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Методические указанна до определенна котофора 
г воде0 почве „хяошсошх семенах,продуктах шатания раотвтель- 
яого происхождения в биологической материале методом 

тсшсоояоЛноИ хроматографии м У§ -опектроскогаш

I ,  Краткая характеристика пвотнцнда 

Котофор-2-етия-тяо-4  9 6-ч5но- (м® опропшшшно) -снш-триав ян

З&ширичеокая формула CjrH^jA^i4
Молекулярная масса 255„39

Химически чиотаЁ препарат представляет ообо! белый порошок 
о температурой плавления 104-106°С,Трудно р&отворяется в воде 
(Ш кг/я), хороню -  в органических раотворнтотах-хдорофарме, ацетоне* 
йатаяоле^

Технический препарат котофора представляет собой етчивалвдЙся 
поройок рсодеравщщ® 80JS действующего вещества*

Препарат котофор тяотовсичея для теплокровных жавогшо: 
{ХД^фяя крыс составляет 4760тУкг,для ш теП ~2Ш м г/к?).

ЦДУ котофора в хлопковом масле 4,5ш\/иг*в ийете-О.Зймг/кг*
ЩД котофора в воде - I р Омг/л*

Котофор рекомендован дяя применения в качестве с&лштм}ш х* 
цада для довсходового опрыскивания на посевах ово̂ ?ных ,Пахнешх культур

S-СИх-СНз



и хлопчатника.

2. Методика определения котофора в воде,, почве, хлопковых 
семенах, продуктах питания растительного происхождения 
и биолог ическом материале методом тонкослойной хроматогра
фии и У§-спектроскопии

2 Л .  Основные положения
Е Л  Л .  Принцип метода

Метод основан на извлечении котофора из исследуемой пробы органи
ческим растворителем, очистке экстракта и последующем определении мето
дами тонкослойной хроматографий и УФ-слектрофотометрии

Е Л . Е .  Метрологическая характеристика метода

Метрологические Метод Анализируемый объект
параметры а н а л и з а ^ ; Почва :Хлопковые : Раст» :Бноматериал

*• ;семена ; т т п ш :
Диапазон опре
деляемых кон
центраций

т е х

УФ

0,02-1,0 0,05-1,0 
мг/л мг/кг

0,02-0,5 0,05-0,5 0,05-0,5 
мг/л мг/кг мг/кг

0,6 - 1 , 0  
мкг/г

0,05-0,5
Ш '/кГ

Предел обнару
жения. мкг

т е х
УФ

1
2

5
5 . 3.5 ..2 . 5 ...

0,6

Предел обнару
жения

т е х
УФ

0,0?
кг/л
0,0?
мг/л

0,05
мг/кг
о.оз
мг/кг

0,05
мг/кг

0,05
мг/кг

0,6
мкг/г

Среднее значе
ние определения 
стандартных ко
личеств (П), % 
при п=5

т е х

УФ

96,8

97,0

87.0

94.0 84,0 90,0

75,0

Стандартное от
клонение,

т а
УФ

5,4

пае.

3,47 
... 2,95 10.7 ______3.95

5 093

Доверительный 
интервал средне
го при р=«0,9э; 
п«5

т а

УФ

±4,9

±2,63

*3.1

±4,69 ±17,01 ±6,28

±5,3

Относительное
стандартное
отклонение,?

т а
УФ

5,1

___ L 2 _

3,56 

- 3 J . . 12,7 _____ 4*3

7,1



2.1.3. Избирательность метода

Определению остаточных количеств котофора в воде, почве, хлопковых 
семенах, растительных продуктах и биологическом материале не мешают 
близкие по строению и области применения пестициды ~ меаоранил, промет- 
рин.

2.2. Реактивы и материалы

Этиловый спирт, хч, ТУ 6-09-1710-77 
Ацетон, чда, ГОСТ 2603-79 
н-Гексан, хч, ТУ 6-09-3375-78 
Хлороформ, чда, ГОСТ 20015-74 
Этиловый ефир (медицин.) фары.
Углерод четыреххлористый, хч, ГОСТ 20288-74 
Натрий сернокислый безводный, хч, ГОСТ 4166-76 
Силикагель ИСК, ГОСТ 3956-76 
Кальций сернокислый, чда, ТУ 6-09-706-76 
Алюминия окись для хроматографии, ТУ 6-09-3916-75 
Бромфеноловый синий, индикатор, чда, ТУ 6-09-5719-88', 0,4$6-ный 

раствор в ацетоне
Бромтимоловый синий, индикатор, чда, ТУ 6-09-2086-77 
Серебро азотнокислое, хч, ГОСТ 1277-75, 2$£-ный водный раствор 
Лимонная кислота, хч, ГОСТ 908-79, 4$-ный водный раствор 
Соляная кислота, хч, ГОСТ 3118-77, 1н водный раствор 
Натр едай, хч, ГОСТ 4328-77, 1н водный раствор 
Уголь активированный марки "БАУ", ТУ 6-09-3247-73 
Фильтры бумажные, ТУ 6-09-1678-77 
Пластинки для хроматографии "Силуфол" (ЧССР)
Вата обезжиренная (гигроскопическая)
Стандартные растворы котофора в хлороформе с содержанием 500 и 

100мхг/мл

2.3. Приборы, аппаратура и посуда

Спектрофотометр СФ-4а или др. аналогичный прибор 
Шкаф вытяжной химический 
Шкаф сушльный|ТУ; I6-53I-299-7I 
Испаритель ротационный ИР-1М/ГУ 25-II-9I7-74 
Аппарат для встряхивания жидкости в лабораторной посуде 

АВУ-I, ТУ 64-I-I08I-73
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Баня водяная, 46-22-587-75
Камера для опрыскивания^ ГОСТ -44tfi3-7Q
Камера дня хроматогра^рованьш , ГОСТ 10565-75
Пульверизатор стесанный, ГОСТ 19391-63
Воронки делительные на 150, 250, 10СКкже ГОСТ 8613-75
Воронки простые конусообразные с коротким стеблем $5 ГОСТ 8613-75
Колбы конические на 2 5 С т ;Г0€Т 10394-72
Колбы круглодонные на ККкй^ГОСТ 10394-72
Колбы мерные с коническим шлифом на 100 , ХОООш, ГОСТ 1770-74
Капилляры стеклянные
Пипетки на О Д  и 10мл„ ГОСТ 20292-74
Пластинки хроматографические стеклянные размером 9хХ2см
Сито лабораторное Р5, ГОСТ 3924-74
Сито лабораторное $ 40* ГОСТ 214-77

2о4„ Подготовка к определению 
2.4Л.Приготовление растворов

Приготовление 1н соляной кислоты <, 86мл 36%-ной соляной кислоты 
(d =Л,17В9г/см3) доводят в мерной колбе до 1л дистиллированной водой. 
Раствор можно приготовить из фиксанала. Хранить @ прохладном мест© в 
плотно закрытой склянке. Срок хранения 3 месяца.

Приготовление 1н раствора едкого натра. 40г едкого натра растео- 
рям* в минимальном количестве дистиллированной воды и доводят ею до 
Is. Рекомендуется использовать свежеприготовленные растворы.

Проявляющий реагент $1, Смесь равных объемов 0*4$ раствора брам- 
фенолового синего в ацетоне и 2% водного раствора азотнокислого еереб 
ра. Готовят перед употреблением,

Проявляющий реагента. 4% водный раствор лимонной кислоты. Хра
нить в прокладном месте не более 10 дней.

Проявляющий реагент ©3. В 25СЫл мерной колбе 1„0г азотнокислого 
еергбра, 0,1г бромтимояового синего растворяют в 90мл дистиллирован- 
iM?. воды и доводят объем до метки ацетоном. Готовят перед употреблени
ем.

Стандартные растворы. Стандартные растворы котофора с содержанием 
wX- . 700 ыкг действующего начала препарата в 1мл хлороформа,, готовя? 
n.i -1 г<*« т»'Аничеокого препарата с учетом % содержания действующего 

с тна. Г ест воры -хранить в прохладном мосте не более Т месяца.
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2,4.2. Приготовление хроматографических пластинок 
2.4.2Л.Пластинки с тонким слоем КСК

Тщательно промытую и высушенную пластинку размером 9x12см про
тирают ватным тампоном, смоченным в этиловом спирте или диэтиловом 
эфире и покрывают сорбционной массой, приготовленной из 35г силикаге
ля КСК, 2г сернокислого кальция и 90мл дистиллированной воды. Сорб
ционную массу готовя^ тщательно растирая в фарфоровой ступке снача
ла сухую смесь силикагеля с гипсом, а затем и с водой до однород
ной массы. Ю г  сорбционной массы равномерно распределяют по всей 
поверхности пластинки путем ее покачивания. Сушат пластинки при 
комнатной температуре 18-20 часов. Хранят в эксикаторе.

Силикагель предварительно очищают от примесей, для чего залива
ют его на Т8-20 часов соляной кислотой (1:1), кислоту сливают, про
мывают водой и кипятят 2-3 часа с разбавленной азотной кислотой (1:1}. 
промывают обычной водой, а затем и дистиллированной до нейтральной 
реакции промывных вод, сушат в сушильном- шкафу 4-6 часов при темпе
ратуре 130°С. Обработанный и просушенный силикагель дробят и просеи
вают через сито № 40. Хранят в склянке с притертой пробкой.

2.4.2.2. Пластинки с тонким слоем окиси алюминия

Для приготовления сорбционной массы на 10 пластинок берут 50г 
окиси алюминия, просеянной через сито №40, 5г сернокислого кальция. 
Окись алюминия с сернокислым кальцием тщательно растирают в фарфо
ровой ступке, переносят в коническую колбу прибавляют 150мл дистил
лированной воды и встряхивают до образования однородной массы. Полу*- 
ч е ш у ю  массу наносят тонким слоем на заранее приготовленные стеклян
ные пластинки. Пластинки сушат в течение 12-15 часов при комнатной 
температуре. Готовые пластинки хранят в эксикаторе.

2.4.3. Построение калибровочного графика доя спектрофометри- 
ческого определения

На пластинку наносят 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,7мд стан
дартного раствора концентрацией котофера - IООмкг/мл, что соответ
ствует 2, 5 , 10, 20, 30, 50, 70мкг и хроматографируют в смеси хло
роформ-гексан (4:1). С целью спвктрофотометрирования, пластинка 
снятая с камеры,проявляется не полностью, а частично. При этом 
ло 1фыяаетсл листком чистой бумаги участок опытной площади и опрыски-
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вается проявляющим реактивом Ю  только область одного из пятен 
(лучше одна из концевых областей, например с 70мкг вещества). За
тем предполагаемые площади опытных пятен на уровне стандарта коли
чественно вместе с окисью алюминия переносят в центрифужн$ш пробир
ки. В каждую пробирку заливают по 3 мл хлороформа, закрывают корко
вой пробкой и оставляют на 2 часа. Время от времени смесь взбалты
вают , затем экстракт центрифугируют при 1500об/мин в течение 15 ми
нут . После этого хлороформный слой центрифугата осторожно, не взму
чивая осадок, выливают в другую центрифужную пробирку и объем дово
дят хлороформом до Змл. Затем раствор переливают в Змм кювету м 
спектрофотометрируют при длине волны 247нм. Строят график зависимое* 
ти оптической плотности от концентрации вещества. Линейность пока
заний наблюдается в пределах 2-50мкг. При содержании котофора в про
бе более 50мкг, необходимо развести ее и коэффициент разведения учи
тывать при расчетах.

2.5. Отбор проб

Отбор проб производится в соответствии с “Унифицированными 
правилами отбора проб сельскохозяйственной продукции, продуктов пи
тания и объектов окружающей среды для определения микроколичеств 
пестицидов" (М3 СССР, ГСЭУ, Москва 1980г W 2051-79 от 21.08.79г), 
Отобранные пробы воды, почвы, хлопковых семян, продуктов питания 
растительного происхождения и биологического материала должны тран
спортироваться и храниться в стеклянной или полиэтиленовой таре, при 
чем пробы биоматериала следует хранить при температуре -5 f -8°С.

2.6. Проведение определения
2.6.1. Метод ТОС
2,6.1 Л. Экстракция

Вода. 1л анализируемой воды помещают в делительную воронку и 
трижды экстрагируют хлороформом порциями по 50* 30, ЗОш. Объединен
ный экстракт сливают через воронцу с 5-7г безводного сульфата нат
рия в колбу ротационного испарителя и отгоняют хлороформ до объема 
0,1-0,2мл при температуре бани 80сС.

Почва? 100г воздушно-сух ой печиы растирают в ступке, просеивают 
черев сито №5, заливают в конической колбе ацетоном до покрытия про
бы и оставляют ка ночь. Отфмльтрованный объединенный экстракт кипя
тят на водяной б;ше при температуре бани 60°С с активированным углем 
ыаржй (.V>) до исчезновения окраски. Растворитель фильтруют
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uepea бумажный фильтр "синяя лента" и безводный сульфат натрия в 
колбу для отгонки растворителя. Уголь на фильтре промывают несколь
кими порциями ацетона. Ацетон отгоняют с помощью ротационного испа
рителя до объема 0,1-0#2цл.

Биологический материал (кровь, печень, почки, легкие, селезенка, 
сердце, мышечная ткань), 5г биоматериала тщательно измельчают ножни
цами, помещают в колбу с притертой пробкой, заливают 30 мл смеси гек
сан-ацетон (1:1) и периодически встряхивают в течение часа. Сливают 
смесь гексан-ацетон, пробу повторно заливают смесью и опять периоди
чески встряхивают Г час, экстракцию повторяют трижды. Объединенные 
экстракты сушат безводным сернокислым натрием (3~5г) и упаривают при 
температуре бани 80°С. К сухому остатку прибавляют 2мл 1н соляной 
кислоты, тщательно ополаскивают стенки колбы. Смывы сливают в дели
тельную воронку, фильтруя через небольшой слой ваты. Колбу трижды 
ополаскивают 1мл 1н соляной кислоты, смывы сливают в ту же делитель
ную воронку. В делительную воронку добавляют 4мл 1н раствора едкого 
натра и перемешивают, а затем по каплям приливают 1н раствор едкого 
натра до ней^йдьной реакции (по индикаторной бумажке). После этого 
в воронку прибавляют 10 ил предварительно насыщенного водой хлоро
форма и встряхивают 1-2 минуты. Хлороформный экстракт сливают из во
ронки в колбу через слой безводного сернокислого натрия. Экстракцию 
хлороформом повторяют трижды. Объединенный хлороформный экстракт от
гоняют на ротационном испарителе при температуре бани 80°С до объема 
0,1-0,2шь

£.6,1*2. Хроматографирование

Подготовленные экстракты количественно наносят при помощи капил
лярной пипетки на хроматографическую пластинку Силуфол так, чтобы 
диаметр пятна не превышал 1с»ч. Центр пятна должен быть на расстоянии 
1,5см от нижнего края пластинки. Колбочку с экстрактом 2-3 раза смы
вают небольшими порциями хлороформа, который также наносят в центр 
первого лятна. Справа и слеЕа от пробы на расстоянии 2 см от нее на 
носят стандартные растворы (шприцем или микрогашеткой), содержащие 
5, 10, или 20мкг препарата.

Пластинку с нанесенными растворами помещают в хроматографическую 
камеру, в которую предварительно налита смесь растворителей гекСан- 
ацетрн в соотношении 10:3 или четыреххлористый углерод-диэтил о вый 
эфир в соотношении 4:1. Край пластинки не должен быть погружен ь 
раствор более, чем на 0,5см. После того как фронт подвижного раствори
теля поднимется на 10см, пластинку вынимают и оставляют на несколь-
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ко минут на воздухе для испарения подвижного растворителя. Пластин- 
icy обрабатывают с помощью пульверизатора проявляющим реактивом >!• 
После высушивания пластинки на воздухе, ее обрабатывают проявляющим 
реактивом №2. Зоны локализации препарата обнаруживаются в виде синих 
пятен на желтом фоне со следующими величинами R| :

Система Величина R|
подвижных растворителей силикагель пип силуфол

Гексан-ацетон (10:3) 0,52*0,01 0,50*0,01

Четыреххлористый углерод- 
дизтиловый эфир (4:1) 0,21*0,01 0,23*0,01

Количество котофора определяют путем сравнения размеров и интен
сивности окраски пятен пестицида на хроматограммах пробы и стандарт
ного раствора.

2.6.2. Метод УФ-опектрофотометрии 
2.6.2Л, Экстракция

Вода, почва. Экстракция проводится аналогично 2 . 6 Л Л .  
Хлопковые семена. Размельченные в ступке хлопковые семена (50г) 
трехкратно экстрагируют хлороформом по 50мл, хлороформные экстракты 
объединяют, фильтруют через бумажный фильтр в выпарительнуй колбоч
ку и выпаривают до полного удаления хлороформа. Содержимое выпари
тельной колбочки переносят в коническую колбу на 250мл путем двух
кратного смыва по 25шт ацетоном. Затем в эту же колбу добавляют 
100мл ледяной дистиллированной воды. Колбу с содержимым ставят в 
морозильную камеру холодильника на I час, после чего колбу вынимают 
из холодильника и содержимся быстро фильтруют через бумажный фильтр 
« другу*? коническую колбу и вновь ставят в морозильную камеру. Черва 
I час колбу снимают, содержимое фильтруют в выпарительную колбочду 
и имеющийся в фильтрате ацетон выпаривают на ротационном испарителе 
или водяной бане. Оставшуюся водную фракцию экстракта переносят в 
делительную воронку и трижды экстрагируют хлороформом по 25мл. Эн- 
«тракты объединяют, суи.ат над безводным сульфатом натрия и выпари
вают досуха.

Растительные п'юаукты (кац-тсфель» лук, томаты). Из средней про- 
c., продуктов, размельченных милеером или мясорубкой, отбирают навес
ку ь * Or* - Зистрак^о проводят трехкратно хлороформом по ТООил в теча-
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нив 30-40минут. Полученные экстракты объединяют и выпаривают досуха 
на ротационном испарителе или водяной бане.

2.б.2,2. Хроматографирование и спектрофотометрическое 
определение

Колбочку из под экстракта трехкратно ополаскивают по 0,1мл 
хлороформа и полученный смыв наносят на хроматографическую пластинку, 
отступя на 1см от ее нижнего края. Рядом с пробой на пластинку нано
сят стандарт с известной концентрацией котофора. Затем развивают 
хроматограмму в смеси хлороформ-гексан (4:1). После завершения раз
гонки (10см), пластинку вынимают из камеры и высушивают при комнат
ной температуре в течение 10 минут. Покрыв листком чистой бумаги 
участок опытной площади пластинки, обрабатывают проявляющим реакти
вом #3 лишь зону локализации свидетеля (R|*0,50-0,60). Далее посту
пают как в 2.4.3., спектрофотометрируя конечные растворы при длине 
волны 247км.

Количество котофора определяют по калибровочному графику.

2.7.. Обработка результатов

Содержание котофора в анализируемой пробе рассчитывают по 
формуле

А .
X а -----

Р ,

где:Х - содержание котофора в анализируемой пробе, мг/л, мг/яг; 
мкг/г (в случае биоматериала);

А - в варианте ТСХ, количество котофора, найденное путем сравне
ния со стандартом, мкг;
в варианте спектрофотометрического определения, количество 
котофора, найденное по калибровочному графику, ш и 1;

Р - количество пробы, взятой для анализа, мл, г.

3. Техника безопасности

При определении остаточных количеств котофора необходимо соблю
дать требования техники безопасности при работе с ядовитыми, взрьшо- 
и огнеопасными веществами.
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