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Настоящие методичеокие указания предназначены для сани- 
тарно-зпидемиологичеоких отанций и научно-иоследователь- 
ских учреждений Минздрава СССР, а также ветеринарных, аг
рохимических, контрольно-токоикологичеоких лабораторий 
Минсельхоза СССР и лабораторий других Миниотеротв и ве
домств, занимающихся анализом остаточных количеотв пес
тицидов и биопрепаратов в продуктах питания, кормах и 
внешней среде,

Методичеокие указания апробированы и рекомендова
ны в качестве официальных группой экспертов при Госкомио- 
сии по химическим средствам борьбы о вредителями, болез
нями растений и сорняками при МСХ СССР. (Председатель 
группы зкопертов М.А.Клисенко).

Методические указания согласованы и одобрены от
делом перспективного планирования оанэпидслужбы ИМПиТМ 
мм.Е.И.Марциновокого и лабораторным советом при Главном 
санитарно-эпидемиологическом управлении Минздрава СССР.
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Метод позволяет определять большую пасть фосфорорганичес- 
ких пестицидов, угнетающих холинэстеразу. Применение хроматогра
фии в тонком слое, а такие использование различных способов ак
тивации соедт.ений дает возможность избирательно анаш'зировать 
различные фосфорорганические пестициды и токсические продукты их 
превращений. Высокая чувствительность детектирования (0 ,1 -5  нг) 
позволяет использовать аликвотные части экстрактов, что дает воз
можность исключить в ряде случаев очистку их, а также проводить 
хроматографирование каждой пробы в нескольких повторностях.

Модификация метода заключается в замене дефицитного сор
бента силикагеля "Мерк" отечественным сорбентом силикагелем КСК 
и в разработке условий проявления на отечественном сорбенте.

I .  Характеристика действующих веществ 
Фосфорорганические пестициды -  эфиры фосфорной, тиофоо- 

форной и дитиофрсфорной кислот, угнетающих х згаэстеразу.
Общие структурные формулы:
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где Е -  алкил
К -  ароматический или алифатический остаток 
V ." -  водород или алкил

Фосфорные (ДДВФ и д р .) и тлофосфорнокисляе эфиры (ряцид, 
циодрин, фенитрооксон и д р .) можно прямо эвзиматически опреде
лять с большой чувствительностью, а тлонфосфорнокислые офирн 
(метафос, метилщпгофос, пяразсфос, иианокс, ф о к си м и д р ,), д а - 
тиофосфатц (карбоФое, фк-алодао, фе1за?.«н, фоофа%«я и др.),эфйн!



фрсфонавой кислоты (хлорофос) необходимо предварительно активи
ровать. v  v'y ;;: :5  ’ :"V-: ‘Г; ' : 'л/ - р Р - г Р  ‘
• "й . ; 2 , ’ Методика определения фосфорорганических пестицидов эн - 
аимно-хроматОграфическим методом
■ ■ 2 ,1 ,:  Основные положения ■ / " • Й .....у ■ '  :■■■
;у*:Я;у 2 .1  .1 .  П£ШНЕрЙ$Й  ̂ :Й, ■ Ай '
..• А(:,тод основан на извлечении фосфорорганического пестицида 

Из.исследуемой пробы органическим растворителем, очистке, боли 
необходимо, охлажденным ацетоном и определении методом хромртогг- 
ркфии в тонком слое с  энзимным проявлением <5ез активации или ■ 
после ^.тивацци препарата на пластинке. Препараты, угнетающие 
холинэстеразу, проявляются в виде белых пятен на- голубом .ф он е., 
Чувствительность обнаружения ФОП 0 ,0001-0 ,001 мет. Количествен- 
нов определение производят путем срашения размера пятен проб и 

■..СТсШД^тарАЙ;^^
-А- ■ 2 .1 .2 .  Метрологическая. характеристика метода й.;у у ,.v \

■ ' ■ ■ -  Диапазон Опредоляешх ковдентращГЙ О^Р-бО щ гпеотиоддов •
, / /.-ай вйрвализйррмо^

-  Предал обнаружения 0,0001>-0<бб1 ыкт в зависимости от и оо -
. ледуемаго пестицида (см . табл.: 2 ) /АЙ;'уЙА:йй’А.:--

;  г— ■ Размах варьирования 77-113$ А ' • ай -
Среднее значение определения стандартных количеств пести
цидов -  92# : : - :>"■

-  Стандартное отклонение 12 ,7#
-  Относительное стандартное отклонение 0 ,14  •
. -  Доверительный интервал'среднего при р=0,95 и д, =5 

...... 92 ^ 1 5 ,7 . Л : •' ■ - '" аа . аг . ■
Метод специфичен для соединений, угнетавдих холинэстеразу.
2 .2 .  Реактивы и растворы , -  * г .
Ацетон, х .ч .  А . / . .  й : '■ а А . ' А ' : й А ': '- .-  -  •
Натрий сернокислый безводный, ч .д .а .
Н-гексан, х .ч .
Этиловый спирт ректификат ..

■'-■А- Бром . ./А '■ .■ййуйАйй:. :у:А у Р :  А . ' ■ АА- у .  .
Натрий сгрноватистокислый -  0 ,1  М водный раствор (2 ,4 8  г  

растворяют в 100 мл воды). / - \ : ... . А -•
Силикагель марки КСК, дробленный и просеянный через сито 

; 100 меш Aa '';::?;-aA . . ^ аАйй;а -ай\А;йй A ААй-АAaJA ;;:A
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Кальций сернокислый (CaSO^ • ^ О ) ,  ч .д ,а . ,  просушенный в 
сушильном шкафу при температуре 160°С в течение 6 часов 

Индоксилацетат, ч . д . а . , ТУ-7П-57-69
Калий железосинеродистый -  0 ,0 5  М водный раствор (1 ,64 5  г  

растворяют в 100 мл дистиллированной воды)
Калий железистосинеродистый -  0 ,0 5  М водный раствор ( 2 ,И г  

растворяют в БОО^стиллированной воды)
Буферный раствор pH -  8 ,6 9  -  готовят смесь ортофосфорной 

(2 ,1  мл), укоусной (2 ,3  м л), борной (2 ,4 7  г )  кислот и доводят 
дистиллированной водой до J. л . Для получения буфера с pH 8 ,6 9  
к 100 мл указанной смеси прибавляют 65 мл 0 ,2  н раствора едкого 
натра, который готовят растворением 0 ,800  г  VaOH в дистиллиро
ванной воде в мерной колбе емкостью 100 мл.

Ферментный препарат получают из печени крупного рогатого 
скота (свежую, однократно замороженную и сохраняемую в дальней
шем в холодильнике печень можно использовать в течение 6 месяцев), 
Для приготовления ферментного раствора I  г  печени растирают в 
ступке с 9 мл буферного раствора, фильтруют через вату . К I  мл 
полученной сыворотки прибавляют 4 мл буферного раствора и исполь
зуют этот раствор для опрыскивания пластинок. Используют свеже
приготовленный раствор.

Основной стандартный раствор (А) исследуемого фоофорорга- 
нического пестицида -  100 мкг/мл (10 мг пестицида в 100 мл аце
тона) .

Рабочие стандартные растворы готовят разбавлением основного 
раствора ”А "#

Раствор "Б" -  0 ,5  мл раствора "А” доводят в мерной колбе до 
100 мл ацетоном,(содержание пестиш да составляет 0 ,5  м кг/м л ). 

Раствор "Вм -  5 мл раствора ИБ” доводят в мерной колбе до 
25 мл (содержание препарата 0 ,1  м кг/м л).

Проявляющий реактив: 10 мг индоксилацетата растворяют в 
6 мл этанола, прибавляют 6 мл буферного раствора # 2 мл раст
вора железосинеродистого калия и 2 мл железистосинеродистого ка
лия и хорошо перемешивают. Раствор готовят непосредственно перед 
опрыскиванием. На пластинку расходуется 3 -4  мл смеси.

2 .3 .  Приборы и посуда 
Ротационный испаритель тип ИР-Ш 
Баня водяная
Термостат СБ-35 Ш



Ступка керш,отческая р  7 см
Крутлодонные или грушевидные колбы на шлифах емк. 25 , 50 

и 100 мл
Мерные пробирки на шлифах емк. 5 -1 0  мл 
Эксикаторы
Воронки фильтровальные -  5 см 
Фильтры бумажные (красная лента)
Камера для хроматографирования 
Камера для опрыскивания 
Стеклянные пластинки размером 9 х  12 см 
Пульверизаторы стеклянные
Компрессор или баллон о азотом или с о  сжатым воздухом доя 

равномерного мелкодисперсного опрыскивания пластинок 
Пипетки емк. I  ш ,  5 мл, 10 мл 
Мерные колбы емк. 25 мл, 100 мл 
Микрошприц на 10 мкл 
Микропипетки д о  0 ,1  мл
2 .4 ,  Подготовка к определению.

Для приготовления пластинок из силикагеля КОК на 12 пласти
нок берут 35 г  силикагеля, 2 г  сернокислого кальция, подготовлен
н ого как описано выше,и 90 мл дистшы^роданной воды* Силикагель 
с  сернокислым кальцием растирают в  фарфоровой • ступ ке, прибавляют 
воду и размешивают до образования однородной массы. 10 г  с ̂ л е н -  
зии наносят на пластинку и равномерно распределяют по поверхнос
ти . Сушат пластинки строго  в  горизонтальном положении в течение 
18 -20  часов  при комнатной температуре, хранят в эксикаторе.

2 * 5 . Ход анализа.
2 * 5 .1 . Экстракция
Растительные продукты (овощи, фрукты, зерно, трава) -  2 5 - 

50 г  измельченной пробы (зерно не измельчают) двакды экстраги
руют ацетоном, порциями по 10-*15 мл и присоединяют его к фильт
рату , Растворитель под вакуумом упаривают до 2 -3  ил на ротациоч- 
гом испарителе при температуре водяной бани 40~45°С. Переносят 
остаток  в мерную пробирку с  притертой пробкой, ополаскивают аце
тоном колбу для отгоккп и доводят объем экстракта в пробирке до 
5 мл.

Биологические субстрато (кровь, печень, почки, легкие, с е 
лезенка, шгшочные чкаял, жяр, м озг, кал, м оч а). Для анализа б е -
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рут 1 -2  г  материала, тщательно измельчают, помещают в колбу с при
тертой  пробкой, заливают 30 мл ацетона и оставляют на ч а с , периоди
чески встряхивая. Сливают ацетон декантацией* заливают пробу пов
торно и оставляют на 30 мин. Ацетоновые экстракты объединяют, сушат 
безводным сорнокислым натрием (3 -5  г )  и упаривают растворитель, как 
описано выше.

2 .5 .2 .  Очистка экстрактов
Если после отгонки растворителя до 2 -3  ш  экстракт мутный, р а с т 

воритель отгоняют под вакуумом при комнатной температуре д осу ха . Су
хой остаток  смывают охлажденным при 0°С ацетоном, смыва фильтруют 
через бумажный фильтр в мерную пробирку, Общий объем растворителя 
5 ш .  Ацетоновый экстракт выдерживают 10 -15  мин при комнатной тем
пературе, затем доводят объем в пробирке точно до 5 мл* Закрывают 
притертой пробкой и хорошо перемешивают.

2 .5 .3 .  Хроматография в тонком слое
С целью уменьшения краевого эффекта о хроматографической плас

тинки снимают о краев вдоль направления движения подвижной фазы 
(с о  стороны 12 см) по 2 -3  мм сло^ сорбен та . Затем вдоль этой  же с т о 
роны пластинку разделяют полосами на 4 ровные части . На I -ю  и 3-ю  
полосы на расстоянии 1 ,5  см о т  нижнего края наносят по 10 мкл стан
дартного раствора *'Б" и И1У\ т . е .  0 ,001  r/к г  и 0 ,0 05  мкг действующе
го  н ач ал а* ', на 2-ю и 4-ю -  2 и 1*0 мкл соответствен н о пробы. Плас
тинку с нанесенными растворами помещают з хроматографическую камеру, 
в которую налита соответствующая смоиь растворителей (та бл . I )  за 
30 мин до хроматографирования. Когда фронт растворителя поднимется 
на 10 см, пластпику вынимают из камеры и дают растворителю испа
риться . Затем проводят ингибирование. Если необходима активация, 
пестициды на пластинке перед ингк„лрованпем активируют.

2 .5 .4 .  Активация слабых ингибиторов холинэстеразы
Для увеличения чувствительности определения слабые ингибиторы 

холинэстеразы (ом . табл . 2) активируют путем перевода их в Р=0 фор
му. Существуют следукш е способы активации:

I .  Зфнрн тиоифосфорной и дитиофосфориой кислоты: 
а) окисление napai.ni брома;

Х//Еслн пределы обнаружения пестицидов больше I нг (см* табл . 2 ) ,  
стандартные растворы "Г ” :т "TV* наносят либо в больших объемах 
(О,"Г м п), либо готовят их :  больше.: содержанием пестицидов

Ш



б )  окисление растворе» брома*
в ) окисление УФ светом.

2 . Эфиры фосфоновой кислоты типа хлорофоса -  активация аммиа
ком.

Окисление в парах б р о т  .После хроматографирования и удаления 
растворителя с пластинки ее помещают на I мин в эксикатор, насыщен
ный парами брома. После удаления избытка брома с пластинки (~60мин) 
проводится ингибирование. Чувствительность определения для ряда 
пестицидов с применением этого  и других способов активации приведе
на в таблице 2 .

Окисление водным раствором брома» После хроматографирования и 
удаления растворителя с  пластинки ее опрыскивают насыщенным водным 
раствором брома до слабого увлажнения слоя . После 15 мин экспозиции 
при комнатной температуре избыточный бром удаляется легким опрыски
ванием пластинки ОД М раствором тиосульфата натрия. Далее прово
дится ингибирование.

Окисление под У ^-светом. После хроматографирования и испарения 
растворителя с  пластинки ее помещают на 15-20 мин под УФ-свет (лам
па ПРК-4) на расстоянии 20 см от источника света . Далее проводится 
ингибирование.

Активация аммиаком (для эфиров фосфоновой кислоты типа хлоро
фоса) -  пластинки после хроматографирования и удаления растворите
ля с пластинки опрыскивают разбавленным раствором аммиака (I  часть 
аммиака + 4 части воды) до слабого увлажнения слоя . Экспозиция 
15 мин при комнатной температуре. Далее проводится ингибирование.

2.5.5. Проведение ингибирования
После активации и высушивания при комнаткой температуре пластин

ки опрыскивают свежеприготовленным ферментным раствором и инкуби
руют в течение 40-60 мин в насыщенном водными парами термостате при 
температуре 3 0 °0 . (Для увлажнения в термостате ставят чашку Петри 
с  водой ).

2*5.6* Проявление пластинок
После инкубации пластинки опрыскивают проявляющим раствором и 

помещают в термостат при 38°С, Пестициды проявляются в точение 10—
30 мин в виде белых пятен на голубом фоке. Чувствительность обна
ружения в зависимости от пестицида 0 ,0001-0 ,001 г,гкг.

Количественное определение проводят путем сравнения площади 
пятна пробы с  наиболее близкой к ней по велхгчнкз площадью стандарта.

I »
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