-амино с получением флуоресци
рующих производных путем обработки трифторуксусным ангидри
дом в растворе ацетонитрила в присутствии 1-метил-имидазола. Де
тектирование ведут по интенсивности флуоресценции при длинах 
волн возбуждения и эмиссии 365 и 470 нм соответственно.

Чувствительность метода составляет 0,71 нг в пробе, нанесен
ной на колонку.

5. Средства измерения, вспомогательные устройства, 
материалы, реактивы, растворы

Весы аналитические 2 класса точности ГОСТ 24104—88
Весы микроаналитические, точность 
взвешивания до 4 десятичного знака,
Cahn (США) или аналогичные 
Центрифуга, центрифужные полиэтиленовые 
пробирки, вместимостью 50 и 15 мл 
Ультразвуковой диспергатор УЗДН-1М 
или аналогичный 
Миксер или гомогенизатор 
Холодильник
Хроматограф, модель Du Pont 8800 (США) 
или аналогичный 
Флуоресцентный детектор фирмы 
Kratos-Sthoeffel модель FS-950 
(Великобритания) или аналогичный 
Персональный компьютер или интегратор 
с самописцем фирмы LKB BD-41 (Швеция) 
или аналогичный
Колонка аналитическая Диапак-130-С 
16Т 250 х 4, с размером частиц 6 мкм 
(фирма БиоХимМак, Россия) или аналогичная 
Патроны Диапак С-8 и С-16, Диапак-амино 
(фирма «БиоХимМак», Россия) или 
аналогичные
Аппарат для упаривания -  Vortex Evaporater и др.
Роторный испаритель 
Сушильный шкаф
Автоматические пипетки ТУ 64— 1—3329—81
Колбы мерные, вместимостью 100 мл ГОСТ 1770—74
Цилиндры градуированные, вместимостью 
100мл ГОСТ 1770—74
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Делительные воронки, емкостью 2 л 
Пробирки стеклянные 
Круглодонная колба, емкостью 1 л, 
для роторного испарителя 
Колбы плоскодонные, вместимостью 5 л, 2 л 
Спирт этиловый 
Спирт метиловый
Ацетонитрил, хроматографически чистый 
1-метилимидазол импортный, фирма МЕРК 
Трифторуксусный ангидрид, импортный, 
фирма МЕРК
Авермектин Bi (абамектин) -  стандартный 
образец. РСО 9340— 202—00494189 
с активностью 938 мкг/мг, содержащий 
88,9 % авермектнна В1а и 5,3 % 
авермектина В1в, поставляемых ВГНКИ 
контроля, стандартизации и сертификации 
ветеринарных препаратов

6. Требования безопасности
6.1. При работе с реактивами соблюдают требования безопас

ности, установленные для работы с токсичными, едкими и легко
воспламеняющимися веществами поГОСТу 12.1.005—88.

6.2. При проведении анализов горючих и вредных веществ со
блюдают меры противопожарной безопасности по ГОСТу 
12.1.004—76.

6.3. При выполнении измерений с использованием хроматогра
фа соблюдают правила электробезопасности в соответствии с 
ГОСТом 12.1.019—79 и инструкции по эксплуатации прибора.

7. Требования к квалификации оператора
К выполнению измерений и обработке результатов допускают 

лиц с высшим и средним специальным образованием, имеющих на
выки работы на жидкостном хроматографе.

8. Условия измерений

8.1. Приготовление растворов и подготовку проб к анализу прово
дят при температуре воздуха (20 ± 10) °С, атмосферном давлении 84- 
106 кПа и влажности воздуха не более 80 %.

ГОСТ 25336—82 
ГОСТ 25336—82

ГОСТ 1770—74 
ГОСТ 5964—84 
ГОСТ 6995—67 
ТУ ИРЕА 22—66
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8.2. Измерения на жидкостном хроматографе проводят в усло
виях, рекомендованных технической документацией к прибору.

9. Подготовка к выполнению измерения

9.1. Приготовление растворов
9.1.1. Стандартный раствор авермектина В} (абамектина) с концен

трацией 200мкг/мл -  раствор №  1 -  готовят путем растворения точной 
навески стандартного образца в метиловом спирте. Раствор хранится в 
течение 2 мес. в холодильнике. Рабочий стандартный раствор с концен
трацией 2 мкг/мп -  раствор №  2 -  готовят путем разведения раствора № 1 
метиловым спиртом. Раствор хранят 2 недели в холодильнике.

9.1.2. Раствор элюента готовят путем смешивания метилового 
спирта с водой в соотношении 98 : 2.

9.2. Подготовка прибора
Общую подготовку прибора осуществляют согласно инструк

ции по эксплуатации.

9.3. Установление градуировочной характеристики
Градуировочную характеристику, включающую взаимосвязь ве

личины хроматографического сигнала от массы анализируемого ве
щества в хроматографируемом объеме пробы, устанавливают по ме
тоду абсолютной калибровки с использованием серии градуировоч
ных растворов, которые готовят согласно табл. 1 в пробирках с при
тертыми пробками.

Таблица 1
Растворы для установления градуировочной характеристики

Номер
стан
дарта

Стандартный 
раствор № 2, 

мкл

Этиловый спирт, 
мкл

Содержание 
авермектина В], 

нг/мл

Количество в-ва, 
наносимого на 

колонку, нг
0 0 1000 - -
I 10 990 20 0,71
2 20 980 40 1,43
3 30 970 60 2,14
4 40 960 80 2,86
5 50 950 100 3,57

7



МУК 4.1.1011—01

Проведение дериватизации
Из приготовленных растворов отбирают по 0,5 мл, переносят в 

чистые стеклянные пробирки и упаривают досуха на Vortex'e при 
температуре 40—50 °С.

В пробирки с сухим остатком вносят по 0,5 мл ацетонитрила. 
Пробирки энергично встряхивают и обрабатывают ультразвуком в 
течение 30 с. Процедуру повторяют дважды, чтобы полностью пере
вести в раствор авермектины, адсорбированные на стенках пробир
ки. Пробирки помещают в холодильник на 10—15 мин.

Примечание: необходимо следить чтобы в образцы перед проведением 
дериватизации не попала влага.

В пробирки с подготовленным ацетонитрильным раствором 
после растворения вносят с помощью градуированной микропипет
ки или микрошприца 0,05 мл 1-мегилимидазола. Пробирки закры
вают, тщательно перемешивают содержимое в течение 5— Юс, об
рабатывают ультразвуком, центрифугируют и помещают в холо
дильник при 0 °С на 10— 15 мин.

Готовят реакционную смесь из трифторуксусного ангидрида и 
ацетонитрила в соотношении \ :2 ч  помещают ее в холодильник при 
0 °С на 10— 15 мин.

Примечание: пользуются только свежеприготовленной реакционной 
смесью.

После охлаждения в пробирки с образцами вносят по 0,15 мл 
охлажденной смеси трифторуксусного ангидрида с ацетонитрилом. 
Пробирки закрывают, перемешивают содержимое и выдерживают в 
холодильнике в течение 1 ч.

На аналитическую колонку наносят по 50 мкл подготовленных 
дериватизированных стандартных образцов, содержащих 0,71; 1,43; 
2,14; 2,86; 3,57 ng авермектина В^

Подвижная фаза -  метиловый спирт -  вода 98 : 2.
Скорость потока -  0,8 см3/мин. Давление -  120— 160 атм.
Детектирование ведут по интенсивности флуоресцентносги при 

длинах волн возбуждения и эмиссии 365 и 470 нм соответственно.
Калибровочную кривую строят по сумме площадей двух ком

понентов стандарта. Полную градуировку проводят не реже одного 
раза в месяц. Для ежедневной градуировки используют только два 
раствора с концентрацией авермектина Bi 20 и 60 нг/мл.
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9.4. Отбор проб
Овощи, фрукты, ягоды Отбор проб для анализа ведут в соответст

вии с «Унифицированными правилами отбора проб сельскохозяйствен
ной продукции, продуктов питания и объектов окружающей среды для 
определения количеств пестицидов», № 2051 от 21.09.79 (Москва).

Отобранные для анализа овощи и фрукты моют, высушивают и 
готовят усредненную пробу в количестве 300—500 г.

Усредненную пробу гомогенизируют, переносят в новый поли
этиленовый пакет, быстро замораживают и хранят в морозильнике 
(до начала анализов), но не более 1—2 дней. До начала анализов не 
допускается размораживание проб.

Примечание: при отсутствии возможности быстрого замораживания 
можно провести их фиксацию небольшим количеством этилового спирта

9.5. Подготовка проб к определению
9.5.1. Экстракция и очистка экстрактов
Овощи, фрукты, ягоды Взвешивают точно 5,0 г гомогенизирован

ной массы. Навеску помещают в центрифужный стакан, емкостью 
50 мл.

К навеске, находящейся в центрифужном стакане, добавляют 
пипеткой 10 мл метилового спирта. Суспензию тщательно переме
шивают стеклянной палочкой в течение 30 с, после чего центрифу
гируют при 6000 об/мин в течение 15 мин.

Экстракт (супернатант) осторожно переносят в градуирован
ный цилиндр с притертой пробкой, вместимостью 100 мл.

В центрифужный стакан с твердым остатком вносят еще 10 мл ме
тилового спирта. Смесь тщательно перемешивают и центрифугируют.

Второй экстракт объединяют с первым в цилиндре. К объеди
ненным экстрактам добавляют деионизированную (или дистилли
рованную) воду, до 100 мл. Цилиндр закрывают притертой пробкой 
и перемешивают не встряхивая.

Примечание: важно, чтобы содержание воды в смеси было не менее 70 %.
Готовят к работе патрон Диапак С-8, для чего к патрону, снаб

женному адаптером, присоединяют резервуар, вместимостью не ме
нее 150 мл. Патрон с резервуаром присоединяют к вакуумной систе
ме и промывают патрон последовательно 5 мл метилового спирта и 
5 мл дистиллированной или деионизированной воды.

Водно-метанольный раствор переносят в резервуар, соединенный 
с патроном, подключают вакуум и пропускают раствор со скоростью
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10 мл/мин. Раствор после патрона отбрасывают. Патрон осушают и 
отключают вместе с резервуаром от вакуумной установки.

Готовят к работе патрон Диапак-амино, для чего патрон про
мывают 5 мл метилового спирта.

Патрон Диапак С-8 вместе с резервуаром укрепляют над па
троном Диапак-амино, подключают к вакуумной системе.

Цилиндр, в котором находился водно-метанольный раствор, об
мывают 10 мл метилового спирта, и количественно переносят метило
вый спирт в резервуар. Подключают вакуум и пропускают спирт через 
оба патрона.

Элюат собирают в центрифужную пробирку, вместимостью 
15 мл и упаривают в вакууме на Vortex’е при температуре 40—50 °С 
досуха.

Примечание: вместо резервуара и вакуумной системы для подачи рас
твора на патроны можно использовать шприцы, вместимостью 20 мл.

9.5.2. Проведение дериватизацнн проб
В пробирки с сухими остатками вносят по 0,5 мл ацетонитри

ла и растворяют остатки с помощью ультразвука. Дериватизацию 
исследуемых проб проводят так, как описано для стандартных об
разцов.

Примечание: дериватизацию авермектинов исследуемого образца (об
разцов) проводят одновременно с дериватизацией рабочих стандартов. 
Допускается хранение дериватизационных проб в холодильнике в течение 
одних суток.

10. Выполнение измерений
Анализ ВЭЖХ включает не более 10 испытуемых образцов. 

Перед началом и в конце работы проводят анализ стандартного об
разца, чтобы убедиться в стабильности работы системы.

Объем наносимой на колонку пробы для всех растительных 
объектов составляет 50 мкл. Режим хроматографирования такой же, 
как это описано для стандартного образца.

11. Расчет концентраций
На хроматограммах исследуемых образцов измеряют площадь 

пиков производных по времени удерживания соответствующих стан
дарту Вь

По калибровочному графику находят содержание авермектина 
В, в объеме инжектированной пробы испытуемого образца.
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Содержание аверсектина С в исследуемом образце ведут по фор
муле:

Р У г Кг
, где

Сав -  концентрация аверсектина С в образце, нг/г;
СВ] -  содержание авермектина Bi в объеме пробы, нанесенной 

на колонку; определяется по калибровочному графику;
V} -  объем пробы, нанесенной на колонку, мкл (50 мкл);
V2 -  объем пробы, подготовленной для ВЭЖХ, мкл (700 мкл);
Р -  навеска растительного образца, г;
К* -  коэффициент, учитывающий все компоненты аверсектина 

С (2,5);
К ** -  коэффициент, учитывающий степень извлечения аверсек

тина С.

12. Оформление результатов анализа

Результат количественного анализа представляют в виде 
С ± А мг/м3, Р = 0,95, где Л -  характеристика погрешности, мг/м3, 
А = 0,15С + 0,0000034 мг/м3.

13. Контроль погрешности методики

Значения полученных метрологических характеристик погреш
ности, норматива оперативного контроля точности и норматива 
оперативного контроля воспроизводимости приведены в табл. 2 в 
виде зависимости от значения массовой концентрации анализируе
мого компонента в пробе С, которую определяют как среднеариф
метическое результатов параллельных определений.

# Коэффициент К, выведен на основании данных о содержании авер
мектина В, в авермектиновом комплексе -  аверсектине С. Содержание его 
составляет (40 ± 5) %.

** Коэффициент К2, учитывающий степень извлечения авермектино- 
вого комплекса из растительных объектов, получен при постановке мо
дельных опытов с внесением в растительные объекты известных количеств 
аверсектина С.
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Таблица 2

Результаты метрологической аттестации методики КХА

Диапазон определяе
мых концентраций 

аверсектина С, мг/кг

Наименование метрологической характеристики
Характеристика 

погрешности, мг/кг; 
Р = 0,95

Норматив оперативного 
контроля воспроизводи
мости D, мг/кг; Р = 0,95, 

m = 2
Картофель 

0,005 до 0,015 0,140 + 0,00023 0,190 + 0,00022 1
Капуста 

0,005 до 0,015 0,130 + 0,00013 0,15С+ 0,00024
Огурцы 

0,005 до 0,015 0,0460 + 0,00056 0,0110 + 0,000915
Томаты 

0,005 до 0,015 0,140 + 0,00016 0,190 + 0,00024
Яблоки 

0,005 до 0,015 0,04С + 0,00056 0,004С + 0,00095
Черная смородина 

0,005 до 0,015 0,03С + 0,00073 0,06С + 0,0000009
Перец

0,005 до 0,015 0,12С + 0,00031 0,14С + 0,000067
Баклажаны 

0,005 до 0,015 0,100 + 0,000030 0,ЮС + 0,000051

Оперативный контроль воспроизводимости
Отбирают реальные навески из одной пробы испытуемого объ

екта. Анализируют в соответствий с прописью методики, макси
мально варьируя условия проведения анализа: партии реактивов, 
набора мерной посуды и т.д., и получают два результата Ci и С 2 

анализов. Результаты анализа не должны отличаться друг от друга 
на величину большую, чем норматив оперативного контроля вос
производимости D:

|Ci - C 2| < D

При превышении расхождения между двумя результатами нор
матива оперативного контроля воспроизводимости эксперимент по
вторяют. При повторном превышении указанного норматива выяс
няют причины, приводящие к неудовлетворительным результатам, и 
устраняют их.

14. Нормы затраты времени яа анализ
Для проведения анализов из 3-х образцов требуется 6 ч.
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