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Твердые парафиновые брикеты являются одним из наиболее современных типов 

родентицидных приманок, поскольку предохраняют ее от воздействия окружающей среды 

и не снижают поедаемость грызунами. В данной работе предложен простой универсаль-

ный метод для определения бродифакума, бромадиолона и дифенакума в твердых брикетах, 

которые представляют собой смесь парафина, яда и наполнителя, в качестве которого мо-

гут быть использованы зерно, мука и тому подобное. Сложность в анализе приманок, со-

держащих парафин, заключается в том, чтобы от него избавиться. Для этого мы предла-

гаем использовать экстракцию в системе гексан-ацетонитрил. Парафин растворяется в 

гексане, в то время как бродифакум, бромадиолон и дифенакум – нет. Образующуюся двух-

фазную систему разделяли с помощью делительной воронки и собирали нижнюю фракцию. 

При наличии в пробе каких-либо наполнителей их отфильтровывали до разделения смеси, 

остаток промывали ацетонитрилом. Перед вводом пробы в хроматограф ее дважды филь-

тровали с помощью PTFE-фильтров пористостью 0,45 мкм. Наилучшее разделение компо-

нентов смеси было достигнуто при использовании колонки Thermo Acclaim® Surfactant в 

качестве подвижной фазы был взят ацетонитрил и 0,1 М водный раствор ацетата аммо-

ния (рН 5,4) в режиме градиентного элюирования. Детектирование всех трех ядов проводи-

ли при длине волны 264 нм. Данный метод обладает чувствительностью 0,028 мг. Диапазон 

линейности от 0,00067 до 0,01 %. Коэффициент извлечения для бромадиолона составляет 

– 94 %, для бродифакума – 98 %, для дифенакума – 90 %. 
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Solid paraffin briquettes are one of the most modern types of rodenticide baits, because 

they protect it from the environmental exposure and do not reduce palatability of rodents. This paper 

proposes a simple universal method for the determination of brodifacoum, bromadiolone and dif-

enacoum in solid briquettes, which are a mixture of paraffin, poison and filler, which can be used as 

grain, flour and the like. The difficulty in the analysis of baits containing paraffin, is to get rid of it. 

For this, we propose to use hexane-acetonitrile extraction in the system. Paraffin dissolves in hex-

ane, while brodifacoum, bromadiolone and difenacoum do not. The resulting two-phase system was 

separated using a separatory funnel and the bottom fraction was collected. If any fillers were present 

in the sample, they were filtered until the mixture was separated, the residue was washed with ace-

tonitrile. Before introducing the sample into the chromatograph, it was filtered twice with PTFE fil-

ters with a porosity of 0.45 µm. The best separation was achieved using a Thermo Acclaim® Surfac-

tant column using acetonitrile and 0.1 M aqueous ammonium acetate solution (pH 5.4) as the mo-

bile phase in a gradient elution mode. All three poisons were detected at a wavelength of 264 nm. 

This method has a sensitivity of 0.028 mg. The linearity range is from 0.00067 to 0.01%. The recov-

ery rate for bromadiolone is 94%, for brodifacoum, 98%, and for difenacoum, 90%. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Известно, что мелкие позвоночные являют-

ся переносчиками инфекционных заболеваний [1-

4]. Инфекционные болезни вызываются различны-

ми патогенами, такими как грибы, вирусы, бакте-

рии, гельминты и т.д. Грызуны являются перенос-

чиками около 60 инфекционных заболеваний, мно-

гие из которых представляют серьезную угрозу для 

здоровья людей [5]. К таким болезням относятся 

геморрагические лихорадки, болезнь Борна, лихо-

радка Ласса, гепатит Е, чума, туляремия, сальмо-

неллез и другие [6]. Кроме того, грызуны наруша-

ют хозяйственную деятельность человека, нанося 

ущерб коммуникациям и продуктам питания. 

В последнее время возрастает общее число 

грызунов и количество крыс в частности [1, 7]. 

Родентициды химического типа чаще всего ис-

пользуют для контроля численности грызунов [8]. 
Родентицидная приманка имеет несколько 

основных компонентов – яд, аттрактант, консер-
вант, а также добавку, предохраняющую приман-
ку от воздействия окружающей среды. Различают 
зерновые приманки, а также твердые (парафино-
вые брикеты) и мягкие брикеты (тесто-брикеты). 
В качестве действующих веществ (ДВ) использу-
ют яды острого действия (фосфид цинка) или 
хронического действия (антикоагулянты крови) 
[9]. Антикоагулянты крови подразделяются на 

первое и второе поколение. К первому поколению 
относятся: варфарин (зоокумарин), дифенацин, 
куматетралил, этилфенацин, трифенацин, хлорфа-
синон. Для достижения эффективности приманка, 
включающая антикоагулянты первого поколения, 
должна поедаться мышевидными грызунами мно-
гократно. К антикоагулянтам второго поколения 
относятся: дифенакум, бродифакум, дифетиалон, 
флокумафен, бромадиолон, изоиндан. Антикоагу-
лянты второго поколения вызывают гибель гры-
зунов на 3-5 сут, что быстрее, чем от антикоагу-
лянтов первого поколения [10]. Это во многом 
обусловлено большей токсичностью этих соеди-
нений, что хорошо видно по данным, представ-
ленным в табл. 1. 

 

Таблица 1. 

Острая токсичность некоторых родентицидов для 

крыс при пероральном введении [10, 11] 

Table 1. The acute oral toxicity of some rodenticides to 

rats when orally dosed 

Вещество ЛД50, мг/кг 

Антикоагулянты первого поколения 

Варфарин 3,3 

Куматетралил 16,5 

Дифацинон 2,1 

Антикоагулянты второго поколения 

Бродифакум 0,39 

Бромадиолон 0,56-0,84 
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В последнее время подавляющее число 

новых родентицидных средств в качестве дей-

ствующих веществ содержит антикоагулянты вто-

рого поколения – бромадиолон, бродифакум или 

дифенакум (рисунок). 

Для извлечения бромадиолона из прима-

нок в виде гранул в работе [12] предложено ис-

пользовать 2% раствор муравьиной кислоты в ме-

таноле. Образец средства перетирают в ступке, 

затем отбирают 50 мг, добавляют 2 мл раствора 

муравьиной кислоты и помещают в ультразвуко-

вую баню на 15 мин. Затем образец центрифуги-

руют и хроматографируют на колонке С18 с ис-

пользованием в качестве элюентов смеси ацето-

нитрила, метанола и воды. Для повышения чув-

ствительности авторы использовали флуорес-

центный детектор. Предел обнаружения брома-

диолона составил 0,004 мг, коэффициент извлече-

ния от 86 до 99%. 

 
а 

 
б 

 
в 

Рис. Структурные формулы бромадиолона (а), бродифакума 

(б) и дифенакума (в) 

Fig. Structural formulas of bromadiolone (а), brodifacoum (б) and 

difenacoum (в) 

Позднее эта же группа авторов использо-

вала схожие условия для извлечения хлорфацино-

на и дифацинона из парафиновых брикетов [13]. 

Для приготовления модельных образцов к рас-

плавленному воску прибавляли раствор действу-

ющего вещества в этилацетате, затем при 70 °С в 

атмосфере азота удаляли растворитель. Предел 

обнаружения обоих веществ составил около 20 нг, 

что было достигнуто за счет использования масс-

спектрометрического детектора. Аналогичные 

условия описаны для анализа приманок в работе [14]. 

Высокие значения коэффициентов извле-

чения были получены авторами работы [15] при 

экстракции варфарина, бромадиолона и бродифа-

кума из модельных тесто-брикетов при использо-

вании систем растворителей этанол : вода : уксус-

ная кислота (40 : 10 : 0,2) и 2-пропанол : вода : 

уксусная кислота (40 : 10 : 0,2). Для извлечения 

яда образец перемешивали на магнитной мешалке 

в течение 4 ч. Однако при использовании этот 

способ оказался малопригодным для анализа зер-

новых приманок и парафиновых брикетов. 

В последние годы все больше исследова-

ний посвящено отравлениям родентицидными 

приманками нецелевых объектов – птиц, кошек 

собак и других. В связи с этим разрабатывают ме-

тоды определения антикоагулянтов второго поко-

ления в крови, печени и других биологических 

объектах [16-20].  

Однако по-прежнему актуальной остается 

задача разработки универсальных методов кон-

троля препаративных форм родентицидов. Это 

связано как с поиском новых действующих ве-

ществ, так и с использованием новых комбинаций 

уже известных ядов. В данной работе предложен 

новый подход к анализу парафиновых брикетов. 

Он заключается в экстракции в двухфазной си-

стеме гексан-ацетонитрил. Это позволяет отде-

лить действующее вещество от парафина и избе-

жать центрифугирования и трудоемкой фильтрации. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Реактивы и материалы. В работе исполь-

зовались бромадиолон, бродифакум и дифенакум 

(Pestanal®, Sigma-Aldrich), ацетонитрил для ВЭЖХ 

(Merck, Германия), ацетат натрия для ВЭЖХ (Acros 

Organics, США), гексан («хч», Компонент-Реактив, 

Россия), деионизованная вода с сопротивлением 

не менее 18,2 МОМ·см, вода дистиллированная по 

ГОСТ 6709-72. Другие использованные реактивы 

были квалификации «чда» или выше. Коммерче-

ские реактивы использовались без дальнейшей 

очистки. 
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Приборы. Хроматографические исследо-

вания проводились на ВЭЖХ-системе Thermo 

Ultimate 3000 (Thermo Scientific, Германия) c ди-

одно-матричным детектором (Thermo Scientific, 

Германия). Обработка данных осуществлялась с 

помощью программного обеспечения Chromeleon 6 

(Thermo Scientific, Германия). 

Условия хроматографического анализа. 

Наилучшее разделение компонентов было достиг-

нуто при использовании колонки Thermo Acclaim 

Surfactant 5 мкм (4,6×250 мм) с подвижной фазой, 

состоящей из ацетонитрила (А) и 0,1 М водного 

раствора ацетата аммония (значение рН до 5,4 до-

водили ледяной уксусной кислотой) (Б). Соотно-

шение элюентов приведено в табл. 2. Температура 

термостата колонки 30 °С. Скорость потока – 

1мл/мин. Объем вводимой пробы – 10 мкл. 
 

Таблица 2. 

Соотношение элюентов 

Table 2. The ratio of eluents 

Время, мин Доля элюента Б, % 

0 50 

5 40 

10 5 

20 5 

 

Приготовление градуировочных раство-

ров. Для построения градуировочной зависимости 

использовали рабочие градуировочные растворы 

бродифакума, бромадиолона и дифенакума в аце-

тонитриле с концентрациями 0,00067, 0,001, 0,006, 

0,05, и 0,100 %.  

Приготовление модельных приманок. Для 

приготовления модельной приманки к расплав-

ленному при 60 °С парафину прибавляли раствор 

действующего вещества в этиленгликоле, смесь 

перемешивали, затем выпаривали растворитель 

при 60 °С. После охлаждения получали брикет, 

содержащий 0,005% ДВ. 

Подготовка пробы. В коническую колбу 

вместимостью 250 см3 помещают образец массой 

10-15 г, прибавляют 50 см3 ацетонитрила и 50 см3 

гексана, и перемешивают на магнитной мешалке в 

течение 4 ч. При наличии в образце зерна или те-

ста их отфильтровывают. Фильтрат разделяют с 

помощью делительной воронки. Собирают ниж-

нюю ацетонитрильную фракцию, и взвешивают ее 

с точностью до четвертого десятичного знака. Пе-

ред вводом пробы в хроматограф ее дважды 

фильтруют с помощью PTFE-фильтров пористо-

стью 0,45 мкм. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Наши исследования показали, что парафи-

новые брикеты являются наиболее сложными 

объектами для анализа. При измельчении приман-

ки с последующей экстракцией различными рас-

творителями не удавалось избавиться от парафи-

на, требовалось длительное и трудоемкое филь-

трование. Так, выливая расплавленный парафино-

вый брикет в охлажденный ацетон, наблюдали 

выпадение парафина, однако выяснилось, что при 

таком подходе коэффициент извлечения ДВ не 

превышает 50%. 

Использование ультразвука также не при-

вело к положительному результату. При малом вре-

мени воздействия экстракция происходила недо-

статочно полно, а при более продолжительном 

воздействии проба разогревалась, что приводило к 

плавлению парафина и длительному фильтрованию. 

В качестве растворителей использовались 

ацетонитрил, метанол, хлороформ, а также их 

смеси. Однако не было выявлено существенного 

влияния растворителя на коэффициент извлечения. 

Наилучшие результаты были достигнуты 

при использовании смеси ацетонитрила и гексана 

(1:1 об.). При перемешивании в данной двухфаз-

ной системе происходит постепенное растворение 

парафина и переход ДВ в ацетонитрил, поскольку 

ни бродифакум, ни бромадиолон, ни дифенакум 

не растворяются в гексане. Полученные коэффи-

циенты извлечения представлены в табл. 3. 

 
Таблица 3. 

Коэффициенты извлечения антикоагулянтов аце-

тонитрилом из модельных парафиновых брикетов 

Table 3. Extraction coefficients of anticoagulants with 

acetonitrile from model paraffin briquettes 

Вещество Коэффициент извлечения, % 

Бродифакум 98,5 

Бромадиолон 94,0 

Дифенакум 90,0 

 

Введение в парафин зерна не оказывало 

существенного влияния на коэффициент извлече-

ния. Более низкое значение коэффициента извле-

чения для дифенакума, по всей видимости, объяс-

няется его частичной растворимостью в гексане. 

Аналогичная картина наблюдалась при экстрак-

ции из тесто-брикетов и зерновых приманок. 

ВЫВОДЫ 

В данной работе рассмотрен новый способ 

извлечения бродифакума, бромадиолона и дифе-

накума из парафиновых брикетов. Данный метод 
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хорошо зарекомендовал себя при анализе модель-

ных приманок, а также коммерчески выпускаемых 

родентицидов. Использование простого варианта 

высокоэффективной жидкостной хроматографии с 

УФ-детектированием, а также несложная пробо-

подготовка, позволяют рекомендовать этот метод 

для рутинного производственного контроля. 
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