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ВРЕМЕННЫЕ МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ ПО О Ш Щ Щ Е Ш Ш  
КН-77 В СОЕ МЕТОДОМ ТОНКОСЛОЙНОЙ Ш Ж А Т О Г Р А Ш

X* Краткая характеристика препарата

Активное вещество КН-77 - 4-метш1-7-оксй-^8-штюшц-ч5ис-(1̂  - 
хяорэтид) -ашгаокумарин ,

КН-77 представляет собой порошок светло-желтого цвета* Раство
рим в хлороформе, ацетоне* Выпускался в виде 80?-99? порошка*
МДУ в сое не установлена*

2* Методика определения КН-77 в сое методом 
тонкослойной хроматографии

2*1* Основные положения
2 Л Л *  Принцип метода
Метод основан на извлечении КН-77 из сое хлороформом, отгонке 

растворителя и .хроматографировании в тонком слое сорбента (синяка- 
гель КСК).

Проявление хроматограммы осуществляется диазотировашюй суль- 
фашловой кислотой (красные пятна)*

Количественное определение КН-77 производится сравнением ин
тенсивности окраски и размера пятен пробы и стандартного раствора*

2*1 *2* Метрологическая характеристика метода

Диапазон определяемых концентраций 3 - 5 0  мкг*
Нижний предел обнаружения - 0„06 мг/кг
Размах варьирования - 76-90?
Среднее значение определения - 85?
Стандартное отклонение ± 1006?
Относительное стандартное отклонение £ 12,8?



2*1,3. Избирательность метода

Определению не мешают наполнители технического препарата.

2.2. Реактивы и растворы

Бензол ,чда,ГОСТ 5955-75
Хлороформ,хч.,ГОСТ 20015-74
Ацетон,хч,, ГОСТ 2603-79
Цетиловый спирт,хч.,ГОСТ 6995-77
Натрий сернокислый безводный, чда, ГОСТ 4166-76
Бумага фильтровальная /
Бата гигироскопическая/
Натрий нитрит,хч.,ТУ 38-10274-79
Калий гидроокись ,хч., ОСТ 6-0I-30I-74, 10? водный раствор
Натрий гидроокись,хч.,ГОСТ 4328-77,15? водный раствор
Серная кислота,хч. .ГОСТ 4204-77,0,1 н водный раствор
Соляная кислота,хч.,ГОСТ 3118-77, разбавленная дистиллированной
водой в соотношении 1:1
Спирт этиловый,96?, ТУ-6-09-1710-77
Эфир диэтиловый (для наркоза),фармакопея СССР
Сульфаняловая кислота,чда, ГОСТ 5821-78
Приготовление диазотированной сульфаниловой кислоты. 5 г оулъфани 
ловой кислоты растворяют в 25 мл 10? водного раствора гидроокиси 
калия. Раствор охлаждают в течение 30 ш н  в холодильнике и смеши
вают о 20 мл 10? водного раствора нитрита натрия. Полученный раст 
вор постепенно, по каплям, при перемешивании прибавляют к предва
рительно охлажденной в холодильнике разбавленной дистиллированной 
водой соляной кислоте (смешивают 10 мл, конц.соляной кислоты с 
5 мл дистиллированной воды). Температура реакционной смеси не 
должна быть в ш е  8°С. Образущуюся диазониевую соль отсасывают 
на воронке Бюхнера, промывают последовательно 10-15 т  ледяной 
воды, этилового спирта, диэтилового эфира и засушивают при ком
натной температуре в затемненном месте. Хранят соль в холодиль
нике, в банке из темного стекла.
Проявляющий реактив. Готовят растворением 1,25 г дказотировсшной 
сульфаниловой кислоты в 15? водном растворе гидроокиси натрия в 
мерной колбе на 100 мл. Применяют свекеприготоаяеюшй раствор. 
Дистиллированная вода, РОСТ 7602-72
Силикагель КПК, 1VCT 3956-76, раздробленный к просеянный через 
сито 100 меш.



Кальций сернокислый (Са S , ГОСТ 32X0-77, ш о у п ю н ш Ё  в те
чение б часов при температуре 160°С и просеянный 
Стандартный раствор КН-77 в ацетоне с содержанием 50 тг/ш* Гото
вят растворением 5 мг хч. препарата в ацетоне в мерной колбе на 
100 мл. Раствор хранят в холодильнике. Годен к употреблению в 
течение 2-х месяцев*

2.3, Приборы и посуда

Баня водяная,, ТУ 64-1-2850-76
Воронки химические,диаметр 6 см,ГОСТ 8613-75
Воронка Бюошера,диаметр 13 см,ГОСТ 9147-73
Воронка делительная,емк* 500 мл,ГОСТ 10054-75
Вакуумный водоструйный насос,ГОСТ 10396-75
Испаритель вакуумный ротационный, ИР-IM,ТУ 25-11-917-74
Камера для опрыскивания, 17 II-4I3-70
Камера для хроматографирования размером 150 х 200 ш
Колба Бунзена емк, 500 мд,ГОСТ 6514-75
Колбы мерные,ещ, 50, 100 мл,ГОСТ 1770-74
Посуда градуированная по ГОСТ 1770-74
Колбы н/ш емк. 100, 250 мл,ГОСТ 10394-72
Пластинки стеклянные размером 9 х 12 см
Часовое стекло
Чашка фарфоровая,ГОСТ 9147-73
Ступка фарфоровая с пестиком
Пульверизатор стеклянный,ГОСТ 10391-74
Сито капроновое (размер отверстий 0,0149 мм, (100 меш)
Эксикатор (для хранения пластинок), ГОСТ 6371-73

2.4, Подготовка к определению
2.4 Л  о Приготовление пластинок

14 г просеянного силикагеля смешивают в отупке о I г сернокис
лого кальция и суспендируют смесь в ступке в 40 т  дистиллирован
ной воды. Периодически помешивая, полученную суспензию равномерно 
наносят на 7-8 тщательно вымытых стеклянных пластинок размером 
9 х 12 см. Сушат пластинки при комнатной температуре в течение 
17-18 часов, хранят в эксикаторе над слоем осушителя (гранулиро
ванный силикагель КСК, 100 г).

2,4.2, Отбор проб

Отбор проб производится в соответствии с "Унифицированными
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правилаш отбора проб сельскохозяйственной продукции, шпцевнх 
Продуктов и объектов окружающей среды для определения микроколи
честв пестицидов” , утвержденными заместителем Главного Государст 
венного санитарного врача СССР 21.08,1979 г. эа Я2051-79.

2.5. Проведение определения
2.5.1, Экстракция

В коническую колбу шестимостью 250 ш  помещают 50 г сои, при
бавляют 2 мл 0,1 й серной неодеты, перемешивают пробу и заливают 
таким количеством хлороформа, чтобы его уровень под слоем сои сос
тавлял I см. Содержимое колбн периодически встряхивают вручную 
или на аппарате для встряхивания в течение 15-20 минут. Полученный 
экстракт отделяют фильтрованием через бумажный фильтр в делитель
ную воронку, а пробу дважды обрабатывают хлороформом, как описано 
выше. Объединенный в делительной воронке хлороформный экстракт 
промывают дважды дистиллированной водой, порциями по 50 мл и фильт
руют через слой безводного сульфата натрия (8-10 г) в химической 
воронке в круглодонную колбу вместимостью 150 т  или фарфоровую 
чашку. Растворитель испаряют на водяной бале, при температуре 60- 
65°С до объема I шт. Остаток растворителя удаляют потоком сухого 
воздуха с помощью резиновой груш.

2.5*2, Хроматографирование

Подученный концентрат стеклянным капшишром ю ш  шкропипетво® 
с ш**ощьго ацетона количественно наносят на хроттографаческую 
пластину (линия старта). Ридом с пробой наносят по 0,06, 0,10,
Сп2 т  стандартного раствора, что соответствует содержанию 3,0,
5,0е 10,0 мкг КН-77 в пятне. После нанесения пробн и стандартного 
раствора пластинку 15-20 мин выдерживают на воздухе. Для получения 
козшхтжг зоя препарата на хроматограмме с краев пластинки слева 
я справа (по вертикали, вдоль направления движения растворителя) 
снятют слой сорбента шириной 2-3 ш и  Пластинку с нанесенными про- 
бейт помещают в хроматографическую камеру с бензолом (30 т)% 
loose в о ж ы т  йкшта растаорятвдд та зтэсоту H-I2 оа хроматогра
фирование прекращают. Пластинку выдерживают на воздухе з течение 
15-20 мин для испарения бензола и приводят повторное хронатогре.- 
фирование в камере, предварительно насыщенной в течение 30-40 мен 
парами подвижного рас творя теля хлороформ-метанол а соотяояевда» 
50:0,2, Для насшаения камеры стенки обкладывают фшгьтройшгыюй
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бумагой, котс&я пропитывается подвижным растворителем, налитым на 
дно камеры (берут 50,2 вал подвижного растворителя). После окончания 
процесса хроматографирования (высота подъема фронта растворителя 
от линии старта составляет 10 см) пластинку извлекают из камеры 
и сушат в вытяжном шкафу» Для обнаружения зон локализации препара
та КН-77 пластинку обрабатывают проявляющим реактивом (расход про
являющего реактива на пластинку составляет 8-10 мд). При этом 
КН-77 проявляется в виде красного пятна спустя 3-5 юга после обра
ботки пластинки проявляющим реактивом. составляет 0,48-0,50*

2.6Ф Обработка результатов анализа

Количество препарата в  пробе о п р ед ел я ет  сравнением и нт*зксйвноо-- 
ти окраски и площади пятен препарата из пробы и стандартного раст
вора. Ввиду нестабильности окраска количественное определение 
КН-77 проводят сразу после проявлен?::? n:;voe.

Измерение площади проводят с помощью миллиметровой бумаги дли 
вычисляют аналогично площади пршоугодъкигса. Прямолинейная зависи
мость между площадью пятна и .содержанием КН-77 в пятне соблзрдается 
в интервале 3-10 мкг. При более высоком «■•держании препарата в 
пробе хроматографируют аликвоту концентрата.

Содержание КН-77 в анализируемой пробе в мг/кг вычисляют по 
формуле А .

А - количество КН-77 в рятне стандарта, близком до окраске к пятну 
пробы, мкг;

St ~ площадь пятна препарата стандарта» близкого по окраске к пятну 
пробы, мм2 ;
площадь пятна препарата пробы, мм2 ; 

р  - навеска образца, г.

2.7. Требования техники безопасности

Необходимо соблюдать общепринятые правила безопасности при 
работе с органическими растворителями л токсическими веществами.

2.8. Методика разработана Н.В.Суперсон, Л. Е. Запорожец, 
А.М.Шмигидиной, ВНИИ гигиены и токсикологии пестицидов, 
полимерных и пластических масс. г.Киев

ВМУ 3014-84
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