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честв картолияа-2 в зерне ячменя, пшеницы и других злаков,гречи­
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Утверзщено Мшнсшрством 
здравоохранения QCCP
и 29 мяошш 1991 г 
J* 6072-91

ВРЕШННЫЕ мвтодачвск» Ж А & Д Н Ш  ПО 01ХРЕЩЕЛЕНШЮ 
шггАьи/жшь @оирпрошшдаых тио-и д ш ж ш с ф о р н ь ш :МОЛОТ В БИОМАТЕРйШ Ш Щ Ц О М  Т0НК0СТ0ИН0Й И ГАЗОЖИДКОСТНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ

1«Краткая характеристика препарата
ЙрОдаЗВОДВшб ТНО К Д№ТНОфОС\|ОраМХ IvHCwIOx ЯВЛЯЮТСЯ О С Н О В Ш Ш  МеТ«бО~

литами фосфороргаижческих пестзщидрв. Характеристика метаболитов ФОП 
представлена в таблице 1»

Метаболиты Ф0П практически нерастворимы в воде , растворимы в ацето-
не даетжловом афире9втилацетате* спиртах» ЛД для белых крыс дшетшщж^

50
тжофосфорной кислоты -1460 мг/кге карбофоса 2000 иг/кг (перорально)»

2 .Методика определения метаболитов Ф0ПР производных тио- ж дигтофос- 
форвых кислот в биологическом материале 

2.1»Основные положения 
2.1.1 .Принцип метода
Методика основана на определений алкилпроизводных тио- ж дитиофос- 

форных кислот методом тонкослойной и газо-жидкостной хроматографии 
после экстракции всех анализируемых соединений из биосубстратов 
етилацетатом (10млхЗ).

ТСХ - определение проводят на пластинках "Силуфол" в подвижной 
фазе (ПФ) гексан:ацетон (3:1 )-В качестве проявляющих реагентов 
использовали:
1) 4- (п-нитробензил) пиридин + тетраетиленпенташш 

( синие пятна на белом фоне );
2) Тиокетоя Михлера + хлорамин 

(салатовые пятна на желтом фоне );

ня зря батники ? И = Л=Ястре б в ВШШХ'ШТОКС * М«А,Клисенко * КНИИГТ и ПЗ,г.Ккев
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3 )2 ,в~ДйбрОМ-К-ХЛОрЖННОНЙМВШ
( краоно-киршгчные пятна на белом фоне );

4 )Брошфезоловый зеленей
(желтые пятна на зеленом фоне );

5 )Нш1Гидрин
(красные пятна на белом фоне );

6) Дршетпаминобенза лъдегвд 
(белые пятна на желтом фоне).

ГЖ5С определение проводят на газовом хроматографе "Цвет-100м, 
снабженным термоионным детектором. В качестве неподвижной фазы 
используют ЗУ* 0V-17 на хрома тоне N-AW-HMDCS. Разделение данных

о
метаболитов проводят в изотермическом режиме при Тк=120°С„Т исп=160 С.

2.1.2. Метрологическая характеристика метода
Метрологическая характеристика метода определения метаболитов 

ФОП при внесении веществ in vitro в организм и ткани животных, 
мочу, кровь приведена в таблице П.

2.1.3. Избирательность метода
Фосфорорганические пестициды не мешают определению амилпроизводных 

тио- и дитиофосфорных кислот.
2.2.Реактивы и растворы 
Этилацетат, х.ч.,Г0СТ 22300-76
Этиловый спирт, ректификат, 96‘л-ный, ТУ 6-09-1710-77 
Сульфат натрия, х.ч., ГОСТ 4166-76, безводный 
4-(п-Нитробеязил)пиридин, ч, ТУ 6-09-1593-74 
Тетраатленпентамин, ч, ТУ 6-09-8293-73 
Тиокетон Михлера 
Хлорамин
2 ,6-Дибром-^хлорхшюнимин, ТУ 6-09-0563-73
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Бромкре золовый зеленый* ТУ 6-09-453G-77 
Швгшщт н* ТУ 6-09-10-1384-79 
Дшетнламинобензальдегадг чдз* ТУ 6~ 09-3272-77
Проявляетще реактивы: Ш 1 0,2% раствор 4-(п~шггробензил)пиридина

в ацетоне ж 10% раствор тетраатленцеятамина в ацетоне;
№ 2 0*1 % водный раствор хлорамина ж 0*1% мстанолънмй раствор
тжокетона Михдера; Ш 3 0*5% раствор 2 * б-дабром-Н-хлорхиновтшна 
в гексане; М 4 0*3% раствор бромкре эолового зеленого в 80% 
метаноле смешивают с 8 каплями 30% раствора NaOH на 100 мл 
раствора; Я 5 0*25% раствор шн г в д р щ а  в спирте; Ш 6 10 шх О р25% 
раствора п-даметиламипобензальдегида в етаноле смешивают перед 
употреблением о 1 мл ледяной уксусной кислоты.

Ацетон* х.ч. ,Г0СТ 2603-79* свежеперегнанный 
Гексан* х.ч.* ТУ 6-09-3375-78* свежелерегнанный 
Метиловый спирт* х л .  * ГОСТ 6996-77 
Натрий гидроксид* х л .  * ГОСТ 4328-77 
Уксусная кислота* осч* ГОСТ 18270-72* ледяная
Неподвижная фаза: 3% 07-17 на хрома тоне N.AW-IMDCS (0-16-0*20 мм*

Хемапол* ЧСССР)
Азот особой чистоты* содержание 0^ не более 0*003%,ГОСТ 9293-79 
Водород газообразный из баллона* ГОСТ 3022-80 
Воздух газообразный из баллона,ГОСТ 9-010-80 или нагнетаемый 

компрессором
Основные стандартные растворы метаболитов Ф0П в ацетоне по 100 

мкг/мл.Хранят в холодильнике 2 мес-Рабочие стандартные растворы метабо­
литов Ф0П* производных тио- и дитиофосфорной кислот по 100 мкг/мл и 1 
мкг/мл.Хранят в холодильнике в течение 2-х месяцев.

2.3* Приборы и посуда
Газовый хроматограф с термоионным детектором (ТИД) марки "Цвет-100*'
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М щ р о и з ш  дьчитель тканей РТ-2, ТУ 64-1 -1505-79 
Прибор для отгонка растворителей ( ротацшяшй вакуумный испари­

тель) типа ИР-1 -М 5 ТУ 25-11-917”76 ш ш  аналогичный 
Мшсрошщшщ на 10 мкл, Щ М О ,  ТУ 5Е-2-833.024 
Механический встряхжватель, ТУ 64-1-1081-73 или аналогичный 
Хроматографичэская камера с притертой крышкой,ГОСТ 25336-82 
Мерные колбы,ГОСТ 1770-74 на 100 ж 50 мл 
Пипетки на 1, 5» 10 мл, ГОСТ 20292-74
Пробирки о пробками на шлифах ,градуированные,ГОСТ 1770-74 на 10 мл
Круглодонные колбы,ГОСТ 25336-82,на 100, 50 мл
Плоскодонные колбы,ГОСТ 25336-82„на 100 мл
Чашки Петри,ГОСТ 25336-82
Мерные цилиндры,ГОСТ 1770-74,на 100 мл
Делительные воронки на 100 , 250 мл, ГОСТ 25336-82
Воронки химические, ГОСТ 25336-82
2.4. Подготовка и определение
2.4.1-Отбор проб
Отбор проб производится в соответствии с ‘'Ушфшцфованными 

правилами отббра проб для определения микроколичеств пестицидов в 
сельскохозяйственной продукции, продуктах питания и объектах 
окружающей среды", утвержденными Заместителем Главного Государ­
ственного санитарного врача СССР 21.08И  979 г за Л 2051-79.

2.4.2.Подготовка к определению
Хроматографические камеры за 1 час до начала хроматографи­

рования заполняют смесью растворителей гексан-ацетон (3:1) для 
подвижной фазы.Объем подвижного растворителя в камере должен 
по высоте находиться не выше , чем 1 см от уровня дна камеры. Для 
ГЖХ-определения колонка заполняется общепринятым в хроматографии 
способом, кондиционируется в течение 48 часов при температуре
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на 20° вша© рабочем температура ю л ш »
2»5 ,> Оотбйит оврэдедавм
2*5*1 .Экстракция й очистка экстракта
Органе й ткавн (нечбйъ, почки. легкие. головной мозг)
ЙС следу в ш е  органы ж ткан® ншмельчйж^ в шофоизмвдьчйтвде Тканей

шли на мясорубке.Отбирает 2-5 г средней нроби, заливают в зависимости
от взятой навески 15-50 до аткявц^тата и оставляет на 1 час
периодически перемешивая пробу стеклянной палочкой или ставят на
30 ш  на аппарат дам встряхивания .Затем растворитель сливают
в круглодрнную колбу для упаривании , фильтруя экстракт через
фильтр с безводным сульфатом натрия.Заливает пробу новой хюрцией
растворителя и экстрагируют еще 30 м ш .Экстракт объединяет.
Упаривает экстракт на ротационном вакуумном испарителе при
температуре водяной бани 40-45°С до 1 мл. Переносят остаток в
мерную пробирку со шлифом „ ополаскивая колбу небольшими порциями
(нс> 0,3-0,4 мл) этилацетата.Доводят объем в пробирке етилацетатом
точно до 2 мл, перемешивает ж аликвоту хроматетрафжрует.

Кровь* 2-5 мл цельной крови внлквзют в фарфоровую чашку*
Затем прибавляет при непрерывном помешивании безводный сернокислый
натрий ( 20 г) и тщательно растирает пестиком.Приливает? 0-30 мл
этилацетата и перемешивает пробу с етилацетатом в течение 10 мин.
Сливает этилацетат в колбу для отгонки растворителейрфильтруя
через фильтр "красная лента".Экстракцию повторяет еще раз.
Экстракты объединяет, упаривают на ротационном испарителе при

о
температур© бани 40-45 С до 1-2 мл .Переносят остаток в мерную 
пробирку ж доводят объем в пробирке етилацетатом до 2 мл.
Аликвоту жрошвтогр&фшрут.

Моча. 20 мл мочн переносят в делительную воронку, прибавляет 
20 мл этилацетата = Осторожно встряхивает в течение 2 мяв. Дает отсто-
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ятся„ Отделяют верхний слой етиацетата* слушал его через с е щ о ш с -  
дай натрий. Операцию екерагжрования повторяют двазды.Обьеиненные 
экстракты переносят в колбу для отгонки растворителей ж далее поступают „ 
как описано для крови -

2.5.2* Хроматографическое определение
Условия хрома тографжче ского определения
тех.

Остаток после концентрирования рабочей пробы наносят с помощью 
капилляра на пластинку "Силу фол ".Аналогичным путем наносят серию 
стандартных растворов.

Хроматограмму развивают в системе гексан-ацетон (3:1).
После развития хроматограммы пластинку сушат» а затем проявляют одним 
из проявляющих реагентов.

При проявлении пластин проявляющим реагентом ЛИ хроматограмму 
сначала обрабатывают О»2% раствором 4~(п-татробензил) пиридина в 
ацетоне-Затем помещают в термостат при температуре 110°С в течение 
10 мин и обрызгивают 10Х раствором тетраатиленпентамина в ацетоне. 
Метаболиты проявляются в виде насыщенно-синих пятен на белом фоне 
с Rj : ДМГИ6 - 0,22; ДЭТФ - 0,60; Д Щ Т Ф  - 0,36; ДЭДТФ - 0,80.
Линейный диапазон определения 0,1-2 мкг.

При проявлении хроматограмм проявляющим реагентом Л 2 хроматограмму 
обрабатывают 0,1 X водным раствором хлорамина и через 10 мин 0,1 X 
раствором тиокетона Михлера в метаноле или этаноле.Зоны локализации 
метаболитов обнаруживаются в виде салатных пятен на желтом фоне.
Линейный диапазон определения 0,1-10 мкг.

При проявлении пластин проявляющим реагентом $ 3 пластида 
обрабатывают 0,5Х раствором 2,б-дибром-Ы-хлорхинонимина в гексане и 
нагревают 3-5 мин при температуре 110-140°С.Изучаемые соединения
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образуют красше пятив на белой фаив.Лшвййшй диапазон - 1-20 мкг» 
Протшшшщй рввктшв й 4 готовят перед оздезставашем сметванаем 

0*3% распора брошфв голового зеленого в 80% Этанол© с 6 кашвдмж 
30% раствора NaOH на 100 жя раствора. После опрыскив ания тжо~ ш 
дешофосфорнне кислоты проявляются в вида желтых пятен на зеленом 
фоне.Линейный диапазон опр©делента 1-20 д а ,

Пон проявлении пластинки проявляющим реактивом Ш 5 10 мл 
0 9 25% раствора нингидрина в спирте смешивают с 1 и  концентрированной 
уксусной кислоты ж обрабатывают пластинку - Метаболиты Ф0П проявляются 
в виде красим пятен на белом фоне «Линейный диапазон определения 
- 1-10 мкг.

При проявлении хроматограмм проявляющим реагентом Й 6 смешивают 
10 шх 0? 25% раствор п-дтштжламинобензалъдегвда в этаноле с 1 мл 
ледяной уксусной кислоты и равномерно обрабатывают пластинку.
Затем помещают в сушильный шкаф, нагретый до температуры 110°С на 
7-10 мин.Метаболиты образуют белые пятна на желтом фоне.

гжх
Хроматограф марки "Цвет-100" с терможонным детектором;
Колонка стеклянная спиральная„ длина 1 м„ диаметр 3 мм, заполненная 

3% 0V-17 на хрома тоне N-AW-HMDCS (0,16-0Р20 мм);
-10

Рабочая шкала электрометра при работе с ТВД2.10 а;
Скорость протяжки диаграммной ленты 240 мм/час;
Расход газа-носителя азота 22 мл/мин,водорода 14-17 мл/мин; 

воздуха 400 мл/шш;
Температура колонки 120°С. температура испарителя 160°С.
Время удерживания и пределы обнаружения исследуемых соединений 

при указанных выше условиях Ш Х  определения приведены в таблице 3»
2.6* Обработка результатов
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Метод ТСХ
Кемшче стведаое определение проводят путем сравнения шющада и 

интенсивности пятен рабочей пробы ж серии стандартов.
Содержание метаболитов в анализируемой пробе X в мг/кг 

вычисляют по формуле:

С ж Vх=--------
V&s V „где

С- количество метаболита, найденного в хроматографируемой пробе, мкг;
V- общий объем раствора „ мл;
Va-обьем аликвоты, отобранный для хроматографирования „ мл;
Р~ навеска пробы, г.
гжх

Количественное определение проводят методом абсолютной калибровки 
Для етого до и после анализа проб вводят в хроматограф по 3-5 шел 
рабочих стандартных растворов (см,табл.3).Измеряют высоту пиков и 
вычисляют среднее арифметическое из 5 определений,Если при введении 
в хроматограф аликвотной части (3-5 мкл) конечного экстракта 
пробы получают слишком большие пики, пробу разбавляют ЭА * Для определения 
метаболитов ФОП анализ проб следует проводить при температуре колонки 
(120°С) использовав соответствующие стандарты (см,табл.3) -

Расчет результатов анализа проводят по следующей формуле:

X- CC T - V H- V3 
V2 -Нст' Р

где:
X - содержание метаболита в пробе, мг/кг (мг/л);
С _ m количество метаболита в стандартном растворе„введенном в хроматограф,ОТ

мкг/мл;
-объем стандартного раствора „введенного в хроматограф „мкл;
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Нсф~шсота ш е т  стандартного раствора, введенвото в зфошатограф, as&as

Й ~ внсота шжа жсслтттшуго раствора * ш&г

Yg— объем «Кихракха р введенного в жрошэтохчрафр меся,
¥3“ объем анаашзжруамого экстракта 5 ет§
Р - навеска ш ш  объем авалмвзщэуемой лробшР г (мл) »

ЗоТежнжа безопасности
Необходимо соблюдать общепринятые правила безопасности при работе 

с органическими растворвгтедтдо: ж токсическими веществами.
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Таблица 1
Фш&Ш№о~жш$шя&скже свойства исследуемыж соеденешэй

Химическое название Стурктурная формула Мол„вес Т кжн в в Показатель нреломлвшш 
°С при 20°С

0,0 -Диме тжлтиофо сфорна я кислота CELO 
J \ /S Р// \СНзО он

142 62-63°С 1,53434*5 мм РТвСТ-

0,0 “Див тилтиофо сфорна я 
кислота W 4 /s

р// \с ^ о  он

170 81 -82°С 1,5076
5 мм рт.ст *

0 # 0 - дйме тилдатжофо сфорна я СНоОкислота Ч /SР// \св3о SH

158

0,0-даетшодитиофосфорная кислота ° А ° Ч  /3р// \CgB^O SH

186 97-98°С 1,51052 мм рт.ст.
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Таблица 2
Метрологическая характеристика метода ТСХ ж HSX ажнжгровзводныж 
тио- и дитяофосфорных кислот в биоеубстратаж2 при внесении вещаете 

<р=0 ,9 5, п=3 )

т
т а

Определяемое вещество ТСХ г ш
НИЗШИЙ
пределобна­руже­ния
МР/Л

среднеезначен*опреде­ления,X

Относ»стаидотклонение

Довер.интервалсред­него,
У

нижнийпределобна­руже­ния
мг/л

-Среднеезначе­ниеопре­деле­ния,/,

относ.стенд,откло­нение

Довер.интервал
сдеднегоX

1» Диметшгшофосфорная кислота 0,01 68 5,1 2,3 0,001 69 5,3 2,4
2 .Диэтнлтнофосфорная кислота 0,01 69 4,7 2,5 0,001 70 4,6 2,5
3. Дше тилдеггаофосфорна я кислота 0,02 71 3,8 1,7 0,001 72 5,0 2,5
4.Диэтилдитиофо сфорна якислота 0,02 70 4,6 2,0 0,001 71 5,1 2,4



Таблица 3
Время удерживания, предел обнаружения метаболитов ФОП

Вещество Т уд. Неподвижная
фаза

Т кол•°С Т шш.°С Нижний предел 
обнаружения,мкг

0,0-дйме т ш л т ж о ф о с ф о р н а  я 
кислота 1 >25 ЗУ. 0V-17 120 160 0,02

0,О~диметилдитио~
фосфорная кислота 1 ,56 ЗУ. 0V-17 120 160 0,05

0,0-дйэтшггиофосфорная 
кислота 2,85 ЗУ. 0V-17 120 160 0,02

0,0-диэтиядитиофосфор- 
ная кислота 2,11 ЗУ. 07-17 120 160 0,05

ВМУ 6072-91
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