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INOCENTYNA KARKOCHA

METODA OZNACZANIA
3,3"-DWUCHLORO-5,5'-DWUNITRO-0,0’-DWUFENOLU W MLEKU

7 Zakladu Badania Zywnoéci i Przedmiotéw Uzytku Panstwowego
Zakladu Higieny w Warszawie
Kierownik: prof. dr M. Nikonorow

Opracowano metode oznaczania 3,3’ -dwuchloro-5,5"-dwunitro-0,0’-
-dwufenolu w mleku rynkowym przy =zastosowaniu chromatografii
cienkowarstwowej.

Do zwalczania motylicy watrobowej u bydla i owiec stosuje sie w we- -
terynarii lek o nazwie ,,Distolon”. Podaje sie go w formie jednogramo-
wych tabletek [1]. Tabletki zawieraja po 0,2 g substancji czynnej, ktorg
jest 3,3’-dwuchloro-5,5’-dwunitro-0,0’~-dwufenol. Preparat handlowy tego
zwigzku ma nazwy: ,,Bilevon” lub ,Bayer 9015”.

Czysty zwiazek ma postaé zottego krystalicznego proszku, ktéry nie
rozpuszcza sie w wodzie.

Wzoér strukturalny tego zwiazku jest nastepujacy:
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W pismiennictwie znajduje sie niewiele prac dotyczacych oznaczania
bilevonu. Thomson i Anderson oznaczali ten zwigzek w tkankach zwie-
rzecych przy zastosowaniu chromatografii gazowej {2]. Natomiast Starek
i wspoélpracownicy opisali oznaczanie bilevonu we krwi i w moczu za po-
moeg chromatografii bibulowej, cienkowarstwowej oraz metody spektro-
fotometrycznej [3].

Ze wzgledu na przechodzenie bilevonu do mleka leczonych krow, za-
istniala konieczno$¢ opracowania wzglednie szybkiej i prostej metody
oznaczania tego zwiazku w mleku.

Do oznaczania bilevonu w niniejszej pracy zastosowano metede chro-
matografii cienkowarstwowej.

CZESC DOSWIADCZALNA

Materialem doswiadczalnym bylo mleko rynkowe. Stosowany w pracy badaw-
czej bilevon otrzymano z Zakladéw Przemysiu Bioweterynaryjnego w Gorzowie.
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Odczynniki

1) aceton cz.d.a.; 2) kwas siarkowy 9 n; 3) 20% wodny roztwér NaOH; 4) na-
sycony. roztwor NaCl; 5) wata szklana; 6) eter etylowy pro narcosi, destylowany;
7) eter naftowy, destylowany; 8) alkohol metylowy cz.d.a.; 9) alkohol etylowy
95%; 10) chloroform destylowany (frakcja wrzaca w temp. 60—62°C); 11) Zel
krzemionkowy G Mercka wg Stahle do chromatografii cienkowarstwowej; 12)
benzen cz.d.a.; ,

13) roztwory standartowe bilevonu: 1) 0,1% roztwdér w alkoholu metylowym
(0,050 g zwiazku rozpuszczono w 50 ml metanolu) — roztwor A; 2) 0,01% roztwér
bilevonu otrzymany przez rozcieficzenie 10 ml roztworu A do objetoSci 100 ml,
roztwbér B (przygotowywano bezpoérednio przed oznaczaniem);

14) siarczan sodu cz.d.a., suszony w temp. 140° przez 7 godz.

Przygotowanie plytek

Plytki o wymiarach 10X17 cm dokladnie wymyte i wysuszone, pokrywano za-
wiesing 1,0 g zelu krzemionkowego w 3,5 ml wody destylowanej. Plytki suszono
przez noc na powietrzu w temperaturze pokojowej, po czym aktywowano w su-
szarce elekirycznej w temp. 105° przez 1/2 godziny. Tak przygotowane plytki
przechowywano w eksykaterze nad wysuszonym zelem krzemionkowym.

Ekstrakcja bilevonu i oczyszczanie wyciggbdw

Z 1 litra dokltadnie wymies\zaneg.o mleka rynkowego pobierano 25 ml do kolbki
stozkowej, poj. 100 ml, zawierajgcej maly zwitek waty szklanej. Do proby deda-
wanc niewielkimi porcjami 50 ml acetonu lagcdnie mieszajgc i po przykryciu
plytkg Petriego pozostawiano na 15 min. okazyjnie mieszajgc. Nastepnie prohe
wirowano przy obrotach 3 tysigce/minute w ciagu 10 minut. Plyn znad osadu
sgezono przez lejek z watg szklang do rozdzielacza pojemncéci 500 ml. Kolbke
i osad w probowce wiréwkowej pr’zemywa:no dwukrotnie acetonem, uzywajac
kazdorazowo 15 mi rozpuszczalnika i rozbijajac osad pateczka szklang w ciggu
3 minut. W ten sposéb otrzymang, zawiesine wirowano wg opisu podanego wyzej.
i otrzymany ekstrakt saczono do poprzednio wymienionego rozdzielacza.

Osad w probdéwee przemywano trzeci raz 10 ml acetonu, wirowano i sgczo-
0. Do rozdzielacza dodawano 180 ml wody destylowanej, 10 ml nasyconego roz-
tworu NaCl i 0,8 ml 9 n H,SO, Prébe ekstrahowano trzykrotnie eterem etylo-
wym, uzywajge dwa razy po 100 ml i trzeci raz 50 ml eteru, wytirzasajac kazdo-
razowo przez 5 minut. Wyciagi eterowe zbierano w zlewce poj. 250 ml i po do-
daniu ok. 5 g bezwodnego Na,SO, pozostawiano na co najmniej 2 godziny. Na-
stepnie’ eter odparowywano w lazni wodnej w temperaturze do 40° do obj. okoto
50 ml i sgczono przez saczek z bibuly filtracyjnej do rozdzielacza pojemnosci ok.
200 ml.

Zlewke i sgczek plukano trzykrotnie, uzywajgc po 5 ml eteru. Wycigg etero-
wy ekstrahowano trzykroinie stosujgc dwa razy po 50 ml i jednorazowo 25 ml
roztworu uzyskanego przez zmieszanie: 150 ml wody destylowanej; 0,4 ml 20% roz-
tworu wodcrotlenku sodowego i 9 ml nasyconego roztworu NaCl. Wytrzasano
kazdorazowo przez 5 minut. Uzyskany wyciag wodny vx‘rytrz‘asano w rozdziela-
czu z 25 ml eteru naftowego w ciggu 2 minut.

Po usunigciu warstwy eteru naftowego, do ekstraktu wodnego dodawano 0,6
ml 9n H,SO, i ekstrahowano trzykrotnie w rozdzielaczu poj. 250 ‘mi, uzywajge
po 50 ml chloroformu. Wytrzgsano kazdorazowo w ciggu 5 minut. Wycigg chlo-
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roformowy saczono do kolbki ssawkowej poj. 500 ml przez lejek Schotta 3G3
zawierajgey sjczek z bibuly Whatman Nr 3 i warstwe bezwodnego Na,SO, w ilo-
$ci okolo 10 g.

chzenle odbywalo sie bez podlaczanma prézni, ktérg stosowano tylko do Scig-
gniecia resztek plynu z sgczka. Przesgcz przenoszono do zlewki poj. 250 ml, po-
ptukujgc sgczek i kolbke ssawkows trzy razy po 10 ml chloroformu. Chloroform
zageszezano do objetosei okolo 5 ml w lazni wodnej o temp. do 40° pod zimnym
nadnmyuchem 2z fena. PozostatoS¢ przenoszono do probowki, popitukujgc zlewke
chloroformem trzy razy po 2 ml rozpuszczalnika.

Zawartoé¢ probdéwki zageszczono do objetosei 2 ml, w tazni wodnej o temp.
do 40°, umieszczajgc nad powierzchnig pltynu rurke szklang, polaczong z pompa
wodng préiniows. Koniec rurki szklanej i $cianki probdéwki oplukiwano ok. 2 ml
chloroformu. Po catkowitym oddestylowaniu chloroformu, do pozostalosci w pro-
béwee dodawano ok. 0,0 ml alkoholu metylowego, optukujac nim koniec rurki
szklanej i Scianki probéwki. Otrzymany roztwoér stuzyt do nanoszenia na plytke.

W identyczny sposéb przygotowywano proby fortyfikowane, dodajgc do 25 ml
mleka przed odbialczeniem od 10 do 30 ug bilevonu z roztworu standartowego B.

Rozwijanie chromatograméw

Na przygotowane ptytki chromatograficzne nanoszono w catosci roztwory alko-
holowe uzyskane z préb mleka kontrolnego i fortyfikowanego, poplukujgc pro-
béwki dwukrotnie 0,05 ml porcjami metanoclu, oraz odpowiednie ilo§ci roztworu
standartowego. Chromatogramy rozwijano w komorze szklanej benzenem do wy-
sokosci 13 cm od linii startu. Po wyjeciu plytek z komory i odparowaniu roz-
puszczalnika, spryskiwano je 20% roztworem NaOH.

-

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Po wywolaniu chromatogramu 20% roztworem wodorotlenku sodowe-
go, uzyskiwano zolto zabarwione plamy bilevonu o wartosciach R¢ od
0,24-—0,26. Intensywno$¢ zabarwienia plam byla proporcjonalna do ste-
zenia bilevonu, przy czym czulo$¢ metody dla plam tego zwigzku uzy-
skanych z wyciagu mleka wynosi 5ug. Wykrywalnos¢ metody wynosi
2 wg. Opracowana metoda pozwala na wykrycie 5 ug bilevonu w bada-
nej prébie 25 ml, co odpowiada zawartosci 0,2 mg tego zwigzku w 1 li-
trze mleka. Odzyskiwalno$é metody wynosi ok. 100%.

WNIOSKI
Opracowana metoda jest dos¢ prosta w wykonaniu i moze by¢. stoso-

wana do seryjnych, pélilosciowych oznaczen bilevonu w mleku.

. Kapkoxa

METOL OHPEEEJIEHMH 3,3-IUXJIOP-5,5- 1M HUTPO-0,0- IMPEHOJA
B MOJIOKE

CogepmaHue

Obpaborano meTon omnpejelieHUs 3,3-{UXJIOP-5,5-auHNTPO-0,0-11beHONIa B MOJOKE
IPUMEHAA XpPOMaTorpacyio B TOHKOM CJloe Ha KPEeMHJCTOM 3eJe T' Mepka. ITon-
BUXHOI dazori 6611 benzon. Jias 1posaBiieHMs OATeH 3,3-AuUXJI0P-5,5-aumnaurpo-0,0-amu-
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denona Ha xpomaTorpadmyeckKoN IIUTKE [IPUMEHEHO 20°/, BOZHBIN PACTBCP TUIPO-
oxucu HaTpmA. Ry MPOABIEHHBLIX NATeH Kojebancsa B IpaHULAx 0,24—0,26. YypcrBu-
TeJILHOCTL MeTecaa 2 mr. DTUM METOAOM MOXKHO 06HapyXMTh 5 I STOTO COeAMHEHMSA
B MccienyeMoit 25 M npofe, uro oTBeuaeT comepmxannipo 0,2 mMr B 1 . mMoJoxa. ’

I.Karkocha

A METHOD OF ESTIMATION OF 3,3-DICHLORO-5,5-DINITRO-
-0,0DIPHENOL IN MILK

Summary

A method for the assessment of 3,3’-dichloro-5,5-dinitro-0,0’-diphenol in milk
has been worked out using thin-layer chromatography on silica G gzl by Merck.

Benzene served as a moving phase. For the development of the stains of
3,3’-dichloro-5,5"-dinitro-0,0’-diphenol a 20% ageuous solution of sodium "hydroxide
has been used. Ry of the stains developed ranged between 0.24 and 0.26. The detec-
tability of the method was 2 ngms. Using the above method 5 ngms of the com-
pound in question can be detected in the sample of 25 ml, which is equivalent to
0.2 mg per one liter of milk.
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