Практичне заняття № 6
Тема: Антиметаболіти. Ковалентний зв’язок та токсичність.
Мета: ознайомитися з методами якісного визначення фосфорорганічних пестицидів та цинк фосфіду в кормі та патматеріалі.

Обладнання та реактиви: досліджувані матеріали, пробірки з корком, фільтрувальний папір, аргентум хлорид (1 %-вий розчин), сульфатна кислота (25 %-вий розчин), натрій гідроксид (1 %-вий, 5 %-вий, 10%-вий, 50%-вий розчин), нітратна кислота, амоній молібдат, спиртові пальники, піридин, резорцин (1 %-вий розчин), натрій карбонат (20 %-вий розчин), етанол, анілін, спиртовий розчин натрій гідроксиду, розчин о-толідину в ацетоні, гідроген пероксид, 0,1 %-вий розчин 2,4-динітрофенілгідразину в хлоридній кислоті (4 н), о-діанізидин, ацетон, розчин натрій перборату, діазотована сульфанілова кислота, реактив Маркі (розчин формальдегіду в кислоті сульфатній концентрованій), хлороформ, купрум сульфат (10 %-вий розчин), реактив Фреде (розчин амоній молібдату в сульфатній кислоті), реактив Мілона (розчин Hg(NO3)2 і HgNO3 у нітратній кислоті зв слідами нітритної кислоти).
Основні теоретичні положення

Фосфорорганічні пестициди (ФОП) мають широке застосування в сільському господарстві, тваринництві та побуті. Серед фосфорорганічних сполук є речовини з різною токсичністю для людини – від мало- до високотоксичних сполук. Окремі високотоксичні сполуки є бойовими отруйними речовинами нервово-паралітичної дії. Гранично допустима концентрація для різних фосфорорганічних сполук варіює від 0,02 до 0,5 мг/м3. Фосфорорганічні сполуки дуже стійкі, легко проникають в організм людини через легені, травний канал, слизові оболонки та шкірні покриви. У дуже малій кількості здатні порушити функції життєво важливих органів та систем і спричинити смертельні ураження.
Серед високотоксичних та середньої токсичності пестицидів в Україні широко застосовують метилмеркаптофос, дихлофос, бензофосфат, хлорофос, метилнітрофос, карбофос. 

Для виявлення фосфат-іонів виконують реакцію одержання фосфорномолібденової кислоти. Одержану кислоту переводять у молібденову синь за допомогою одного із відновників (аскорбінова кислота, олова хлорид (ІІ), бензидин тощо). У пробірку вносять 3-5 крапель мінералізату і 5 крапель розчину амонію молібдату. Суміш підкислюють 10% розчином нітратної кислоти. При наявності фосфат-іонів виникає жовте забарвлення. До цього розчину додають 3-5 крапель насиченого водного розчину гідрохлориду бензидину і 10 % розчин аміаку до лужної реакції. При наявності фосфат-іонів розчин забарвлюється в синій колір.
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Цинк фосфід (Zn3P2) – отрута гострої кишкової дії. Використовується як родентицид для знищення різних видів мишовидних гризунів на сільськогосподарських угіддях та в закритих приміщеннях промислового призначення. Препарат розкладається під впливом кислоти шлункового соку з виділенням фосфористого водню (PH3), який викликає отруєння гризунів. Отрута швидко діє в організмі гризуна, загибель настає протягом кількох годин після живлення принадою. Вдихання фосфіну, що утворюється при гідролізі цинк фосфіду, може викликати набряк легень. Цинк фосфід вражає печінку, нирки, серце і нервову систему. Вплив у великій дозі може викликати смерть.

Реакція на цинк фосфід ґрунтується на його розкладанні кислотою, внаслідок чого виділяється газоподібний фосфорний водень, що відновлює аргентум нітрат. 

Практична частина

1. Якісна реакція на цинк фосфід. 

Реакція дуже чутлива і виконується таким чином: в пробірку об’ємом 10-20 мл поміщають 0,5 г досліджуваного матеріалу і в неї опускають фільтрувальний папірець, змочений 1%-вим розчином аргентум хлориду. Папірець відпускають так, щоб він не торкався досліджуваного матеріалу. Потім в пробірку наливають 1-2 мл сульфатної кислоти і закривають пробкою. Папірець при цьому затискають пробкою в шийці пробірки. За наявності цинк фосфіду папірець чорніє при появі блискучого нальоту металевого срібла.

2. Якісні реакції виявлення хлорофосу. 

· з піридином і натрій гідроксидом (реакція Фудживара). У пробірку вносять 1 мл досліджуваного розчину, 1 мл піридину і 1 мл 50 %-вого розчину натрій гідроксиду. Суміш нагрівають на киплячому водяному нагрівнику 5 хв. При наявності хлорофосу спостерігають червоне або рожеве забарвлення;

· з резорцином: до 1 мл досліджуваного розчину додають 2 краплі 1 %-вого розчину резорцину в 20 %-вому розчині натрій карбонату або 1 %-вому розчині натрій гідроксиду. Через 10 хв спостерігається рожеве забарвлення, а через 15-30 хв – жовто-зелена флуоресценція розчину;

· утворення ізонітрилу: до 0,01-0,03 г досліджуваної речовини додають 1 мл етилового спирту. Суміш збовтують, потім додають 2 мл спиртового розчину натрій гідроксиду і 1 краплю аніліну. При нагріванні відчувається характерний запах ізонітрилу;

· з о-толідином: у фарфорову чашку вносять 0,2-0,5 мл водного або спиртового розчину досліджуваної речовини, 1 мл розчину толідину в ацетоні і 1 мл суміші розчинів водню пероксиду і лугу. В присутності хлорофосу спостерігають жовте або оранжеве забарвлення;

· з 2,4-динітрофенілгідразином: до кількох крапель розчину досліджуваної речовини додають 2 краплі 1,2 н розчину натрій гідроксиду. Суміш залишають при кімнатній температурі на 20 хв, потім додають 1 краплю 0,1 % розчину 2,4-динітрофенілгідразину в 4 н хлоридній кислоті. Пробірку тримають в киплячому водяному нагрівнику 30 хв. Суміш охолоджують і додають до неї краплю 4 н розчину натрій гідроксиду і 0,5 мл етилового спирту. Спостерігають синє або синьо-фіолетове забарвлення;
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· з ацетоном: до 0,1-1,0 мл розчину досліджуваної речовини в етиловому спирті додають 1 мл ацетону і 0,5 мл 0,5 н спиртового розчину натрію гідроксиду. Через 5-15 хв спостерігають рожеве забарвлення, яке переходить в оранжеве;

· реакція Шенемана: до 1 мл розчину досліджуваної речовини в ацетоні додають 0,5 мл розчину о-діанізидину і 2 мл розчину натрію перборату. В залежності від вмісту досліджуваної речовини розчин забарвлюється в жовтий або червоний колір.

3. Якісні реакції виявлення карбофосу.

· з діазотованою сульфаніловою кислотою: 1 мл хлороформної витяжки вносять у пробірку і рідину випаровують насухо. До сухого залишку додають 2 мл води, 1 мл діазотованої сульфанілової кислоти і 0,5 мл 5 % розчину натрію гідроксиду. Спостерігають вишнево-червоне забарвлення розчину;

· з реактивом Маркі: у фарфорову чашку вносять 1 мл хлороформного розчину витяжки і хлороформ випаровують насухо. До сухого залишку додають 5-10 крапель реактиву Маркі. Спостерігають утворення оранжевого забарвлення, яке через деякий час переходить в темно-коричневе;

· з купрум сульфатом: 1 мл розчину досліджуваної речовини випаровують насухо. До сухого залишку додають 1 мл 10 % спиртового розчину натрію гідроксиду. Пробірку нагрівають на киплячому водяному нагрівнику 10 хв. При цьому відчувають неприємний запах продуктів розкладу карбофосу. Після охолодження пробірки в неї по краплях вносять 25 % розчин сульфатної кислоти до рН 4-5. Потім додають 1 мл хлороформу і 2 краплі 10 % розчину купрум сульфату. Якщо в досліджуваному розчині міститься карбофос, то хлороформ забарвлюється в зеленувато-жовтий колір.

4. Якісні реакції виявлення фосфаміду.

· з реактивом Маркі: у фарфорову чашку вносять краплю досліджуваного розчину і 1-2 краплі реактиву Маркі. Поява рожевого забарвлення вказує на присутність фосфаміду в пробі;

· з реактивом Фреде: на предметне скло наносять краплю досліджуваного розчину і 1-2 краплі реактиву Фреде. При наявності фосфаміду спостерігають синьо-зелене забарвлення, яке переходить в зелено-жовте;

· з реактивом Мілона: на предметне скло наносять краплю досліджуваного розчину і 1-2 краплі реактиву Мілона. При наявності фосфаміду в досліджуваному розчині через 5-10 хв спостерігають рожеве забарвлення. Потім випадає такого ж кольору осад;

· реакція Шенемана (див. хлорофос).

