Тема: Деякі кількісні характеристики токсичності. Визначення хлоровмісних сполук в ґрунтах
Мета: навчитися визначати в різних пробах ґрунтів хлорвмісні сполуки, у тому числі хлорорганічні пестициди.

Обладнання та реактиви: досліджувані зразки ґрунту; сито з діаметром отворів 0,5-1 мм; колба конічна з притертим корком об’ємом 250 мл; струшувач; фарфорова чашка; паперові фільтри; мідний дріт; спиртові пальники; пробірки; папір хроматографічний або пластини «Сілуфол»; камера для хроматографії; н-гексан; аргентум хлорид (1%-вий розчин); стандартні розчини досліджуваних препаратів.

Основні теоретичні положення

Ґрунти є акумуляторами великої кількості різних забруднювачів, які можуть включатися в процеси колообігу речовин в біосфері і як наслідок чинити токсичний ефект, який становить загрозу як для навколишнього середовища, так і для людини зокрема. Найінтенсивнішого техногенного навантаження зазнає ґрунтовий покрив глибиною до 0,8 м.

Україна є державою, у якій добре розвинутий аграрний сектор виробництва. Розвиток сільськогосподарського виробництва у минулі роки відбувався з використанням великої кількості хімічних засобів захисту рослин. Протягом майже 40 років у світовому сільському господарстві широко використовували персистентні хлорорганічні пестициди (ХОП). Серед них є супертоксиканти, а саме ДДТ і його метаболіти, та ГХЦГ і його ізомери. Встановлено, що хлорорганічні пестициди проявляють мутагенний, тератогенний, ембріотоксичний, гонадотоксичний та канцерогенний ефекти.

Введення хлору в органічну сполуку надає їй біоактивності, яка проявляється в блокуванні важливих біологічних процесів в мікроорганізмах, рослинах і тваринах, зокрема процесів фотосинтезу, клітинного ділення, впливають на дихання рослин і тварин, тому біоактивні хлорвмісні органічні сполуки дотепер масово використовують для виготовлення пестицидних препаратів, які застосовуються для боротьби з особливо небезпечними шкідливими та небажаними мікроорганізмами, рослинами, тваринами, комахами.

За хімічною природою ХОП – це хлорпохідні циклічних вуглеводнів з середньою або високою токсичністю, що мають великі періоди напіврозкладання, а їх стійкість до деградації підвищується із збільшенням атомів хлору. Всі ХОП – відносно нерозчинні у воді, зберігаються у ґрунті та донних відкладеннях, здатні переміщуватись трофічними ланцюгами, максимально впливаючи на хижаків, що є їх кінцевою ланкою, накопичуватись у тканинах безхребетних та хребетних організмів.

Метод ґрунтується на екстракції препарату з досліджуваної проби органічним розчинником (н-гексан). За допомогою якісних реакцій встановлюється наявність хлорорганічних сполук і проводиться їх подальше хроматографування в тонкому шарі алюміній оксиду. Рухливим розчинником служить н-гексан. Плями досліджуваних препаратів проявляються після обприскування пластинок розчином амоніаку і срібла в ацетоні при опроміненні ультрафіолетовим світлом.

Кількісне визначення проводять шляхом візуального порівняння або шляхом виміру площ плям проб і стандартних розчинів. 

Практична частина

1. Екстракція хлорорганічних сполук з ґрунту.

Для аналізу беруть середню пробу ґрунту у кількості 50-100 г, заздалегідь висушену на повітрі і просіяну через сито діаметром 0,5-1 мм. Наважку ґрунту вносять в склянку з притертим корком і заливають н-гексаном так, щоб шар ґрунту був повністю покритий розчинником.

Ґрунт з розчинником енергійно струшують впродовж 30 хвилин на апараті струшування або вручну, після чого фільтрують через паперовий фільтр у фарфорову чашку діаметром 10 см. Ґрунт промивають 2-3 рази гексаном, збираючи увесь фільтрат в чашку. 

2. Якісні реакції на хлорорганічні сполуки:
а) прожарюють мідний дріт в полум’ї пальника, потім занурюють в досліджуваний розчин і знову підносять до полум’я. Якщо полум’я забарвлюється в зелений колір, то це свідчить про наявність хлорвмісних сполук;

б) у пробірку відбирають 2 мл досліджуваного фільтрату і додають 2-3 краплі 1 %-вого розчину аргентум нітрату. Якщо випадає білий осад, то це свідчить про наявність хлоровмісних сполук.

3. Кількісне визначення хлорорганічних сполук.
Фільтрат, що залишився, випарюють на повітрі під витяжною шафою насухо. Далі висушену пробу досліджують для ідентифікації хлорорганічних сполук методом тонкошарової хроматографії. Для цього перед початком аналізу у висушену пробу заливають 0,1-0,5 мл гексану і розчиняють висушений осад, отримуючи робочий розчин.

На хроматографічний папір на відстані 1,5 см від краю за допомогою медичного шприца, капіляру або пастерівської піпетки, наносять досліджувану пробу в одну точку, так щоб діаметр плями не перевищував 1 см.

Осад з чашки з екстрактом 3 рази змивають невеликими (0,2 мл) порціями гексану, які потім наносять на пластинку в центр першої плями. Справа і зліва від проби на відстані 2 см наносять стандартні розчини досліджуваних препаратів, що містять 1 і 10 мкг (0,001 і 0,01 мг) препарату. Пластинку з нанесеними розчинами поміщають в камеру для хроматографування, на дно якої заздалегідь був налитий гексан, за 30 хвилин до початку хроматографування. Край пластинки з нанесеними розчинами може бути занурений в рухливий розчинник не більше, ніж на 0,5 см.

Після того, як фронт розчинника підніметься на 10 см, пластинку виймають з камери і залишають на декілька хвилин для випаровування розчинника. Далі пластинку обприскують проявляючим розчином і впродовж 10-15 хвилин опромінюють УФ-промінями. Пластинку слід розташовувати на відстані 20 см від джерела світла. За наявності хлорорганічних пестицидів на пластинці проявляються плями сіро-чорного кольору. 

Кількісне визначення проводять шляхом порівняння розміру плями проби з розміром плями стандартних розчинів. Розрахунок результатів аналізу роблять за формулою 4.1: 

                                              Х = (А*1000)/В                                                 (4.1)                                              

де X – вміст хлорорганічних пестицидів в аналізованій пробі, мг/кг; 

А – кількість пестициду, знайдена шляхом візуального порівняння проби із стандартними розчинами шляхом виміру площі плям, мг; 

В – маса наважки, мг.

