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МЕТОДИКА ХРОМАТОГРАФИЧЕСКОГО И СШПГС<ЮТОМЕТРИ
ЧЕСКОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЗООКУЫЛРША В МЫШЕЧНОЙ ТКА
НИ, КРОВИ ЖИВОТНЫХ, В ПРЕПАРАТЕ ПЕНОКУМЛРИН Й 

ПРИМАНКАХ (КОРМАХ) х )

1 . Кроткая характе рис тика препарата 

Боокумарин {(£& -3 -\  *С -лц етен к д бен зи л )-4 -ск си к ум ар и ») 

применяют д л я  борьбы с грызунами в животноводческих помеще

ниях в форме пищевых приманок, содержащих 0,025/S препарата'.

Это сильнодействующее вещество (1  группа государственной  

классиф икации), -ДД^ОО д л л  с е Рых крыс 4-14 м г/ к г, кошек и со 

бак 30-60 м г/ к г. Коэффициент кумуляции 0 ,4 ,

Рацемическая dC -форма пестицида представляет собой  б е с 

цветные кристаллы с температурой плавления 159 -1 6 1 °, беа  з а 

п аха , Препарат м а лолетуч , сохраняет токсические свой ства  в т е 

чение нескольких л е т ,  не растворяется в воде, б е н з о л е ;  хорошо 

растворим в ац етон е , хлороформе и диоксане.

2 , Принцип метода

Хроматографический метод основан на извлечении зоокумари

на из биологических объектов хлороформом, очистке экстракта  

на колонке с окисью алюминия с последующим хроматографическим 

определением  пестицида в закрепленном тонком слое  си ли кагеля  

по реакции диазосочетания или в виде метилового эфира на г а 

зовом  хроматографе с электронозахватным детектором . Чувстви

те л ьн о сть  тонкослойной хроматографии -  2 мкг зоокумарина в

х )  Разработана во Всесоюзном научно-исследовательском  инсти
туте  ветеринарной санитарии Болоховец , В.В,Ермаковым,
Д.Ф.Трахановым f утвержден 20 дскабря,й!1550-76.
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п р о б е , а  при навеске 25 г  -  С ,2  м г/кг. М иним ально-детектируе

мое количество  ооокумарина на газовом  хроматограф е -  1 к г  или 

0 ,0 2  м г/кг* Степень обнаружения зоокумарина -  80-5%*

Спектрофотометрический метод основан на извлечении зо о ц и - 

д а  И8 пенокумарина, кормов, мышечной ткани и крови животных 

хлороформом с последующей очисткой экстракта на колонке с 

окисью алюминия и определением  натриевой соли  з с  о кумарина по 

характерном у поглощению св ета  в ультраф иолетовой о б ла сти  спек 

тр а  при 308 нм. Ч увстви тельн ость  метода 10 мкг вещ ества в .ис

следуем ой  пробе: 0 ,4  мл ленокумарина; 0 ,5  г  корма; 25 г  мы

шечной ткани и крови животных* Воспроизводимость 00% -  5%. 

Процент обнаружения добавок  зооцида 00% -  3%*

3 , Реактивы , растворы и их приготовление 

К ислота  серная по ГОСТ 4204-06 , 1 н р аствор ; 

хлороформ по ГОСТ 3160-51 ; 

ки слота  ук сусн ая  по ГОСТ 6 1 -69 ; 

натрий сернокислый оеэводный по ГОСТ 4166-66 ; 

ацетон по ГОСТ 2603-71 ; 

аммиак водный по ГОСТ 3760-64 ;

натрий азотистокислы й (нитрит натрия) по ГОСТ 4 1 9 7 -7 4 ; 

1%-ный водный р а ств ор ; 

г е к с а н ;

;-:иэтиловый эфир;

кислота  солян ая  по ГОСТ.3113-67 , 0 ,3 3  н раствор  (г о т о в я т  

из ф и к сан ала );

натрия ги д рат окиси (н а тр  едкий ) по ГОСТ 4328-66 (2% -нкй 

р а с т в о р );

вода дистиллированная по ГОСТ 6709-72;



наеыщенний раствор»'-' 2 4-дихлорацидица в 0 ,3 3  н соляной 

к и сло те . Берут 1 г  вёшестка, сыецщви&т со ЮС- мл 0 ,3 3  н с о 

ляной киолотн и встряхивают в .течение часа, /.ганлт раствор  в 

склянке темного с тек ла  в холодильнике. Г е й т  ив устойчив в т е 

чение 3~х м еелп еь ;

реактив д л я  выявления. воскулирина (хромоюннь^: р е а г е н т ):  

смешивают 25 мл 1,.- водного -раствора, .нитрита -натрия о 25 мл на

сыщенного раствора 2 ,4 -дихлора! плода в ш сошян^н к и слоте .

Готов ят  не реже одного рана в неделю.;

см есь  раств ор и телей , состоящая .из ц^гкезлш и ацетона в 

соотношении 2 :1 ;

основной раствор гоокум ариаа, I мт/мл: растворяют 100 мг 

вещества в 100 ни ацетона ;

рабочий раствор  зоокумарина, 10 мкг/ык: разбавляют 1 мл 

основного раствора  в LC0 мл ацетона;

стандартный раствор s o окумарина и йатризьси соли  у о о к у -  

марина для  спектрО 'Готометричсскнх измерений, 0 ,1  ыг/мд: 

растворяют 10 мг зооцида в й *-нем  ристворе.'гидроокиси натрия 

в мерной колбе емкостью 100 мл; 

си ли к а гель  КСК; 

гипс меди цине ки Й; 

о кис ь алйаш  ния дл  я х j)c ма то г  ра-ри и ; 

кальций хлористый по ГОСТ 4161-67;

калий углекислы й  (кали я  карбонат) по ГОСТ 1G99V-64, рас

тертый порошок, прокаленный ь течение 6 часов при тем п ерату

ре 160 °. Хранят в экеикато| : над безводным хлористым кальцием ;

метилирующий р еа ген т : в колбу емкостью 100 ил вносят 5г 

безводн ого  карбонита калия, 47 ,6  мл абсолю тною , ацетона и 
2 ,5  мл диметиясульф ата* После перемешивания реактив хранят



без  доступа воздухк;

ацете и аб с олл)т ни й : 0 ,5  л цц е т с на вот рях ивают 30 ми нут с 

50 г безводного хлористого кальция* Обработанный ацетон пере

гоняют на кипящей водяной бане. Первые и последние 50 мл д и с - 

т илл ят а с то ра с ы вахт , -i о с т ал ь и о е '  с о б и рак-т :i склянку с п о т е р 

той пробкой. Хранят без доступа воздуха;

натри»* хлористый пи Ги Л  4233-66. насыщенный водный раст

вор;

метилсилоксан St -30 (бу'), нанесенный на силаниэирован

ный хроматон-60-100 меш*

Все реактивы должны быть квалификаций х*ч* или ч .д *а .

4. Л риготсвление с кли кагел я и пластинок

Гранулы силикагеля КСК размалывают в шаровой мельнице, 

после чего 500 г  фракции, просеянной через сито 100 меш, сме

шивают с 1000 мл соляной кислоты, предварительно разбавленной 

в два ргза водой* Через 12 часов надо садочную жидкость декан

тируют г а осадок промывают три раза дистиллированной водой по 

1000 мл до нейтральной реакции* Силикагель высушивают при 

комнатной температуре и промывают его трижды диэтиловым эфи- 

ром (порциями пс 300 м л)* После высушивания адсорбент просеи

вают через сито Ю0 меш. Для приготовления пластинок 14 г  си

ликагеля  и 1 г  прокатенкопо при ГЗО0 (5  часоь) медицинского 

гипса тщательно -растирают в фарфоровой ступке в течение 20 

минут до получения однородной массы. Затем порошок переносят 

в колбу емкостью 250 мл, вносят 40 мл дистиллированной воды 

и смесь энергично встряхивают 1& минут до удаления пузырьков 

воздуха* Полученную гомогенную смесь наносят на пластинки по 

одной чайкой ложке, пластинки высушивают при комнатной тем -
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пературе в течен ие су то х .

Для хроматографирсвания. можно использовать и пластинки 

типа* -"Сйлуфол*1.

5 . Приборы и посуда

Аналитические весы.

Ш утелль-оппарат.

Хроматографические камеры, эксикатор по ГОСТ оЗ ?1 -7 3 . 

Спектрофотометр СФ-4а или другой д ля  измерения поглощ е

ния в ультраф иолетовой области  спектра.

Колбы Зрленмейера емкостью 5и, 100,250 мл*

4ашк«- дли С паривания Й& 5 и 10*

Мерные цилиндры на 50 и 100 мл.

Мерные колбы емкостью 100 мл*

Пипетки на 1 , 2 , 5 и 10 мл.

Зликропипетки на 0 ,1  мл.

Воронки д л л  фильтрования *ЗР 3 и 5 .

Пластинки стеклянные 9 см х  12 см.

Пробирки 15 см х  1 ,5  см и градуированные -  емкостью  

15 м л.

Колонки стеклянные для  хроматографии: 1 ,5  см х  35 см .

В качестве колонки можно использовать нижнюю ч а сть  бю

ретки  на 100 м л, р а зр езав  е е  наполовину*

Колонка д ля  га зов ой  эфоматографии:. стеклянная , длиной 

0 ,7 5  м , диаметром 3 мм.

Микрошприцы емкостью 10 мкл.

Газовый хроматограф  Ц6ЕТ-5-68, Jjam-Ь^Ц "П " или д р у го й , 

с электронкозахватны м детектором .

Баня водяная.

/СО



Цельница шаровая.

Ступка фарфоровая,

ХОД АНАЛИЗА

Ы < - Д е д е в и у м ,  пШ

6 Л Л ,  Из мечете зоокушйина из мышечной ткани и кро

ви ж и вотн о , 26 р гоморе надира ванного образца (мышечную 

ткан ь, кровь и другой гг&тматериая, не подвергшийся гниению) 

помещают в колбу дряеныетрь емкостью 250 мл, куда вносят 10 

мл 1 н серной кислоты* Содержимое перемешивают, добавляют 

76 мл хлороформа и встряхивают на шутелль-аппарате 40 минут* 

Затем в колбу вносят через фильтровальную воронку небольши

ми порциями (во  избежании образования комков) 65 г  сульфата 

натрия* Отделившийся* хлороформный экстракт фильтруют в кол

бочку емкостью 100 мл*череа тампон стекловаты (или  обычной 

ваты)* Извлечение препарата повторяют еще раз с 60 мл хлоро

форма и образец встряхивают 15 минут* Профильтрованный через 

ватный тампон экстракт соединяют с первой фракцией*

Объединенные порции экстракта пропускают через колонку, 

которую готовят следующим образом* В ее нижнюю часть поме

щают слой ваты (1  см ), вносят 10 г  окиси алюминия и промыва

ют 20 мл хлороформа; затем вносят экстракт. После то го , как 

весь экатракт опустится до адсорбента, колонку промывают 

100 мл чистрго хлороформа, а затем 20 мл ацетона (д ля  уда

ления ко экстрактивных вещ еств)* Зоо кумарин, элюируют 50 мл 

смеси ацетона и 2%-ного раствора гидрата окиси натрия (4 7 :3 )*  

Элюат собирают в фарфоровую чашку № 10, добавляют 0 ,2  мл л е 

дяной уксусной кислоты и выпаривают досуха на кипящей водяцой 

бане*
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Д ля  оп р ед елен и я  зоокум арина на спектроою тометре у к с у с 

ную к и слоту  не добавляю т*

6.1.2*  И звлечени е зоок ум аш к а  ив препарата пеиокумарин.

П осле  2 -х  м инутного  энер гичного  встряхивания б а ллон а  с 

препаратом  отбираю т около  i  г  препарата в к олбу  Эрлеимейера 

емкостью  10и м л , д л я  хром атограф ического определения на каж

дые 20 мг пснокумарина добавляю т 1 мл ацетона . Содержимое к ол 

бы перемешивают и выдерживают оС глинут при комнатной тем пе

р а ту р е *  З атем  0 ,4  мл раствора  переносят в фарфоровую чашку №

5 ,  добавляю т 0 ,2  мл ледян ой  уксусной  кислоты и выпаривают д о 

с у х а  на кипящей водяной б а к е .

Д ля  о п р ед елен и я  зоокумарина на спектроф отом етре, отби 

рают ок оло  1 г  препарата  в колбу  Йрленмейера емкостью  100 мл* 

Пенокумарин растворяю т в 2/£-иом растворе гидроокиси натрия 

из р а сч ет а  1 мл р а ств о р и теля  на 20 мг образца* Содержимое 

колбы перемешивают и выдерживают на водяной бане при 60° до  

исч езн овен и я  пены. Затем  раствор  фильтруют ч ер ез  бумажный 

ф ильтр .

6 .1 .3 .  И звлечени е зоокумарина из кормов (п р и м ан ок ).

0 ,5  г  корма (приманки -  в зернах целых или разм олоты х) 

помещают в колбу  йрленмейера емкостью 100 м л , куда вносят 3  мл* 

1 н серной к и слоты . Содержимое перемешивают, добавляю т 25 мл 

хлороф орм а и встряхивают, на ш уттеяь-аппарате 40 минут. Затем  

в колбу  вносят ч ер е з  ф ильтровальную  воронку небольшими пор

циями 8 -1 0  г  сульф ата  натрия . Отделившийся хлороформный 

эк стр а к т  ф ильтрую т ч ер е з  ватный тампон в колбочку емкостью 

5С м л. М авлечение повторяют еще р а з , доба вляя  15 мл хлороф ор

ма и встряхивая о б р а зец  в течен ие 15 минут.

fЭкстракт ф ильтруют ч ерез в&ткый тампон и полученную



порцию фильтрата соединяют с первой фракцией, ц. затем  про

пускают чер ез  колонку, которую готовят как и при исследова

нии мышечной ткани или крови. Через колонку пропускают 20 мл 

хлороформа, (промываю т). После того  , как весь экстракт*опус

ти тся  до адсорбента , колонку промывают последовательно 50 мл 

хлороформа и 20 мл ацетона* Зоокумарин элюируют 50 мл смеси 

ацетона и 2$~ного раствора гидроокиси натрия (4 7 :3 ) .  Злюат 

собирают в фарфоровую чашку I'1- 10, добавляют 0 ,2  мл ледяной 

уксусной  кислоты и выпаривают досуха  на кипящей водяной бан е .

При епектрофотометрическом определении эоокумарина у к с у с 

ную кислоту ие добавляю т.

6 ,2 .  ХРОМАТОГРА^ИЧ&СКиЕ ШНЕДУхЕНИй 5001£УУАРИНА

С*2*1* Тонкослойная хроматография

Полученный после выпаривания остаток  растворяют в 0 ,5  мл 

ацетона и полностью наносят на пластинку микропипеткой или 

пипеткой Пастера. Одновременно готовят свидетели , внося в 

фарфоровую чашку 5 - 1 0  мкг вещества, что соотв етств ует  0 ,5  -  

1 ,0  мл рабочего  раствора зоокумарина. Образцы наносят на 

пластинки в следующей последовательности : свидетель (5  м к г ),  

образец  ( 1 п о в т о р н о с т ь ), образец  (П п о в тор н ость ), сви детель  

(1 0  м к г ).  Размер пятна не должен превышать 0 ,5  ем. Места на

несения проб располагаю т на расстоянии 1,5 -  2 ,0  см друг от  

д р у га  и о т  нижнего и боковых краев пластинки; пятна не долж

ны. погруж иться в .растворитель* Б камеру для  хроматографиро

вания ( эксикатор ) наливают 60 мл смеси гексан а  и ацетона 

( 3 : 1 )  и череа 20 минут помещают пластинку в вертикальном по

ложении. Камеру, гермитичпо закрывают. Хроматографирование 

проводят при температуре не ниже 20е . После то го  как раство

ри тель* поднимется на высоту 8 -9  *см, пластинку вынимают, от~
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мечают фронт р аств ор и теля  й помещают в сушильным шкаф при 

105° на три минуты. Затем  пластинку охлаждают и опрыскивают 

иа п ульв ер и затор а  хромогенным реаген том , вновь высушивают при 

т е х  же у слов и я х  и помещают в эксикатор над парами аммиака на 

1 м инуту. Зоокумаршг проявляется в виде коричневых пятен на 

ж елтом  фойе с R-J - «0 ,4 -0 ,5  в тонком сло е  сили кагеля  и & J  -  

G ,2S~G ,35 на силуф еде. Количество пестицида в пробе оп р ед еля 

ют сравнением интенсивности окраски и плоцади пятна св и д ете 

л е й  #  о б р а зц а . В с л у ч а е , если  з а д е в а н и е  зооцида в пробе пре

вышает 10 м к г , т с  с л ед у ет  получить хроматограмму стандартов  

больш ей концентрации {2 0 -1 0 0  м к г ).

Расчет р е зу л ь т а т о в  анализа . Концентрацию, воокуиарина в 

образц е вычисляют по формуле:

х «в ««Ли* ,
?

г д е :  Х -сод ерхан и е зооцида а исследуемой Пробе, в м г/ к г;

A-содерж ание во о кумарина в исследуемой н ав еске, в м кг;

Р -в е с  пробы, в граммах*

6 «2 »2 .  Г а зо в а л  хе о м ц то реЫ ил

Полученный после  выпаривания остаток  растворяют тремя 

шх метилирующего р еа ген та  и Переносят в пробирку 15 см х 1 ,5 с м  

содержащую 5С0 иг безвод н ого  карбонита калия* Пробирку закры 

вают ватным тампоном и выдерживают в водяной бане при 6 5 ° в 

течен и е  15 минут. Затем  содержимое переносят в делительную  

воронку емкостью 100 мл посредством  ЭЭ мл дистиллированной 

воды и б мл г е к с а н а . Метиловый эфир зоокумарина экстрагирую т 

путем  встряхивания дели тельной  воронки в течение 2 минут, 

водную ф азу отбрасы ваю т, экстракт промывают 15 мл насыщенно

го  водного раствор а  хлор и стого  натрия и сливают в сухую про



б и р к у .  В и сп а р и тель  г а з б в о г б  хром атограф а с  а л е к т р о и о а а х -  

ватным д е т е к т о р о м  вводят б*-10 мкл эк стр а к та  при следующ их 

у с л о в и я х :  р а сх о д  г а з а -н о с и т е л я  80 мл/мин, п оддув  -  120 шг/мин, 

тем п ер а тур а  к олон к и , д е т е к т о р а  и и сп арителя  -  2 2 8 , 250 и 2 5 0 ° 

с о о т в е т с т в е н н о . Ч у в ств и т е ль н о ст ь  элек тр ом етр а  -  1 х 1 0 ~ ^ а / ш к а -  

л у ;  З ап ись -  1 см / ш н . Время удерживания м ети ло в о го  эфира- 

зоок ум ар и н а  -  2 ,5  мин. Высота пика при введении в и с*ш р и тель  

10 н г  вещ ества -  bU мм. Линейный д и ап азон  от  b до  25 н г *

К о ли ч еств ен н о е  оп р ед елен и е  проводят на основании  к а л и б 

р овочн ой  кривой по вы соте пика. График с т р о я т  в и н тер в а л е  

концентраций 5 -2 0  н г зоокум ари н а . С этой  целью  в фарфоровые 

чашки вн осят  5 ,  10 и 20 мкг зоокум арина в а ц е т о н е . А ц етон  вы

париваю т, а  о с т а т о к  м етилирую т, как и пробы- В веден ие в и сп а 

р и т е л ь  хром атограф а 5 мкд гек с а н о в о го  эк с т р а к т у  с о о т в е т с т в у е т  

д етек ти р ов ан и ю  5 ,  10 , 20 нг зооц и д а .

Содерж ание зоокум арин а  в анализируем ой  пробе { в  м г / к г )  

н а х о д я т  по Ф орм уле:

г д е ;  Ск -  к о ли ч еств о  вещ ества ( ш ; ) ,  найденное по к а ли б р о в о ч 

ной' кри вой ;

V -  ооъем экстракта (мд), эквивалентный навеске Р (г).; 

Vs ~ объем вводимого в испаритель хроматографа экстрак

та (мкл).

Настоящ ая м етоди ка  п о зв о ля ет  обнаруж ить м и к р ок оли ч еств а  

марина в мышечной ткани или крови ж и в отн ого , что  п о з в о 

л я е т  д и а гн о ст и р о в а т ь  т о к с и к о з .

К онцентрация зоокум арин а  в мышечной ткани и крсви  ж ивот

ных tfm  о тр а в лен и и  к о л е б л е т с я  о т  1 ,0  до 1 0 ,0  м г/ к г .



6 ,3 ,  Спектрофбтометрическое определение

6 ,3 ,1 »  Ыымечнйя ткань и коозь животных. Полученный пос

л е  выпаривания остаток  в фарфоровой чашке растворяют в 4 мл 

2%-ного раствора гидроокиси, натрия, фильтруют через бумажный 

фильтр в пробирку и измеряют оптическую плотность при 3Q8 нм, 

В качестве сравнения используют пробу мышечной ткани или 

крови от того  же вида здорового животного,

6 .3 .2 ,  Препарат пенокумгпин. 0 ,4  мл фильтрата переносят 

в колбочку емк, 50 мл и добавляют 9 ,6  мл 2%-ного раствора 

гидроокиси натрия* Раствор перемешивают и измеряют его  опти

ческую плотность при длине волн 308 нм в кюветах с длиной 

светового  пути 1 см, 8 кювету для  сравнения наливают 2%-ный 

раствор гидроокиси натрия.

6 .3 .3 ,  Приманки (корм а ). Получении!* после выпаривания 

остаток  растворяют в 10 мл 2%-ного р-ра гидроокиси натрия и 

филтруют через бумажный фильтр в пробирку, 0 ,2  мл фильтрата 

смешивают с 9 ,8  мл 2%-ного р-ра гидроокиси натрия и измеряют 

оптическую плотность при 308 нм против “холостой * пробы.

Количество вещества измеряют по калибровочной кривой, 

д ля  поотроения которой в ряд пробирок емк, 15 мя вносят 

0 ,2 5 ,  0 ,5 ,  1 ,0  и 2 ,0  мл стандартного р-ра натриевой соли 

зоокумарина (0 ,1  м г/ м л ),жчто соответствует 25 , 50 , 100 и 

200 мкг зооцнда. Затем добавляют 2%-ный раствор гидрой кис и 

натрия до юбъема 10 мл и после перемешивания измеряют опти** 

ческую плотность растворов при 303 им ..

Расчет результа тов  а .ализа. Концентрацию зоокумарина в 

образце вычисляют по формуле:



х® кг4 • -£-iA
Р . а

г д е ;  X концентрация активно действующего в «ва  в препарате 

немокумарин, мышечной ткани и крови, и кормах, в %\ 

U -  содержание зоокумарина, нацденкое по калибровочной 

кривой, м кг;

А -  общий объем раствора препарата, ьш; 

а -  объем раствора, взятого  д ля  анализа, м л;

Р -  навеска препарата, в г *
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