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Настоящие методические указания предназначены для

санитарно-эпидемиологических станций и научно-исследова
тельских учреждений Минздрава СССР,а также ветеринарных,агро
химических, контрольно-токсикологических лабораторий Мин
сел ьхоза  СССР и лаборатория других Министерств и ведомств, 
занимающихся анализом остаточных количеств пестицидов и био
препаратов в продуктах питания,корках и внешней среде*

Срок действия временных методических указаний устанав
ливается до утверждения гигиенических регламентов*
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тений и сорняками при МСХ СССР*(Председатель группы эк с 
пертов -  М.Л.Клисенко)*
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Методические указания по определению глпфе-ата и его 
метаболита -  аминометилфосфоновой кислоты методом хроматогра
фии в воде, почве, растительном материале

I .  Кратка.я характеристика препарата

Н -  (фосфонометил)глицин
Структурная формула;

и
ПО -  С - СНо НН -  СНо

Ои- р - он 
он

Эмпирическая формула: CJi^O^NP 
Молекулярная масса 138,1
Синонимы и торговые названия: глйфооая?, раундап 
Я-(фосфонометил)глицин -  белое кристаллическое вещество, не лету

чее, стабильно при условии хранения.Вы*ае 50°с разлагается. Раствори
мость в воде: 1% при 25 С. Нераствори^ о большинстве органических; 
растворителей. Удельный в е с . I , 18 г /см  (2Ь °С ). Естественным метабо
литом Н-(фоефонометил)глицина является анинометклфосфоновая кислота:

О

H,j* -  Cii2 * Р -  Oil 
ОН

Острая оральная токсичность глифсоага ЛД*^) Для йольпс крыс с о е -  
; * в л я *т *1900 м ( /  к г * ^

ДОК ооати в пи \\\& продуктах - 0,3мг At г, ПДК в в од о - 0 ,1мг/л . 
Гли! п®,1Т послевс ходом-!1**t листовь  ̂ rej^w.uu, обладающий зффеятив-



ным действием на многолетние, двулетние, однолетние трави в широко
листные сорняки,

2 . Методика определения глиДосата и аминометилфосфоноаой 
кислоты в воде, почве, растительном материале хромате 
графическим методом

2 Л «  Основные положения
2 Л Л .  Принцип метода

Метод основан на извлечении глифосата и его  метаболита -  ш н ы и »  
тилфосфоновой кислоты, очистке экстрактов на ионообменных смолах и 
хроматографировании в тонком слое ионообменной смолы пластинок "£ик 
сион 50 x8", с  последующим проявлением кингидрином.

2 Л . 2 , Метрологическая характеристика метода

Метрологические параметры:Определяемое Анализируемый объект
: вещество вода : почва виноград кукуруз.

Диапазон определяемых : г;:.у;:ооз'»' 0 ,0 5 -0 ,3 0 ,0 5 -1 ,0 0,1  -  0 ,5 0,1  -  1
концентрации, м г /л , м г /к г  :Метаболит 0 .0 5 -0 .3 0 .0 5 -0 .8 0 .1  -  0 ,4 , 9 ,1  - . 0.
Предел обнаружения, мкг : 1глпфос?.т 1 .5 2 .5 5 ,0 2 ,5

: Метаболпт Т .5 2 .5 5 ,0 _ 2 ,Ь.
Предел обнаружения,мг/л : глиросат 0 ,0 5 0 ,0 5 0.1 0,1

: Метаболит 0 ,0 5 0 .0 5 0,1  ... J L L
Среднее значение о пределе: глифо^ат 8 2 ,0 7 0 ,0 6 9 ,0 7 1 .0
и и я* стандартных ко л и ч е с т в у е т  а болит
(О, % :

8 0 ,0 7 3 ,0 7 2 ,0 7 4 ,0

Стандартное. отклонение, : Imu+iOoaT 4 ,6 3 ,4 6 3 ,8 0 3,86
^ : Метаболит 5 ,0 4 .1 9 ... 3,86 ...4,1.1

Относительное стандартное:глзф осат 5,6. 4 ,9 5 ,6 5,4
отклонение, З*., % : Метаболит 6.2 5 ,7 5 .3 ____ 5 .5
Доверительный интервал : г ^ ^ о с а т 5 ,7 4 ,3 4 ,8 4 ,8
с редне го при р=0 ,9 5 , п «5 , :  М^таб»* шт 

£ :
6,2 5 ,2 4 .8 5 ,1

Погрешность определения, ггдрфосат 6 ,9 6,1  ;: 6 .9 6 ,7
% : Метаболит ____и 2*1 J :---- i i 6 — 6 Х9

2 Л .З .  Избирательность метода

Определению глифосата мешают соединения ̂  дающие цветную реакции 
с кингидрином -  аминокислоты, пептлды, первичные и вторичные амии.» 
однако применяющиеся методы извлечения г очистки экстрактов ил к;*
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лонках с  ионообменными смолами позволяют считать метод обладающим 
высокой степенью избирательности,

2 ,2 ,  Реактивы и материалы

Пластинки хроматографические "Фиксион 50x8" (ВНР)
Вода бидистиллированная
Натрий тетраборьокислый, осч 3 -4  ТУ 6 -0 9 -3 970 -75 , 0,05М водный 

раствор (pH 9 ,1 8 )

Нингидрин, чда, ТУ 6 -0 9 -I0 -I3 8 4 -7 9  
Ацетон, ГОСТ 2603-79 
Кадмий уксуснокислый, чда, ГОСТ 5824-71 
Уксусная кислота (ледяная), хч , ГОСТ 61-75 
Этиловый п и р т ,  хч , ТУ 6-09-1710 -77  
Медь (11) азотнокислая, чда, ТУ 6 -09 -3757 -74  
Азотная кислота, хч . ГОСТ 4461-77 
Катионообмеиная смола AG 50\У х8 
Катионооб иная смола КУ-2-8 ГОСТ 20298-74 
Анионообмы шал смола Диоtite А-101Д 
Аиионообменная смола A B -I7-8, ГОСТ 20301-74
Соляная кислота, хч , ГОСТ 3118-77, 25%-ный и 2М водные растворы 
Натрий гидроокись, хч , ГОСТ 4328-77, 10% и 4% водные растворы 
Аммоний углекислый кислый, чда, »*0iT 3762-78, 0,5М и IM водные 

растворы
Аммиак водный, чда, ГОСТ 3760-79, 0,5М водный раствор
Хлороформ, хч , ТУ 6-09-4263 -76
Уголь активированный "ВАУ", ТУ 6-09 -3247 -73
Сухой лед
Стекловата
Стандартнь!й раствор глифо^ата с содержанием 1мг/мл хч вещества 
Стандартный раствор аминометилфосфоновой кислоты с  содержанием 

Гмг/мл хч вещества
Проявляющий реактив I :  1%-ный раствор нингидрина в ацетоне 
Проявтгтющий реактив 2 : 1г кадмия уксуснокислого в смеси 50мл ле

дяной уксусной КИСЛОТЫ И 100NOI воды
ПропвгкющиП реактив 1а: 0 ,2% раствор нингидрина в этиловом спирте

и Змл ледяной уксусной кислоты
... проявляющий реактив 2а: Хмл насыщенного водного* раствора меди * 
ч -  Здесь и в дальнейшем вместо слов "бидистиллированная ■■вода" будет

угг-^рсблятея слово "соу а"
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аэотнокислой с 0 , 2мл 10%-ной азотной кислоты доводят до 100 мл эти
ловым спиртом

2 ,3 .  Приборы, аппаратура и посуда

Колбы мерные, ГОСТ 1770-59, на 100, 1000мл 
Колбы конические, ГОСТ 10394-72, на 50 и 250мл 
Колбы круглодонные, ГОСТ 10394-72, на 250мл 
Стаканы химические, ГОСТ 10394-72, на 100 и 250мл 
Пипетки, ГОСТ 20292-74, на 1,2,5мл 
Баня водяная, ТУ 46 -22 -608 -75
Прибор для отгонки растворителя под вакуумом, ТУ 2 5 -I I -9 I7 -7 4  
Камера для хроштографировакия, ГОСТ 1065-66 
Ванна стеклянная термостатируемая для хроматографической камеры 

ЧКХ, ТУ..25-11 ■-1024-75 
Пульверизаторы стеклянные, ГОСТ 19391-65
Хроматографическая колонка (внутренний диаметр 1 ,5см , высота 30 

30см) для катионообменной смолы
Хроматографическая колонка (внутренний диаметр 1 ,2см , высота 30 

см ) для анионообмеиной смолы 
Камера для опрыскивания 
Микрошприц №111-10, с  ценой деления 0,2мкл 
Шкаф сушильный 
Шкаф вытяжной 
Вентилятор или фен 
Встряхив&тель , ТУ 64 -1-1081-73 
Центрифуга (13т. об/мин) , МРТУ 42-219-69

2 ,4 .  Подготовка к определению 
2 .4 .1 .  Приготовление растворов

0,05М раствор натрия тетрабориокислого. Готовят из 19,05г натрия 
тетраборнокислого десятиводного растворением в воде и доведением до 
1л водой.

10%-ный раствор азотной кислоты. Готовят из 57% ( ф ?  1,351 г/см* ) 
14,8мл азотной кислоты разводят в 94мл воды.

25%-ниЙ раствор соляной кислоты. 639мд соляной кислоты (35%,
&  1 ,1 75г /см  ) разводят в 300мл воды.

Щ  раствор соляной кислоты. 177,5мл соляной кислоты (3 5 % ,c k I ,P 5  
j / W ) доводят до 1л водой.

Ю ^ -т /й  раствор гидроокиси натрия. КЭн гидроокиси натрия pacrna 
рить в 900мл воды.



- 5 0 -
4%-ный р а ст в о р  гидроокиси натрия* 4 0 г  гидроокиси натрия р а ст в о 

рить в 960мл ьоды.
0 , 2%-ный р а ст в о р  нингидрина в этиловом  сп и р те . 0 , 2г  нингидрина 

ра ств ор и ть  в 126,2м л эти л ов ого  сп и р та .
IM р а ст в о р  аммония у гл ек и сл ого  к и сл ого . 7 9 г  аммония у гл ек и сл ого  

к и сл ого  растворяю т в воде и д овод ят до  1л .
0,5М р а ст в о р  аммония у гл ек и сл ого  к и сл о го . 3 9 ,5г аммония у гл е к и с

л о го  к и сл ого  растворяю т в воде и д овод я т  д о  1л . ^
0,5М  р а ст в о р  аммиака. 173,8мл водн ого  аммиака (22% , & = 0 ,9 1 5 г/см  ) 

д ов од я т  д о  I литра водой .

2 . 4 .2 .  П риготовление ионообменных колонок

Ионообменная хроматограф ическая колонка с  катионитом АО 5 0 ^ x 6  

или К У -2 -8 , Катионит с размером зерен  0 , 4 - 1 , 5мм, помещают в хими
ческий стакан  емкостью  250?ал, заливают бидистиллированчой водой и 
оставл я  V на 24 ч а са  для набухания. Воду затем  сливаю т, а катионит 
заливают 25%-ноЙ соляной кислотой  и встряхиваю т на встряхи вател е в 
течен и е In a c a , зат'*м промывают трижды водой и осторож но переносят 
вм есте  с  водой  в хроматографическую колонку (в ы сота  стол би ка смоли 
1 6 -1 7 с м ) . Сверху катионит уплотняют тампоном из стекл оваты . Через 
колонку пропускают 50мл 25%-ной соляной кислоты при ск ор ости  элю о- 
дии 3~4мл/мин а промывают водой до pH 7 . Переведенный таким образом  
в Н -  форцу катионит го то в  для проведения хроматографических р а зд е
лений.

Для регенерации катионита после хромат ограф и чески  о разделен ия, 
колонку заливают 10%-ным водны?' раствором  е д к ого  н атра, оставляя  
е г о  в к он так те  с  катионитом в течен и е ЗС-40минут. После э т о г о  р а ст 
в ор  из колонки удаляют, в к катиониту прибавляют свежую порцию р а ст 
вора  щелочи. Такую обра ботку  катионита проводят 2 -3  р а за . Затем ка
тионит промывают бидистиллированной водой и переводят я Н -форму 
как описано выше.

Ионообменная хроматографическая колонка с анионитом Дио£< te 101Д 
или A B -I7 -8 . Анионит суспензирую т с  водой в течение Гчоеа и. перено
ся т  в хроматографическую колонку ( I , 2 x30 cmJ ,  заполненную на тр еть  
водой (в ы сота  стол би к а  сыопы 2 0 см ). Сверху анионит уплотняют тампо
ном из стек л ова ты . Затем анионит прокрывают водным раствором  гидро-* 
карбон ата аммония пока и счезн ут видимые остатк и  после выпаривания 
взятой  пробы элюата (выпаривание проводят трехкратн о добавляя каж
дый раз 50мл в о д ы ), обычно на приведенную колонку р а сх од у ется  1 ,5 -  
2л IM р а ст в о р а  гидрокарбоната аммония. Затем промывают смолу 4 раза
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!00мл водой.Оереведенный таким образом в НСО^-форму анионит го 
тов для проведения хроматографических разделений.

Для регенерации анионита поело хроматографического разделения, 
колонку заливают 4%-ным водным раствором гидроокиси натрия, остав 
ляя его в контакте 20-30минут. После этого раствор из колонки уда
ляют, а к аниониту приливают свежую порцию раствора щелочи. Такую об
работку повторяют 2-Зраза, Далее анионит отмывают от щелочи водой до 
нейтральной реакции по фенолфталеину, переводя затем в НС0~-форму, 
как описано выше.

2 , 4.3  0Т<5°Р пробы

Отбор проб осуществляется в соответствии с Унифицированными пра
вилами отбора проб сельскохозяйственной продукции, продуктов пита
ния и объектов окружающей среды для определения микроколичеств пес
тицидов*, утвержденным Зам.Главного Государственного санитарного

врача СССР за Jfc- 2051-79 от  21 .08,1979 г .

2 .5  Проведение определения

Вода. 1 -1 ,5л  предварительно отфильтрованной воды проводят через 
анионообменную смолу со скоростью Ю-12мл/мин, промывают ЗхЮОмл 
воды и затем вытесняют 4х25мд (ДиоИ1е А-101Д) или 6x25мл (A B -I7- 
8 ) 0»5М раствором гидрокарбоната аммония. Собранный элюат (100мл 
в одном случае и 150мл в другом) выпаривают в вакууме досуха при 
температуре не выше 40°С, Если в колбе остается  белый осадок, то 
содержимое колбы растворяют в 50мл воды и выпаривают повторно. Ос
таток растворяют в 5мл воды и переносят в колонку с катионитом не
посредственно на поверхность гатионита, Элюат собирают сразу после 
Ьнесенил первой 5мл порции раствора, Колбу смывают 2:-;5мл водой и 
также переносят непосредственно на поверхность катионита. После т о 
го , как экстракт войдет в слой смолы, промывают колонку еще 50мл в о 
ды и собирают в тот же стакан. Содержимое стакана переносят в кпуг- 
лодонную колбу на 250мл, ополаскивают стакан Ю-15мл воды и пере
носят в ту же колбу. Подсоединяют колбу к прибору для отгонки раст
ворителя под вакуумом и нагревают на водяной бане не выше 40°С, пои 
нимгя Температуру медленно от комнатной. Сухой остаток растворяют 
в минимальном количестве воды и количественно переносят микро~»при- 
цем на хроматографическую пластинку,

Почва, Просеянную почву ( 2 ,3 - 2 ,5мм) с содержанием Т()-Я0% ала*-
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мости в количестве 25 -50 г помещают в центрифужную бутыль на 250мл м 

заливают 150мл 0,5М водного раствора аммиака. Помешивают 15микут, 
а затем центрифугируют 15 минут со скоростью ПОООоб/мин. Водный 
слой отделяют в двухлитровую колбу, а в центрифужную бутыль зали
вают повторно порцию 0,5М раствора аммиака. Экстракцию повторяют че
тыре раза. Объединенные экстракты доводят до 1 ,5 -1 ,8л и пропускают 
со  скоростью 10- 12мл/мин через колонку с анионитом, продолжая иссле
дование аналогично воде. Собранный элюат обрабатывают 2г активиро
ванного угля в течение 15 минут встряхиванием. Затем раствор отфиль
тровывают на стеклянном фильтре с  отсосом , промывают колбу и фильтр 
2x 10мл 0 , 5М раствора гидрокарбоната аммония и выпаривают д осу ха , пов
торяя выпаривание с  дополнительным количеством воды (50мл), до тех  
пор пока не исчезнет в кс$5е белый осадок. Далее анализ проводят 
аналогично анализу воды.

Кукуруза (зеленая м а сса ,зер н о). Пробу зерна или сухой массы за 
мораживают сухим льдом, измельчают и к навеске в 25г в центрифуж
ной бутыле приливают 50мл хлороформа и 90мл воды. Помешивают I мину
ту  и центрифугируют 15мин при 12- ХЗтыс.об/мин, декантируют верхний 
водный слой . Подобную экстракцию повторяют трижды. Объединенные эк 
стракты доводят водой до 1 ,5 - 1 ,8л и продолжают исследование анало
гично почве.

Виноград* 50г винограда, предварительно превращенного в кашицу, 
заливают в центрифужной пробирке на 250мл 50мл хлороформа и 90мл во
ды, встряхивают Ю-15минут и экстрагируют ?0  минут на центрифуге при 
4000об/мин. Верхний слой декантируют, а к остатку добавляют свежую 
порцию воды* Проэкстрагировав навеску трижды, водные вытяжки дово
дят до 1200мл и продолжают анализ аналогично почве.

Хооматогоа/Ьироваиие. Водные растворы наносят микротприцем на плас
тинку "Фиксион 50x8” на 2см от нижнего края пластинки, не повреждая 
слоя смолы и пятном не более 0 ,5см в диаметре, подсушивая рассеян
ной струей воздуха . Пластинку помещают в хроштографическую камеру с  
1см слоем 0,05М раствора натрия тетр&борнокислого в воде. Хроматогра
фическую камеру предварительно помещают я термостатируемую водяную 
ванну (5 0 °С ;. Термосттирование осуществляется на все время разви
тия хромате граммы восходящим способом. После окончания хроматогра
фирования ( около 90 минут), пластинку высушивают на воздухе и обра
батывают проявляющими растворами. Проявление производят двумя воз
можными вариантами: I ,  обрабатывают пластинку смесью проявляющих 
растворов I ч 2 (5 :2  по объему), высушивают на воздухе , а затем в 
сушильном ^кафу 5мин при температуре П 0° 0 ; 2 . обрабатывают пластин
ку л !<&* на воздухе и ш сушильном шка-
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фу 5мин при температуре 110°С, а затем обрабатывают прояв шлющим реак 
тивом 2а.

Глкфосат и аминометилфосфонозая кислота проявляются в виде сире
невых или красных пятен (цвет -  в зависимости от вариантов обработ
ки) на светло-желтом фоне пластинки с Rj соответственно 0 ,82-0,01 и
0 . 71 .0 ,01 .

Количественная оценка проводится путем сравнения площадей и ин
тенсивности окраски пятен проб и стандартных растворов.

2*6 Обработка результатов анализа

Концентрацию глкфосата. и метаболита в анализируемых средах оп
ределяют по следующим формулам;

для воды -  для почвы и растительного
материала -

а а
X » — —  ; X »  — — ,

У р
где X -  содержание глпфосата или метаболита в анализируемой среде, 

мг/л или мг/кг;
а -  количество глифосата или метаболита, найденное в анализи

руемой навеске пробы, мкг;
У -  объем воды, взятой для анализа, мл;
Р -  навеска почвы, растительного материала, г .

3. Требования безопасности

При проведении исследований по данной методике соблвдать прави
ла предосторожности необходимые при работе с ядовитыми, взрыво- и 
легковоспламеняющимися веществами.

Методические указания разработаны!

1. Бунятян фрий Андраникович, Армянский филиал ВДИИПФПЧЖС,а, 
г . Ереван;

2. Геворкян Анжела Амбарцумовна, Армянский филиал ВНпЛГИНТ0КС,а» 
г . Ереван.
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