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Введение
Дифетиалон является самой «молодой» суб-

станцией антикоагулянтного механизма действия 
из использующихся в настоящее время. Появив-
шись в конце 80-х годов прошлого века, он до-
статочно долгое время остается в тени своих бо-
лее дешевых предшественников – антикоагулянт-
ных родентицидов 4-гидроксикумаринового ряда 
[1]. Проблемы при синтезе дифетиалона сходны 
с проблемами, возникающими при синтезе его 
ближайшего аналога – бродифакума, и заклю-
чаются в получении 3-(4″-бромбифенил-4′-ил)-
1,2,3,4-тетрагидронафтален-1-ола [2–4], что 
в значительной мере влияет на конечную стои-
мость субстанции. Существенно, что сам дифети-
алон является производным 4-гидрокситиокума-
рина, т. е. отличается от своего 4-гидроксикума-
ринового аналога бродифакума только наличи-
ем в кумариновом фрагменте вместо атома кис-
лорода – атома серы. Другим таким тиоаналогом 
является «тиофлокумафен» (аналог флокумафе-
на), ранее охарактеризованный [5]. 

Замена гетероатома кислорода на атом серы 
в ароматическом остове молекул родентицидов 
второй генерации 4-гидроксикумаринового ряда 
является, повидимому, самым очевидным путем 
синтеза антикоагулянтных родентицидов третьего 
поколения [6], поскольку традиционно тиопроиз-
водные являются менее полярными, а потому бо-
лее липофильными относительно оксопроизвод-
ных, что полностью соответствует одному из кри-
териев, предъявляемых к антикоагулянтам тре-
тьей генерации [7]. Подобная оценка липофиль-
ности применяется и при молекулярном докинге 
производных, обладающих схожим механизмом 
биологического воздействия [8, 9]. В настоящее 
время дифетиалон является не только самым ток-
сичным для грызунов [1] антикоагулянтным ро-
дентицидом из коммерчески доступных субстан-
ций, но и самым дорогостоящим производным. 
Повышенная токсичность для теплокровных жи-
вотных дает возможность одновременно снижать 
концентрацию действующих веществ в приманках 
и усиливать контроль за производством продук-
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ции на всех технологических стадиях, исключая 
плохое гомогенизирование препаративных форм.

Использование в готовых приманках дифети-
алона (как в некоторой степени модифицирован-
ной молекулы бродифакума) может, скорее все-
го, на некоторое время лишь отдалить возможный 
кризис на рынке субстанций для пест-контроля по 
мере появления резистентности к данному произ-
водному на территории Таможенного союза. «От-
голоски» резистентности к антикоагулянтным ро-
дентицидам 4-гидроксикумаринового ряда дока-
тились, повидимому, и до нашей страны [6, 10]. 
Тем не менее использование данной субстанции, 
несмотря на ее высокую стоимость, в смесевых 
композициях с более коммерчески доступными 
субстанциями 4-гидроксикумаринового ряда бу-
дет оправдано. Последнее обстоятельство предъ-
являет дополнительные требования к аналитиче-
ским методам определения дифетиалона в ком-
мерческих продуктах.

Целью настоящего исследования явилась вы-
работка методических подходов к созданию гар-
монизованного метода контроля дифетиалона 
на фоне возможного применения других роден-
тицидных субстанций 4-гидроксикумариново-
го ряда, при этом особое значение придавалось 
возможности идентификации изомерного соста-
ва субстанции, что послужило бы отличным ори-
ентиром в оценке сырья/продукции.

Материалы и методы
Для проведения исследований использовали 

следующие аналитические стандарты: Дифетиа-
лон 98.8% (KUKBO SCIENCE Co., Ltd, Корея), Ди-
фенакум 99.2% (Fluka, Англия), Варфарин 97.5% 
(СОП 64-06, НПК «Блок-1», Россия), Бродифакум 
97.8% (СОП 68-06, НПК «Блок-1», Россия), Бро-
мадиолон 98.2% (СОП 65-06, НПК «Блок-1», Рос-
сия), Куматетралил 99.9% (Bayer AG, Германия), 
Флокумафен 98.0% (Waycome Pharmaceutical Co., 
Ltd, Kитай). Изопропанол (х. ч., ГОСТ 18300-87), 
хлороформ (х. ч., ТУ 6-09-06-4263), 1,4-ди-
оксан (ч. д. а., ГОСТ 10455-80), уксусная кис-
лота (х. ч., ГОСТ 61-75), вода дистиллирован-
ная (ГОСТ 6709-72), ацетонитрил (для ВЭЖХ, 
Panreac, Испания) использовались без предва-
рительной очистки. 

Проведение ВЭЖХ в сочетании с УФ-
детектированием осуществляли на хромато-
графе Waters 490 (Waters Ltd., Watford, UK), 
оснащенном насосом Altex модели 110A, ин-
жектором Rheodyne с объемом петли 20 мкл, 
УФ-детектором модели 490 с переменной дли-
ной волны. Использовали колонку из нержавею-
щей стали: (4.6×150 мм), заполненную Reprosil 
ODS-A, зернение 5 мкм («Элсико», Россия). Под-
вижная фаза предварительно дегазировалась при 

помощи ультразвуковой установки, скорость по-
тока при элюировании 0.5 мл/мин, соотношение 
компонентов СH3CN : H2O : СН3СООН составляло 
70 : 30 : 1 и 75 : 25 : 1. Детектирование осущест-
вляли при 280 нм (температура комнатная). За-
пись хроматограмм проводили с помощью про-
граммы «Мультихром» (Ampersand Ltd. версия 
1.52i, Россия). 

В процессе работы готовили премиксы ана-
лизируемых субстанций в хлороформе с кон-
центрациями 5–10 мг/мл. Путем разбавления 
премиксов изопропанолом до концентраций 
0.02–0.30 мг/мл удалось получить стабильные 
рабочие растворы (хранение 3 месяца в холо-
дильнике Т = 2–6°С) для аналитического опреде-
ления методом ОФ ВЭЖХ с широким охватом по-
лярностей подвижной фазы. Растворы с концен-
трациями ниже 0.02 мг/мл готовили непосред-
ственно перед использованием.

В процессе исследования были проверены на 
содержание действующих веществ техническая 
субстанция, жидкий и дустовый родентицидные 
концентраты (0.25 %) и готовые средства: «Тай-
фун-3» (зерновая приманка), «Тайфун-ТБ» (твер-
дые парафинизированные брикеты), «Тайфун-
МБ» (мягкие тестобрикеты) (ООО «Алина Нова 
Проф», Россия).

Пробоподготовку, предшествующую хрома-
тографическому определению действующих ве-
ществ (дифетиалон, флокумафен) в приманках на 
основе прессованного теста и зерна, осуществля-
ли следующим образом: в коническую колбу вме-
стимостью 100 см3 помещали около 4.5–5.5 г зер-
новой (тестовой) приманки и взвешивали с точ-
ностью до второго знака после запятой. К навеске 
прибавляли 10 см3 воды и перемешивали на маг-
нитной мешалке при комнатной температуре в те-
чение 0.15 часа. Далее последовательно добав-
ляли 0.2 см3 уксусной кислоты и 40 см3 изопро-
панола и продолжали перемешивание 1.5 часа, 
затем образец помещали в ультразвуковую уста-
новку (использовали установку «Кристалл-2,5», 
ОАО «ОКТБ Кристалл», Россия) и подвергали уль-
тразвуковому воздействию 0.5 часа при комнат-
ной температуре. Продолжали перемешивание 
образца на магнитной мешалке 1.0 час. Экстракт 
фильтровали через бумажный фильтр (белая лен-
та), и аликвоту фильтрата хроматографировали 
в изократическом режиме.

Аналогично пробоподготовка осуществлялась 
для другой препаративной формы – твердых бри-
кетов, за исключением предварительного измель-
чения образца на бытовой металлической терке 
и использования в качестве экстрагента 1,4-ди-
оксана вместо изопропанола. 

Пробоподготовка жидкого родентицидного 
концентрата осуществлялась растворением на-
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вески концентрата около 0.8–1.2 г (взвешивание 
с точностью до 0.001 г) изопропанолом в мерной 
колбе на 25 см3 при кратковременной (в течение 
0.10 часа) ультразвуковой обработке.

Пробоподготовка родентицидного порошко-
образного премикса осуществлялась на магнит-
ной мешалке при кратковременной обработке 
ультразвуком. Для этого к навеске дустирован-
ной формы около 0.8–1.2 г (взвешивание с точ-
ностью до 0.001 г) в конической колбе на 50 см3 
добавляли 25 мл изопропанола и перемешивали 
на магнитной мешалке при комнатной темпера-

туре в течение 1 часа, затем образец помещали в 
ультразвуковую установку и подвергали ультра-
звуковому воздействию 0.5 часа при комнатной 
температуре. Продолжали перемешивание образ-
ца на магнитной мешалке 1.0 час. Экстракт филь-
тровали через бумажный фильтр (белая лента), и 
аликвоту фильтрата хроматографировали в изо-
кратическом режиме.

Результаты и их обсуждение
Большинство аналитических методик опреде-

ления дифетиалона базируется на применении 
ионпарного варианта ВЭЖХ в градиентном режи-
ме элюирования. Использование ионпарных ре-
жимов и градиентного элюирования производится 
в сочетаниях с флюориметрическим [11–13], уль-
трафиолетовым [12, 14–16], диодноматричным 
[13, 17] и масс-спектрометрическим [18–20] ти-
пами детекторов. Только использование масспек-
трометрического детектирования в некоторой сте-
пени ограничивает исследователей в применении 
ионпарных режимов хроматографирования, что 
делает предпочтительным метод ОФ ВЭЖХ, по-
скольку в этом случае использование буферных 
растворов, содержащих дополнительные орга-
нические/неорганические соли (ионного фона), 
не будет в полной мере препятствовать испаре-
нию пробы непосредственно перед детектирова-
нием антикоагулянтных родентицидов [21]. Чаще 
всего используют сочетание ионпарного варианта 
ВЭЖХ с применением метода градиентного элюи-
рования. Нам представляется избыточным исполь-
зование ионпарных условий хроматографическо-
го разделения в градиентном режиме произво-
дных 4-гидроксикумарина/тиокумарина, посколь-
ку это влечет за собой дополнительную подготов-
ку нескольких растворов элюентов и наличие гра-
диентного насоса, стоимость которого существен-
но превосходит стоимость обычного изократиче-
ского насоса. Более того, незначительная погреш-
ность создания градиента насосом при смешении 
двух и более элюентов влечет за собой значитель-
ное изменение времени удерживания аналитов, 
тогда как использование изократического обору-
дования приводит к более стабильным результа-
там. Платой за стабильность показателей и высо-
кую воспроизводимость хроматографических дан-
ных в изократическом режиме элюирования слу-
жит несколько большее время анализа и, соответ-
ственно, увеличивающийся расход моноэлюента. 

Избыточны и рекомендации по привлече-
нию дорогостоящих вариантов детекторов – ди-
одноматричного, флюориметрического и масс-
спектрометрического для осуществления рутинно-
го анализа продукции, содержащей антикоагулянт-
ные родентициды. Только в случае исследования 

Рис. 2. Хроматограммы модельного раствора сме-
си родентицидов: зоокумарин (пик 1) 0.029 мг/мл; 
куматетралил (пик 2) – 0.030 мг/мл; бромадиолон 
(пики 3, 4) – 0.030 мг/мл; дифенакум (пики 5, 6) – 
0.039 мг/мл; флокумафен (пики 7, 8) – 0.039 мг/мл; 
бродифакум (пики 9, 10) – 0,027 мг/мл и дифетиа-
лон (пики 11, 12) – 0.024 мг/мл (А), растворов экс-
тракта (изопропанол) из жидкого родентицидного 
концентрата: 20 мг/мл (В) и технической субстанции 
в изопропаноле: 0.200 мг/мл (С). Подвижная фаза 
СH3CN : H2O : СН3СООН (70 : 30 : 1)
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биологических жидкостей и тканей такой подход 
выглядит оправданным, поскольку удается значи-
тельно понизить минимальную границу определе-
ния субстанций в пробах за счет значительно более 
чувствительных типов детектирования. 

Ранее были продемонстрированы хорошие 
возможности использования простейшего ультра-
фиолетового типа детектирования для определе-
ния производных 4-гидроксикумаринового ряда 
в различных препаративных формах [22–25]. Ис-
пользованное нами ранее универсальное значе-
ние длины волны детектирования для произво-
дных 4-гидроксикумаринового ряда – 280 нм 
оказалось в диапазоне, предлагаемом различны-
ми исследователями для идентификации дифети-
алона: 262 нм [14, 15], 260 нм [16] и 286 нм [26]. 
Что касается использования градиентного режима 
элюирования, то его применение не всегда может 
привести к разделению геометрических изомеров 
производных 4-гидроксикумаринового/тиоку-
маринового рядов в случае исследования муль-
тикомпонентных растворов, даже при использо-
вании самых чувствительных типов детектирова-
ния. Так при анализе мультикомпонентных сме-
сей [11–14, 18–21] производных данной группы 
наблюдается разделение геометрических изоме-
ров только для бромадиолона [13, 18, 19, 21], ди-
фенакума [19, 21], флокумафена [18, 19], бро-
дифакума [19, 21] и дифетиалона [19]. При этом 
недавно [19] только при использовании поверх-
ностнопористого (core-shell) хроматографическо-
го сорбента удалось разделить геометрические 
изомеры сразу для пяти производных. Внедрение 
передовых технологий поверхностно-пористых 
сорбентов c привитыми хиральными фазами по-
зволяет в настоящее время рассматривать воз-
можность определения не только геометрических 
(цис-, транс-), но и оптических производных ан-
тикоагулянтных родентицидов, как было показа-
но на примере всех четырех оптических изоме-
ров бродифакума [27]. Необходимо отметить, 
что в наиболее удачных случаях разделения гео-
метрических [19] и оптических [27] изомеров 
рассматриваемых производных используется 
масс-спектрометрическое детектирование, при-
менение которого чувствительно к настройкам 
прибора и калибровке его по массам. Последнее 
обстоятельство, в случае придания методики ста-
туса международной (EPA, WQA), потребует на-
личия хотя бы одного дорогостоящего внешнего 
стандарта (свидетеля, отличающегося от аналита 
по изотопному составу) [28–30]. Однако данное 
требование соблюдено только в одной работе, 
где в случае группового определения производ-
ных 4-гидроксикумаринового/тиокумаринового 
рядов при масс-спектрометрическом детектиро-
вании использовали варфарин-d5 [18]. 

Использованные нами условия осуществления 
хроматографического разделения серии произво-
дных 4-гидроксикумаринового/тиокумаринового 
рядов позволяют предложить гармонизованный 
метод без использования градиентного режима 
элюирования, ионпарного варианта ВЭЖХ, до-
рогостоящих типов детекторов и дейтерирован-
ных стандартов для их калибровки, пригодный 
для анализа продукции родентицидного профи-
ля. На рис. 2А видно, что геометрические изо-
мерные формы для бромадиолона, дифенакума, 
флокумафена, бродифакума и дифетиалона уве-
ренно детектируются, на основании чего можно 
предложить выбранные нами условия аналити-
ческого группового разделения гомологов в ка-
честве бюджетной альтернативы осуществлению 
хроматографического анализа в градиентном ре-
жиме (ионпарный вариант ВЭЖХ) с использова-
нием поверхностно-пористого сорбента и МС/
МС детектирование с тройным квадруполем [19]. 
Разница в стоимости использованного в работе 
[19] и задействованного нами оборудования как 
минимум на порядок ниже, при этом эффектив-
ность разделения семи производных и геометри-
ческих изомеров пяти из них остается на сопоста-
вимом уровне. 

Оптимизация метода анализа геометрических 
изомеров индивидуальной родентицидной суб-
станции cопряжена с решением меньшего числа 
проблем, чем при групповом определении. Такие 
одномерные задачи ранее были решены для бро-
мадиолона [31], дифенакума [32], и дифетиало-
на [16]. Вместе с тем, сведения об изомерном со-
ставе очень ценны, поскольку позволяют не толь-
ко проследить источник сырья, но и осуществить 
выбор субстанции с максимальным содержанием 
более активной изомерной формы [23, 24]. Воз-
можность определить состав оптических изоме-
ров для зоокумарина (4 изомера) и куматетрали-
ла (2 изомера) [33] также имеется, например при 
помощи хиральных стационарных фаз [27, 34], 
однако практическая значимость такого анализа 
сомнительна, поскольку стоимость самих субстан-
ций, как и актуальность их применения в практике 
«pest control» (вследствие возможной резистент-
ности), девальвирует конечный аналитический 
результат подобного определения.

Использование выверенной тактики осущест-
вления пробоподготовки для антикоагулянтных 
субстанций, ранее опробованной нами на раз-
личных объектах [22–25], позволяет рекомен-
довать гармонизованный подход, обеспечива-
ющий стабильный результат анализа и уклады-
вающийся в нормадопуск (табл. 1) для следую-
щих объектов: «Тайфун-3» (зерновая приман-
ка), «Тайфун-ТБ» (твердые парафинизированные 
брикеты), «Тайфун-МБ»(мягкие тесто-брикеты).
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При осуществлении анализа дифетиалона раз-
ных поставщиков выявилось различное содержа-
ние геометрических изомерных форм субстанции. 
В случае минимального содержания цис- формы 
(оцененной в 5%) концентрация в 0.005 мг/мл 
оказывается критической для определения изо-
мерного состава (рис. 1А), тогда как содержание 
цис- формы в аналитическом стандарте (рис. 2А) 
составляет чуть менее 32%. Таким образом, изо-
мерный состав дифетиалона в готовых препа-
ративных формах/премиксах корректнее осу-
ществлять не по аналитическому стандарту с бо-
лее высоким содержанием цис- формы, а непо-
средственно по технической субстанции, из ко-
торой осуществляется приготовление технологи-
ческих концентратов. Использованное нами со-
отношение растворителей в составе подвижной 
фазы СH3CN : H2O : СН3СООН равное 75 : 25 : 1 по-
зволило несколько сократить время осуществле-
ния хроматографического разделения без ухуд-
шения разрешения изомерных форм дифетиа-
лона и флокумафена (рис 1А, В) по сравнению 
с гармонизованным методом контроля дифети-
алона в присутствии других родентицидных суб-
станций 4-гидроксикумаринового ряда, для ко-
торых состав подвижной фазы остался неизмен-
ным (СH3CN : H2O : СН3СООН равное 70 : 30 : 1) 
[25]. Помимо дифетиалона и флокумафена на 
хроматограммах исследованных готовых препа-
ративных форм обнаруживаются следы гомологов 
(бромадиолона и бродифакума, например пики 
1, 4 и 5 рис. 1В), что может говорить о возмож-
ном загрязнении технологического оборудова-
ния остатками продукции, при изготовлении ко-

торых используются другие родентицидные суб-
станции. В каждом конкретном случае это «загряз-
нение» может быть оценено и в дальнейшем ис-
пользоваться для точной идентификации конкрет-
ной партии произведенной продукции. 

Вместе с тем исследование родентицидных 
концентратов-премиксов (содержащих 0.25% 
дифетиалона), напротив, продемонстрировало 
отсутствие какого бы то ни было дополнительного 
родентицидного компонента (рис. 1С, 2В), несмо-
тря на то обстоятельство, что концентрации дифе-
тиалона были существенно (более чем в 100 раз) 
выше, чем в готовых приманках.

Использованный подход к групповому анализу 
родентицидов можно рекомендовать для осущест-
вления входного контроля субстанций в рамках 
оценки поставщиков продукции/услуг в системе 
менеджмента качества предприятия [24] для боль-
шинства родентицидных субстанций, не произво-
дящихся на территории нашей страны [35]. В слу-
чае скрининговых исследований продукции сра-
зу будет очевиден факт возможной подмены суб-
станции/ий незадекларированными, как в случае 
намеренной фальсификации продукции, так и при 
возникновении случайной ошибки поставщиком 
субстанции или непосредственно на производстве. 

Заключение
Экспериментально осуществлен анализ суб-

станции и готовых родентицидных композиций и 
концентратов, содержащих дифетиалон. Во всех 
случаях определен состав геометрических изо-
меров (транс-/цис-) исходной субстанции. Ана-
лиз дифетиалона может быть проведен на фоне 

Таблица 1
Результаты исследования технологических премиксов и промышленных образцов 

родентицидных средств, содержащих дифетиалон
№

п/п Субстанция Содержание в исх. средстве 
(нормативное значение), % масс. Экстрагент Обнаружено, 

% масс.

1

«Тайфун-3» (зерновая приманка)

Флокумафен 0.0015±0.0005 Изопропанол : Н2О : СН3СООН 
(40 : 10 : 0.1)

0.0014±0.0004

Дифетиалон 0.0020±0.0005 0.0021±0.0004

2

«Тайфун-МБ» мягкий брикет (тестовая приманка)

Флокумафен 0.0015±0.0005 Изопропанол : Н2О : СН3СООН 
(40 : 10 : 0.1)

0.0015±0.0004

Дифетиалон 0.0020±0.0005 0.0018±0.0004

3

«Тайфун-ТБ» твердый брикет (парафинизированная приманка)

Флокумафен 0.0015±0.0005 1,4-Диоксан : Н2О : СН3СООН 
(40 : 10 : 0.1)

0.0017±0.0002

Дифетиалон 0.0020±0.0005 0.0019±0.0004

4
«0.25%» жидкий концентрат (технологический премикс)

Дифетиалон 0.25±0.04 Изопропанол 0.25±0.01

5
«0.25%» дустовый концентрат (технологический премикс)

Дифетиалон 0.25±0.04 Изопропанол 0.26±0.01
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возможного использования еще шести антикоа-
гулянтных родентицидов 4-гидроксикумарино-
вого ряда. Определение дифетиалона возмож-
но в гармонизованных условиях проведения хро-
матографического разделения и осуществления 
пробоподготовки с производными 4-гидрокси-
кумарина. При этом осуществление хроматогра-
фического разделения возможно на обычном 
оборудовании (изократическое элюирование и 
УФ-детектирование при 280 нм) с использова-
нием подвижной фазы СH3CN : H2O : СН3СООН 
равной 70 : 30 : 1. Полученные условия пригод-
ны для осуществления скрининга широкого кру-
га продукции (субстанции, технологические пре-
миксы, препаративные формы) для одновремен-
но содержащихся в пробах семи производных 
4-гидроксикумаринового/тиокумаринового ря-
дов. Результаты подобного скрининга, включая 
данные по содержанию геометрических изоме-
ров для пяти из семи субстанций, могут быть ис-
пользованы для процедуры оценки поставщиков 
и установления факта фальсификации продукции.
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Resume: Examples of determining difethialone in 
technical substance, washing powder, concentrate 
and ready rodenticides forms by the method RP 
HPLC. Implemented integration of an analytical 
method for the determination of difethialone 
in group method of determination homologues 
4-hydroxycoumarin series. The selected conditions 
of chromatography in the isocratic elution mode 
allow to evaluate the isomeric composition of the 
substance as the most lipophilic object among those 
considered in the study. The conditions of extraction 
of various preparative forms is completely coincided 
with previously proposed for the evaluation of 
derivatives of 4-hydroxycoumarin number and 
include grain, hard and soft pellets, containing as 
matrix, foodgrade ingredients and paraffin. Found 
the conditions determining the isomer composition 
of the difethialone open wide possibilities for the 
harmonization of methods of analysis rodent/
insectorodent means on the basis of homologues 
4-hydroxycoumarins/tiocoumarins series and the 
implementation of evaluation procedures for suppliers 
or to establish the fact of falsification of products 
in case of replacement difethialone on a budget of 
substance.

Keywords:  d i feth ia lone,  ant icoagulant 
rodenticides, Tocumen, coumatetralyl, bromadiolone, 
difenacoum, flocoumafen, brodifacoum, RP-
HPLC, production control, evaluation of suppliers, 
counterfeit, isomeric forms, cis-, trans-, "pest contol", 
the determination.
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