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ВРЕМЕННЫЕ МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ ПО ОПРЕДЕЛЕНИЮ ПРОТИОФОСА 

В РАСТИТЕЛЬНОМ МАТЕРИАЛЕ, ПОЧВЕ И ВОДЕ ТОНКОСЛОЙНОЙ И 

ГАЗОВОЙ ХРОМАТОГРАФИЕЙ

I .  Краткая характеристика препарата.

I Л * Протиофос

1*2* О -этил-Л ’ -А~пропил-0~(2,4~дцхлорфенил)тйонотиолфосфат

1 .3 .  Структурная формула:

^ г Мол. масса 345,2

1 .4 .  Синонимы: A /T /V  3629, токутион

1 .5 .  Технический продукт -  бесцветная жидкость с температурой 

кипения 125“ 128°Св Растворимость в воде -  0 ,17  мг/IGG г при 20°С. 

Хорошо растворим в органических растворителях.

Протиофос -  контактно-кише .ный инсектицид, ЛД50 для крыс -  

-  991 м г /к г . Эффективен против чешуекрылых, трилоов, червецов; 

обладает некоторой акарицидной и афицидной активностью.
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2 . Методика определения протиофоса

2*1* Основные положения

2 . 1 . 1. Принцип метода

Метод основан на хроматографическом (газожидкостная и тонко­

слойная хроматография) определении протиофоса после экстракции из 

образца органическим растворителем* а для почвы -  смесью ацетона с 

0 ,0 5  н водным раствором хлористого кальция в соотношении 1 : 1 , очист­

ке путем переакстракции, а также на колонке с окисью алюминия.

Хроматографическое определение в тонком слое проводится иа плас­

тинках со  слоем силикагеля марки КСК или на пластинках "Силуфол"* 

Хроматографируют в системе гексан-ацетон ( 4 :1 ) ,  проявляют пластинки 

2 , 6-дибромхинонхлоришдоы или другим реагентом, используемым для 

обнаружения фосфорорганических пестицидов*

Для газохроматографического определения используют термоионный 

детектор (ДТИ) или детектор по захвату электронов (ДЭЗ) или посто­

янной скорости рекомбинации (ДПР), колонка стеклянная о носителями 

и фазами, указанными в разделе 2*4*2.

2. 1. 2. Метрологическая характеристика метода

тех ш

Минимально детектируемое количество 

Нижний предел определения 

Р -  размах варьирования, %%

0 ,5  мкг I нг

0 ,05 м к /кг,м г/л  0,01 м г /к г ,1

в растениях 

в почве 

в воде

7 5 .0 -  90 ,0  7 5 ,0 -9 5 ,0

7 0 .0 -  95 ,0  9 0 ,0 -9 9 ,0

8 5 .0 -  95 ,0  9 0 ,0 -9 9 ,0

с -  среднее значение определения, %%

в растениях 

в почве

83,2s

>35,0
89,4в воде
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-  стандартное отклонение, %

в растениях ±  5 .3 ±  4 ,9
в почве ±  5 ,7 + 5 ,2
в воде ± 4 ,4 ±  4 ,8

Доверительный интервал среднего при сС =0,95 и Л - 5  - 2,571

2 .1 .3 .  Избирательность метода: другие ФОН не мешают определению.

2 .2 . Реактивы к растворы

Ацетон, ч . д .а . , ГОСТ 2603-79

Ацетонитрил, ч . , ТУ 6-09-3375-78

Бензол, х . ч . , ГОСТ 5955-75

Гексан, х .ч . ,  ТУ 6-09-3375-78

Диметилформамид, ч . , ГОСТ 5703-70

Хлороформ, х . ч . , ГОСТ 2015-74
Кислота уксусная, чда, ГОСТ 61-69

Алюминий окись, для хроматографии, ч . , ТУ 6-09-3916-75 

Кальций хлористый, х . ч . ,  ГОСТ 4T4I-76 

Натрий сернокислый, безводный, ч . д .а . , ГОСТ 4166-76 

Палладий двуххлористый, ч . , ТУ 6-09-2025-75 

Серебро азотнокислое, ч . д .а . , ГОСТ 1277-63 

Бромфеноловый синий, водорастворимый, чда, ТУ 6 -0 9 -3 II-7 0  
2,6-дибромхинонхлоримид, ч . , МРТУ 6-09-3665-67 

Силикагель КСК или пластинки "Силуфол" ЧССР)

5%SЕ-30 на хроматоне / / Z ( 0 ,Т25-0,160 ЧССР)

5$ /Е -ЗО  на хезасорбе АН/(0 ,25 0 -0 ,3 60  мм) / ^ л ^ у ^ Ч С С Р /

3% ОУ-225 на хроматоне Л/~ 7 2 ^ (0 ,2 0 0 -0 ,2 5 0  мм) ЧССР/

5% ХЕ-60 на хроматоне / / -  Д у\Г- (0 ,160-0 ,200  мм) /б З ^ г р ^ Ч С С Р /  
Азот особой чистоты 
Водород 

Сжатый воздух



-8 5 -

Проязлякщие реагенты:

-  0 , 2%-ный раствор 2 , 6-дибромхинонхлоримида в гексане
-  0 , 2%-ный раствор палладия двуххлористого в смеси вода-ацетон (1 : 1) 

о двумя каплями концентрированной соляной кислоты

-  Бромфеноловый синий : 0,03 г бромфенолевого синего растворяют в 

10 мл ацетона, затем 0,5% водно-ацетоновым раствором азотнокислого 

серебра ( I  ч* воды, 3 ч* ацетона) смесь доводят до 100 мд; 5%-ный 

раствор уксусной кислоты*

Стандартный раствор протиофоса в н-гексане -  I мкг/мл для ГЖХ и

100 мкг/мл для TCI*

2.3* Приборы и посуда

Хроматограф иЦвет-106" или аналогичный прибор с детекторами термо­

ионным (ДТИ), по захвату электронов(ДЭЗ) или постоянной скорости ре­

комбинации (ДПР)
Аппарат для встряхивания колб

Ротационный вакуумный испаритель, МРТУ 42-2589-66, или аналогичный 

прибор для отгонки растворителей под вакуумом

Колбы конические со  шлифами и пробками на 250-500 мл, ГОСТ 10394-72

Колбы круглодонные со шлифами на 100-500 мл, ГОСТ 10394-72 

Воронки, ГОСТ 8613-75

Делительные воронки на 0 ,5 -1 ,0  л ГОСТ 8613-75 

Колбы мерные на 100 мл, ГОСТ 1770-74

Колонки для адсорбционной хроматографии(300x15 мм), МРТУ 42-2590-66 

Хроматографическая камера 

Пульверизаторы стеклянные

Пипетки на ОД и 1 ,0  мл, ГОСТ 20292-74 

Почвенное сито 

Микрошприц на 10 мкл



Цилиндры мерные на 50-TQO мл, ГОСТ 1770-64 

Колонки стеклянные ( 1000x3 мм)

2 ,4 .  Отбор проб и подготовка к анализу

7 .4 .1 .  Отбор проб

Отбор проб производят в соответстви и  о унифицированными прави­

лами отбора проб для определения микроколичеств пестицидов в сель­

скохозяйственной продукции, продуктах питания и объектах окружа­

ющей среды , утвержденными Заместителем Главного Государственного 

санитарного врача СССР 21*08» 1979 Ш Ш -7 9 *

Растительную продукцию ( овощи: капусту , огурцы и д р .;  фрукты, 

зеленую массу растен и й ) измельчают и отбирают квартованием среднюю 

пробу 25 г*

Почву в естеств ен н о  влажном состоянии или воздушно-сухую тща­

тельно перемешивают, измельчают, просеивают через почвенное оито и 

отбирают для анализа среднюю пробу 10 -25  г .

Проба воды -  100 мл.

2 .4 .2 .  Приготовление хроматографических колонок.

Стеклянные хроматографические колонки (1000x3 мм) заполняют х р о - 

матоном (0 ,2 0 0 -0 ,2 5 0  мы), пропитанным 3% ОУ-225, хроматоном

У -  f c f k l  (0 ,1 2 5 -0 ,1 6 0  м и ), пропитанным 5%_ В-30, либо 5% 1Е-30 на 

хвзасорбе А И /{0 ,2 5 0 -0 ,3 6 0  мм) или 5% ХЕ-60 на хроматоне 

(О ,* 6 0 -0 ,2 0 0  мм),

2 .4 .3 .  Построение градуировочного графика.

Для количественного определения прохиофоса во введенной аликвоте 

используют метод абсолютной калибровк. ,  который заключается в п остр о ­

ении графической зависимости высоты или площади хроматографического 

пика от содержания вещества в стандартной пробе. По оси ординат о т -  

кдэдывают значения высот (площадей) хроматографических пиков в ш  

( ш ! или ы кВ -сек ), а по оси абсцисс -  абсолютное количество и ссле­

дуемого * соответствующ ее данному лику.



Градуировочный график необходимо строить в день газохроматогрофи -  

чеокого анализа проб в тех же условиях, особенно при работе с ДТП.

2» 5 , Проведение определения.

2 .5 .1 #  Экстракция и очистка экстрактов

Из растительных проб протиофос извлекают 100 мл смеси ацетона с 

водой ( 1 : 1 ) ,  из почвенных проб -  50 мл смеси ацетона с 0 ,05  н раство­

ром . гористого кальция ( 1 : 1) ,  из воды -  хлороформом, порциями по 50 мл 

дважды и 25 мл. Экстрагируют при встряхивании по 30 минут. После это ­

го  растительные экстракты помещают в холодильную камеру или в смесь 

соли и льда для вымораживания носков. Пробы далее фильтруют через бу­

мажный фильтр. Из объединенного фильтрата иротиофос переэкстрагируют 

в н -гек са н , прибавляя последний порциями по 20 мл, каждый раз встря­

хивая в делительной воронке в течение 3 -5  минут. Гексановые фракции 

высушивают путем фильтрования через слой безводного сериокислого нат­

рия, объединяют и концентрируют до небольшого объема( 1 , 0- 0 ,5  мл) под 

вакуумом при температуре 40°С.

Экстракты из растительных объектов в некоторых случаях нуждаются 

в дополнительной очистке. Для этого  из пробы растворитель отгоняют 

полностью, к остатку прибавляют по 5 мл ацетонитрила дважды (вместо 

ацетонитрила можно использовать димотилформаиид), каждый раз оливоя 

растворитель в чистую колбу. К общему объему растворителя (10 мл) до­

бавляют 40 мл дистиллированной воды. Затем в течение 3 -5  минут про­

изводят переэпстракцию лротио*оса в н-гексан ровными объемами при 

встряхивании. Объединенный гексановый экстракт.высушивают безводным 

сернокислым натрием и концентрируют под вакуумом при 40°С.

Дальнейшую очистку растительных проб и проб из почвы производят на 

колонке (300x15 мм), заполненной последовательно сернокислым натряси 

(3 -4  г ) ,  окисью алюминия (5 г )  и снова сернокислым натрием(2*г). Пред­

варительно колонку ‘промывают хлороформом (3 0 /4 0  мл). Протио-'ос о-ю н-
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руют бензолом (50 мл). Растворитель отгоняют под вакуумом до объема 

0 ,3 -0 ,5  мл* Количество инсектицида определяют хроматографическими ме­

тодами. Для ГЖХ очистка экстрактов из растений и почвы на колонках, 

как правило, не требу ется .

2 .5 .2 . .  Условия хроматографирования в тонком слое

Проба с помощью капилляра или микрошшетки наносится на хромато­

графическую пластинку со  слоем силикагеля или на иСилуфоли. Парал­

лельно на пла&тинку наносят серию стандартных растворов с содержа­

нием 3 , 5 , 10 мкг действующего вещества протиофоса. Хроматографируют 

в системе гексан-ацетон ( 4 : 1 ) ,  проветривают и опрыскивают одним из 

проявляющих реаген тов ;

-  Хроматограмму опрыскивают 0,2%-ным раствором 2,6-дибромхинонхлор- 

имида в гек сан е , затем нагревают в течение 30 секунд в термостате при 

температуре IIQ -I2 0 °C . Дротиофоо проявляется в виде красных пятен на 

белом фоне. Нижний предел определения протиофоса в листьях капусты

-  0 ,5  мкг.

-  Хроматограмму опрыскивают 0,2%-ным раствором хлористого палладия. 

Протиофос проявляется в виде желтых пятен о коричневой окантовкой на 

светлом фоне. Нижний предел обнаружения протиофоса в листьях капусты

-  3 мкг.

-  Хроматограмму обрабатывают бромфеноловым синим с последующим о б е с ­

цвечением фона раствором лимонной кислоты. Протиофос проявляется в ви­

де серо-си н и х  пятен Ш желтом фоне. Нижний предел обнаружения п рсти о- 

фооа в листьях капусты 5 мкг.

Значение ч  протиофоса в системе н -гексан ~ ац етон (4 ;1 ) равно 

0 ,5 2 ^ 0 ,0 2 , в системе бензол-хлороформ ( 1 : 1) 0 ,6 5+ 0 ,03  ( при темпера- 

type 1 8 °С ),

Содержание протиофоса в исследуемой объекте вычисляют по формуле;
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А
X ---------- f где

P
A -  количество препарата, найденное по хроматограмме при сравнении 

со  стандартами, мкг;

Р -  навеска исследуемой пробы, мг, или объем воды, мл;

X -  содержание протиофоса в пробе, мкг/кг или м г/л.

2*5*3. Условия газожидкостного хроматографирования

С помощью микрошприца аликвотную часть исследуемого раствора 

(1 -5  мкл) вводят в испаритель хроматографа*

Для количественного определения протиофоса используют хроматограф 

с термоионным детектором(ДТИ) или по захвату электронов (ДЭЗ) или 

постоянной скорости рекомбинации (ДПР)* фазы и носители описаны в 

разделе 2*4.2*

При работе с ДТИ скорость газа-носителя -  азота особой чистоты 

-  25 м л /ш н , скорость водорода -  15-18 мл/мин, скорость воздуха -  

170 мл/мин. При работе с ДЭЗ (ДПР) скорость газа-носителя -  40-50 мл/мин, 

скорость продувки -  120-150 мл/мин* При работе как о ДТИ, так U о 

ДЭЗ (ДПР) скорость диаграмной ленты 600 мм/час, температура термоста­

та колонок 180™200°С*

Время удерживания протиофоса в указанных условиях на колонке с

5%J*E~3Q на хезасорбе AH;‘ (0 t 25&“0*360) при температуре колонки 2QQ°C 

-  2 минуты 10 секунд при работе с ДПР.

Количественное определение протиофоса во введенной аликвоте прово­

дят с помощью градуировочного графика (см. 2 .4 .3 .) *

Содержание протиофоса в анализируемой пробе вычисляют по формуле:

С х К
X я , где •

7 х Р

X -  содержание протиофоса в анализируемой пробе, мг/кг или мг/л;

С -  общий объем раствооа.. мл:
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У -  объем аликвоты , вводимом в хроматограф , мкл;

К -  к ол и чество  препарата в  а л и к воте , определенное ло градуировочн о­

му графику, н г ;

Р -  навеска анализируем ого в е щ е с т в а ,г , или объем воды, мл.

Если при введении в хроматограф получаются слишком большие пи­

ки или происходит "заш каливание", г о т о в я т  более разбавленные р а с т ­

воры , добавляя к конечному ра створу  пипеткоИ и зв естн ое  к оли чество 

гексан а или разбавляя  отобранную аликвоту до определенного объем а. 

2 .6 .  Обработка р е зу л ь та то в  анализа приведена в 2 .5 ,2 .  и 2 .5 ,5 .

3 . Требования б е зо п а сн о сти

Общепринятые требования при р а б оте  с  горючими растворителями 

и фосфорорганическими пестицидами.
М етодические указания разработан ы ;

Петрова Т .М ,, Красникова И .Г . ,  Мельникова З .В . -  Всесоюзный 

н аучн о-и ссл ед ова тел ьски й  и н сти тут защити растений., Ленинград,
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С С Д Е Р Ж А Н И Е

ХЛОРОРГАШЧЕСКИЕ ПЕСТИЦИДЫ

1 .  Временные методические указания указания по

определению ХОП (ДДТ,ДДЗ,ДДД, -ГХЦГ) в рыбе 
и рыбной продукции методом газожидкостной хрома­
тограф ии.

2 .  М етодические указании ло определению ХОП и сим- 
триазиновых пестицидов при их совместном присут­
ствии в почве с помощью Г1Х-

3 . Временные методические указания по определению 
остаточны х количеств митрана в воде ,сл и вах  и

яблоках методом ТСХ.

5-ОС5ОРОРГАНМЧЕСКИЕ ПЕСТИЦИДУ

I* М етодические указания по определению афоса в в о з ­
духе рабочей зоны методами ПкХ и ТСХ.

2 , Временные методические указания по определению б о я -  
ста р а  в ботве  и оу бн ж х  картофеля, листьях и стеблях 
хлопчатника, ка п у сте , почве и воде ТСХ и FIX.

3 .  Методические указания по определению глифосата и его  
м етаболи та- аминометилфосфоновой кислоты методом хро­
матографии в в о д е , п оч ве , растительном материале *

4 , Методические указания по определению остаточных ко­
личеств дурсбана в в оде ,п очве ,л есн ой  растительности

и биосредах методом ТСХ.

5 . Временные методические указания по определению каун- 
то р а  в растениях сахарной свеклы и почве методом ТСХ,

Стр*

I

12

23

29

36

46

54

* 61
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б* Методические указания по определению метилмеркапто- 
фоса в воде, почве, винограде и зеленой масое хме­
ля Ш  и ТСХ. 67

7 . Временные методические указания по определению офу-
нака методами ГЖХ и ТСХ в почБе,растениях,воде водое­
мов. 75

8 . Временные методические указания по определению протио- 
фоса в растительном материале,почве и воде методами
ГЮ( и ТСХ« 52

9 . Временные методические указания по определению с е -  
лекрона в растительной продукции, почве и воде ТСк
и MX# 9j

10# Временны» методические указания по определению хлоро­
фоса энзимно-хроматографическим методом в лцстыас 
белладонн и траве мяты перечной. ^0

II# Методические указания по определению в зерне и про­
дуктах его переработки ФОП,применяемых для обеззаражи­
вания зерна и зернохранилищ,хроматографическими мето­

дами® 105

АЗОТСОДЕРЖАЩИЕ ПЕСТИЦИДУ
1 . Методические указания по определению остаточных коли­

честв акрекса,диносеба,каратака,ДНОКа в воде,почве.
ш растительном материале хроматографическими методами. ц д

2 . Временные методические указания по определению байгоиа
методом ГЖХ в молоке, Р30

3 . Временные методические указания по -определению барнона 
в воде, почве, растениях методом ГНХ.
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Методически© указания по определению кронетона 
в в о д е , почве, корне югубнеплодах и растительном ма­
териала тех , ^

5* Временные методические указания по определению ри до- 
кила методом хроматографии в в о д е , почв©, растительном 
материала,

6 , Временные методические указания по определению р о в - 
раля методом ТСХ в в о д е f почве # томатах , картофеле*ви­
ноград© , виноградном соке и вине* 168

7* Временные методические указания ронилана в раститель­
ной продукции*почве и вод© ТСХ и ГЖХ, 175

Вт Временные методические указания по определению э в и с е х - 
та в растительной продукции*почве и в воде ТСХ, 162

9 , Временны© методические указания ло определению э т и -
римода в растительной продукции#почве и воде ТСХ» 188

ПРОЧИЕ ПЕСТИЦИДЫ

I* Временны© методические указания по определению г о р а -  
нилбутирата методом Г1Х и ТСХ в почве, воде , корнепло­
дах и листьях сахарной свеклы,

dm Временные методические указания по определению бром- 
пропилата(неорона) ь яблоках и цитрусовых методом г а ­
зовой хроматографии, 206

X  Временные методические указания по определению илдокса- 
на в воде и печво методом Г О .

Временные методические указания по хроматографичес­
кому определению изатрина в почве м воде, 217



5 . Временны© методические указания по определению 
омайтй методами Г&Х и ТСХ в почве,в воде и расте­
ниях.

6 . Методические указания по1определению хлората маг­
ния в почве,воде,растениях(лодсолнечнике,луке) и 
в воздухе полярографическим и хроматографическим 
(ТСХ) методами.

7 . Временные методические указания по определению оста  
Точных количеств некоторых аналогов ювенильного гор 
иона (алтосида#алтозара и п-бромфенилового эфира 
гераниола) в растениях картофеля и почве методами 
тех и ПСХ.

Дополнения
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