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РАЗРАБОТКА МЕТОДИК ОПРЕДЕЛЕНИЯ ОСТАТОЧНЫХ КОЛИЧЕСТВ 
ГЕРБИЦИДА ГАЛАУКСИФЕН-МЕТИЛА В ЯЧМЕНЕ И РАПСЕ 

М. Ф. ЗАЯЦ1), С. М. ЛЕЩЕВ 2)

1)Институт защиты растений, ул. Мира, 2, 223011, агрогородок Прилуки, Минский р-н, Беларусь  
2)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь

На основании экспериментально определенных при температуре (20 ± 1) °С констант (P) и коэффициентов (D) 
распределения подобраны оптимальные условия извлечения галауксифен-метила из зерна, соломы и зеленой мас-
сы ячменя; семян, масла и зеленой массы рапса. Также подобраны условия очистки экстрактов. На первой стадии 
для извлечения пестицида использовали ацетонитрил, подкисленный ацетонитрил или смесь воды и ацетонитри-
ла. Обнаружено, что галауксифен-метил является слабогидрофобным веществом и проявляет в водных растворах 
свойства слабого основания. Для очистки экстрактов растительного материала были успешно использованы экс-
тракционные системы гексан – 1 моль/л водный раствор соляной кислоты и гексан – 10 % водный раствор K2HPO4 
(для нейтрализации кислоты и повышения константы извлечения за счет эффекта высаливания). В результате 
такой обработки получаются достаточно чистые образцы, что позволяет определять остаточные количества гала-
уксифен-метила с помощью широко распространенной жидкостной хроматографии с диодно-матричным (ультра-
фиолетовым) детектированием в ячмене и рапсе на максимально допустимом уровне или ниже. 

Ключевые слова: жидкостная экстракция; галауксифен-метил; методика пробоподготовки; жидкостная хро-
матография; ячмень; рапс.
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Optimal conditions for the extraction of halauxifen-methyl from grain, straw and green mass of barley; seeds, oil and 
green mass of rape, as well as the conditions for the purification of extracts were selected on the basis of the distribution 
constants (P) and distribution coefficients (D) experimentally determined at a temperature of (20 ± 1) °C. At the first 
stage, acetonitrile, or acidified acetonitrile, or a mixture of water and acetonitrile were used to extract the pesticide. Halau
xifen-methyl was found to be a weakly hydrophobic substance and it exhibits the properties of a weak base in aqueous 
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solutions. For the purification of plant material extracts hexane – 1 mol/L aqueous solution of hydrochloric acid and he
xane – 10 % K2HPO4 aqueous solution were successfully used (to neutralize the acid and increase the extraction constant 
due to the salting out effect). The samples obtained after purification are sufficiently pure. So, the residual amounts of 
halauxifen-methyl can be determined by widespread liquid chromatography with diode array (ultraviolet) detection at the 
level, which is equal or lower to the maximum allowable content of herbicide in barley and rape.

Key words: solvent extraction; halauxifen-methyl; sample preparation method; liquid chromatography; barley; rape.

Введение
Одним из новых пестицидов, проходящих регистрационные испытания в Беларуси, является герби-

цид GF-3488, КЭ (5 г/л галауксифен-метила (XDE-729 метил), 120 г/л клопиралида) фирмы Дау Агро­
Саенсес (США). Ввиду отсутствия среди адаптированных в Беларуси методик определения остаточных 
количеств входящего в  его состав галауксифен-метила (рис.  1) необходимо было провести соответ
ствующую процедуру. 

Галауксифен-метил является термически нестабильным веществом и  разлагается до достижения 
температуры кипения. Поэтому его определяют методом жидкостной хроматографии. Для упрощения 
пробоподготовки анализируемых образцов на содержание остаточных количеств галауксифен-метила, 
а также для его надежной идентификации используют тандемный масс-спектрометрический детектор 
[1–3]. Такие приборы в Беларуси пока не нашли широкого распространения и часто применяются для 
решения специфических научных задач. Поэтому разработка простых методик пробоподготовки ячме-
ня и рапса для определения остаточных количеств галауксифен-метила на доступном хроматографиче-
ском оборудовании представляется актуальной задачей.

Экспериментальная часть
Реактивы. Использовали аналитический стандарт галауксифен-метила фирмы Дау АгроСаенсес  

с содержанием основного вещества 97,4 %, ацетонитрил для градиентной ВЭЖХ, гексан «х. ч.», ам-
моний сернокислый «ч. д. а.», калий фосфорнокислый двухзамещенный 3-водный «х. ч.», кислоту со-
ляную «х. ч.», кислоту ортофосфорную (85 %), кислоту хлорную «х. ч.» (66,1 %). Деионизированную 
воду получали с помощью системы подготовки воды Direct-Q 3 UV System (Millipore, США).

Условия хроматографирования. Анализ проводился на высокоэффективном жидкостном хрома-
тографе HP 1100 (Hewlett Packard, Германия) с диодно-матричным детектором и программным обе-
спечением HP ChemStation. Хроматографическое разделение выполнялось на стальной колонке длиной 
15  см и  с  внутренним диаметром 2,1 мм, заполненной фазой Kinetex® EVO C18 с размером частиц 
2,6 мкм, пор – 100 Å. 

Температура колонки 35 °С. Время анализа 35 мин.
Подвижная фаза № 1 для ВЭЖХ: 0,01 моль/л раствор фосфорной кислоты в деионизированной воде.
Подвижная фаза № 2 для ВЭЖХ: ацетонитрил для градиентной ВЭЖХ.
Скорость потока элюента 0,12 мл/мин.
Элюирование проводилось в градиентном режиме. С момента ввода пробы до 9,0 мин объемное со-

отношение подвижных фаз № 1 и 2 составляло 45 : 55. Затем в течение 1,0 мин содержание подвижной 
фазы № 2 увеличивалось с 55 до 100 % и оставалось постоянным до 17,0 мин, потом уменьшалось до 
55 % в течение 1,0 мин и далее оставалось постоянным.

Рабочая длина волны 250 нм.

Рис. 1. Структурная формула галауксифен-метила
Fig. 1. The structural formula of halauxifen-methyl
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Для построения градуировочного графика в  инжектор хроматографа вводили по 20 мкл рабоче-
го стандартного раствора галауксифен-метила с концентрациями 10,0; 5,00; 2,00; 0,500; 0,200; 0,100 
и 0,050 0 мкг/мл. Осуществляли не менее трех параллельных измерений и находили среднее значение 
площади хроматографического пика для каждой концентрации. Строили градуировочный график за-
висимости площадей хроматографических пиков от концентрации (мкг/мл) соединений в растворе.

Идентификацию галауксифен-метила проводили по сопоставлению времени удерживания пиков на 
хроматограмме с временем удерживания пиков стандартов.

Время выхода галауксифен-метила 6,6–7,0 мин.
При данных условиях линейный диапазон детектирования галауксифен-метила составлял 1,00–

200 нг, что при объеме ввода пробы 20 мкл соответствует концентрации галауксифен-метила в анали-
зируемом растворе 0,050 0 –10,0 мг/л. Коэффициенты детерминации градуировочных графиков R2 были 
не менее 0,999.

Количественное определение проводили методом абсолютной калибровки.
Определение концентраций галауксифен-метила в воде, водно-ацетонитрильных растворах вплоть 

до концентрации ацетонитрила 40 об. % и 1,00 · 10–2 моль/л водном растворе HCl выполняли при непо-
средственном их вводе в хроматограф. Концентрацию галауксифен-метила в водно-ацетонитрильных 
растворах с содержанием ацетонитрила 60 –95 об. % находили после предварительного разбавления 
водой в 2 –10 раз. Определение концентраций галауксифен-метила в гексане, дихлорметане и ацетони-
триле осуществлялось после предварительного выдувания растворителя в токе воздуха и растворения 
в смеси ацетонитрила и воды (45 : 55 по объему). 

Определение констант и коэффициентов распределения галауксифен-метила в экстракционных 
системах гексан – вода, гексан – водно-ацетонитрильные растворы, гексан – ацетонитрил, дихлорме-
тан – вода, гексан – 1,00 · 10–2 моль/л водный раствор HCl выполняли путем соотношения равновесных 
концентраций в обеих фазах.

Константы и коэффициенты распределения галауксифен-метила между гексаном и водными раство-
рами HCl с концентрациями 0,100 и 1,00 моль/л, гексаном и 10 % водным раствором K2HPO4, дихлор-
метаном и водными растворами HCl с концентрациями 1,00 · 10–2; 0,100 и 1,00 моль/л рассчитывались 
по убыли концентрации пестицида из гексана и дихлорметана соответственно. При этом соотношение 
фаз подбиралось таким образом, чтобы убыль составляла не менее 30 %. 

Относительные стандартные отклонения вычисленных констант распределения (Р ) не превышали 
10 %, как и в случае экстракции других органических веществ [4]. 

Результаты исследований и их обсуждение
Из рис. 1 и 2, табл. 1 видно, что, несмотря на присутствие в молекуле сильнополярных групп, галаук-

сифен-метил является гидрофобным пестицидом, что, по-видимому, обусловлено сильной делокализа-
цией заряда между ароматическими кольцами молекулы и, как следствие, снижением роли сольватации 
полярных групп водными растворами.

Рис. 2. Логарифмы констант (P) распределения галауксифен-метила  
между гексаном и водными растворами ацетонитрила 

Fig. 2. Logarithms of the distribution constants (P) of halauxifen-methyl  
between hexane and aqueous solutions of acetonitrile
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В то же время гидрофобность галауксифен-метила выражена довольно слабо, что не позволяет из-
влекать его из воды в гексан с концентрированием. Переход от воды к 10 % водному раствору K2HPO4 
повышает логарифм константы распределения галауксифен-метила до 1,86, тем самым открывая воз-
можность концентрирования и  более полного извлечения пестицида в  гексан. Очевидно, что повы-
шение концентрации высаливателя способствует еще большему росту константы распределения гала-
уксифен-метила. Однако отметим, что водные растворы такого сильного высаливателя, как карбонат 
калия, не подходят для этих целей. Причина тому – создаваемая солью сильнощелочная среда, в кото-
рой происходит гидролиз входящей в молекулу галауксифен-метила сложноэфирной группы.

Переход от системы гексан – вода к системе дихлорметан – вода, в которой инкременты полярных 
групп логарифмов констант распределения значительно больше [5–7], приводит к росту констант рас-
пределения галауксифен-метила. 

Т а б л и ц а  1

Логарифмы (lg D) коэффициентов распределения галауксифен-метила между гексаном  
или дихлорметаном и водными растворами HCl с различными рН при 20 °C

Ta b l e  1

Logarithms (lg D) of the distribution coefficients of halauxifen-methyl  
between hexane and aqueous solutions of HCl with different pH,  

and also between dichloromethane and aqueous solutions of HCl with different pH at 20 °C

pH водного раствора
Система

Гексан – HCl (вод.) Дихлорметан – HCl (вод.)

0 –1,77 0,35
1 – 0,68 1,46
2 0,28 2,37

Вода 1,29 3,42

Из данных табл. 1 следует, что галауксифен-метил является слабым основанием. При этом в систе-
мах гексан – водные растворы HCl и дихлорметан – водные растворы HCl в области pH от 2 до 0 на-
блюдается уменьшение lg D галауксифен-метила примерно на единицу со снижением значения pH на 
единицу, что находится в соответствии с закономерностью экстракции слабых оснований. 

Следует учесть, что гексан, по сравнению с дихлорметаном, является более экологичным и селек-
тивным экстрагентом, позволяющим добиваться отделения на стадии очистки значительного количе-
ства матричных компонентов. Таким образом, галауксифен-метил водными растворами соляной кисло-
ты предпочтительнее извлекать из гексана, а не из дихлорметана.

Из растительных матриц, исходя из полученных констант и коэффициентов распределения, галаук-
сифен-метил достаточно эффективно извлекается ацетонитрилом или водно-ацетонитрильными смеся-
ми. Для облегчения последующего концентрирования упариванием на роторном вакуумном испарителе 
можно использовать свойство водных растворов ацетонитрила расслаиваться при добавлении неорга-
нических солей, таких как хлорид натрия, сульфат аммония и др. [8; 9]. При растворении последнего 
с получением насыщенных растворов соли одновременно в присутствии гексана удается практически 
полностью отделить воду и предотвратить переход соли в ацетонитрильную фазу. 

Что касается растительных масел, то следует учесть, что при переходе к ним от гексана вследствие 
значительной сольватации входящих в состав масел компонентов (моно-, ди- и триглицериды, карбо-
новые кислоты) извлечение пестицидов обычно сильно снижается в силу повышения коэффициентов 
распределения [5–7]. С учетом того что галауксифен-метил является слабым основанием, представля-
ется перспективным использование подкисленных растворов ацетонитрила, позволяющих значительно 
снизить коэффициенты распределения пестицидов основной природы и, как следствие, повысить их 
степень извлечения по сравнению с ацетонитрилом без подкисления [6; 7]. Этот же подход годен и для 
извлечения галауксифен-метила из соломы ярового ячменя.

Для очистки экстрактов от гидрофобных компонентов можно использовать распределение в систе-
ме гексан – 1 моль/л водный раствор HCl, от гидрофильных компонентов – распределение в системе 
гексан – 10 % водный раствор K2HPO4. При этом гидрофосфат калия, облегчающий переход между 
стадиями очистки, также пригоден для нейтрализации соляной кислоты. Гексановые экстракты после 
упаривания на роторном вакуумном растворителе перед хроматографическим анализом необходимо 
растворить в подвижной фазе и отфильтровать, используя подходящие шприцевые фильтры.



63

Оригинальные статьи
Original Papers

Пробоподготовка растительной продукции
Образец измельченной зеленой массы ярового рапса либо зерна ярового ячменя массой 10 г или 

зеленой массы ярового ячменя массой 5 г помещают в центрифужную пробирку с завинчивающейся 
крышкой объемом 50 мл, прибавляют 10 мл воды и 20 мл ацетонитрила. Пробирку интенсивно встря-
хивают 2 мин, добавляют 7 г (NH4)2SO4 и 5 мл гексана и встряхивают еще 2 мин. Затем ее центрифуги-
руют в течение 5 мин при 3000 об/мин. Из среднего ацетонитрильного слоя отбирают аликвоту 15 мл, 
переносят в грушевидную колбу на 50 мл и упаривают до ~ 0,3 мл на роторном вакуумном испарителе 
при температуре 40 °С, а после выдувают досуха в токе воздуха. 

К сухому остатку в грушевидной колбе на 50 мл добавляют 5 мл гексана и извлекают галауксифен-
метил двумя порциями 1 моль/л водным раствором HCl по 1 мл, интенсивно встряхивая грушевидную 
колбу в течение 2 мин. 

Солянокислые экстракты объединяют в  центрифужных пробирках с  завинчивающейся крышкой 
объемом 15 мл, добавляют 5 мл 10 % водного раствора K2HPO4 и извлекают галауксифен-метил двумя 
порциями гексана по 5 мл.

Гексановые экстракты объединяют в грушевидной колбе на 50 мл и упаривают до ~ 0,3 мл на ротор-
ном вакуумном испарителе при температуре 40 °С, а затем выдувают досуха в токе воздуха.

Сухой остаток растворяют в 1 мл смеси ацетонитрила и воды (55 : 45 по объему), пропускают через 
тефлоновый шприцевой фильтр с диаметром пор 0,2 мкм, и аликвоту 20 мкл вводят в хроматограф.

Образец измельченной соломы ярового ячменя массой 3 г помещают в центрифужную пробирку 
с завинчивающейся крышкой объемом 50 мл, прибавляют 40 мл ацетонитрила и 0,2 мл 66,1 % хлорной 
кислоты. Пробирку интенсивно встряхивают 2 мин. Ацетонитрильный экстракт фильтруют бумажным 
фильтром «синяя лента». Из фильтрата отбирают аликвоту 20 мл, переносят в грушевидную колбу на 
50 мл и упаривают до ~1,0 мл на роторном вакуумном испарителе при температуре 40 °С, а затем вы-
дувают в токе воздуха досуха (может остаться плохо выдуваемая жидкость объемом ~ 0,2 мл). 

Грушевидную колбу на 50 мл с остатком после выдувания ополаскивают последовательно 2 и 1 мл 
1  моль/л водного раствора HCl. Водную фазу объединяют, фильтруя через тефлоновый шприцевой 
фильтр с диаметром пор 0,2 мкм в центрифужную пробирку объемом 15 мл с завинчивающейся крыш-
кой. Добавляют 6 мл 10 % водного раствора K2HPO4 и извлекают галауксифен-метил двумя порциями 
гексана по 5 мл. Для лучшего расслоения фаз пробирки можно отцентрифугировать при 3000 об/мин 
в течение 3 мин.

Гексановые экстракты объединяют в грушевидной колбе на 50 мл и упаривают до ~ 0,3 мл на ротор-
ном вакуумном испарителе при температуре 40 °С, а затем выдувают досуха в токе воздуха.

Сухой остаток растворяют в 1 мл смеси ацетонитрила и воды (55 : 45 по объему), пропускают через 
тефлоновый шприцевой фильтр с диаметром пор 0,2 мкм, и аликвоту 20 мкл вводят в хроматограф.

Образец измельченных семян озимого рапса массой 10  г помещают в центрифужную пробирку 
с  завинчивающейся крышкой объемом 50 мл, добавляют 30 мл ацетонитрила и встряхивают 2 мин. 
Пробирку центрифугируют в течение 5 мин при 3000 об/мин. Аликвоту супернатанта объемом 20 мл 
переносят в остродонную 50-миллилитровую колбу и упаривают до масляного остатка на роторном 
вакуумном испарителе при температуре 40 °С. К остатку добавляют 15 мл гексана, насыщенного аце-
тонитрилом, и  перемешивают до растворения масла. Затем добавляют 3  мл свежеприготовленного 
0,1 моль/л раствора хлорной кислоты в ацетонитриле (0,141 мл HClO4 в 15 мл ацетонитрила) и встря-
хивают в  течение 2  мин. Верхний гексановый слой отбрасывают, а  нижний слой промывают 10  мл 
гексана, насыщенного ацетонитрилом, гексан отбрасывают. После к ацетонитрильному экстракту до-
бавляют 3 мл 1 моль/л водного раствора HCl, и полученный раствор промывают 1 раз 2 мл гексана. 
Гексан отбрасывают. Затем к  ацетонитрильному экстракту добавляют 15  мл 10  % водного раствора 
гидрофосфата калия. Пестициды экстрагируют дважды по 10 мл гексана. 

При медленном расслоении фаз после экстракции на какой-либо стадии содержимое колбы пере-
носят в центрифужную пробирку с завинчивающейся крышкой объемом 50 мл и центрифугируют в те-
чение 5 мин при 3000 об/мин.

Гексановые экстракты объединяют в грушевидной колбе на 50 мл и упаривают до ~ 0,5 мл на ротор-
ном вакуумном испарителе при температуре 40 °С, а затем выдувают досуха в токе воздуха.

Сухой остаток растворяют в 1 мл смеси ацетонитрила и воды (55 : 45 по объему), пропускают через 
тефлоновый шприцевой фильтр с диаметром пор 0,2 мкм, и аликвоту 20 мкл вводят в хроматограф.

Образец масла озимого рапса массой 5 г помещают в центрифужную 50-миллилитровую пробирку 
с завинчивающейся крышкой, добавляют 15 мл гексана, насыщенного ацетонитрилом, и перемешива-
ют до растворения масла. Затем добавляют 3 мл свежеприготовленного 0,1 моль/л раствора хлорной 
кислоты в ацетонитриле (0,141 мл HClO4 в 15 мл ацетонитрила) и встряхивают 2 мин. Пробирку цен-
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трифугируют в течение 5 мин при 3000 об/мин. Верхний гексановый слой отбрасывают, а нижний слой 
промывают 10 мл гексана, насыщенного ацетонитрилом, гексан отбрасывают. После этого к ацетони-
трильному экстракту добавляют 3 мл 1 моль/л водного раствора HCl, и полученный раствор промывают 
1 раз 2 мл гексана. Гексан отбрасывают. Затем к ацетонитрильному экстракту добавляют 15 мл 10 % 
водного раствора K2HPO4. Пестициды экстрагируют дважды по 10 мл гексана. 

Для лучшего расслоения фаз каждый раз после экстракции пробирки центрифугируют в течение 
5 мин при 3000 об/мин.

Гексановые экстракты объединяют в грушевидной колбе на 50 мл и упаривают до ~ 0,5 мл на ротор-
ном вакуумном испарителе при температуре 40 °С, а затем выдувают досуха в токе воздуха.

Сухой остаток растворяют в 1 мл смеси ацетонитрила и воды (55 : 45 по объему), пропускают через 
тефлоновый шприцевой фильтр с диаметром пор 0,2 мкм, и аликвоту 20 мкл вводят в хроматограф.

После очистки получаются достаточно чистые образцы, что позволяет определять остаточные коли-
чества галауксифен-метила на максимально допустимом уровне (МДУ) или ниже с помощью широко 
распространенной жидкостной хроматографии с диодно-матричным (ультрафиолетовым) детектирова-
нием (рис. 3, табл. 2). 

Т а б л и ц а   2

Метрологические параметры разработанных методик  
определения галауксифен-метила в растительной продукции

Ta b l e  2

Metrological parameters of the developed methods  
for determining of halauxifen-methyl in plant products

Анализиpуемый
объект Матрица МДУ, 

мг/кг

Параметр (Р = 0,95, n = 6)

Предел 
определения, 

мг/кг

Диапазон 
определяемых 
концентраций, 

мг/кг

Среднее
значение

определения,  
% 

Стандартное 
отклонение  

S, %

Доверительный
интервал
среднего,

%

Ячмень

Зерно 0,02 0,02 0,02– 0,40 78,2 3,7 ± 3,0

Солома – 0,05 0,05 – 4,0 75,6 3,9 ± 2,4*

Зеленая масса – 0,04 0,04 – 0,8 75,9 4,0 ± 2,6*

Рапс

Семена 0,05 0,02 0,02– 0,4 87,8 4,7 ± 3,8

Масло – 0,04 0,04 – 0,8 77,4 4,0 ± 3,2

Зеленая масса – 0,02 0,02– 0,4 75,4 6,1 ± 4,0*

*n = 10.

Рис. 3. Наложенные хроматограммы образцов зерна ячменя без добавки (пунктирная линия)  
и с добавкой 0,04 мг/кг галауксифен-метила (сплошная линия), подготовленные по разработанной методике

Fig. 3. Overlaid chromatograms of barley grain samples without addition (dashed line)  
and with the addition of 0.04 mg/kg of halauxifen-methyl (solid line), prepared by the developed method
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Таким образом, разработанные методики являются достаточно простыми, надежными, экспресс-
ными (около 2 ч на 4 образца), довольно дешевыми, характеризуются хорошей точностью, повторяе-
мостью результатов и низкими пределами определения, что позволяет находить галауксифен-метил на 
МДУ или ниже в ячмене и рапсе [10].

Указанные методики были апробированы и успешно использованы в лаборатории динамики пести-
цидов Института защиты растений для анализа образцов ячменя и рапса на содержание остаточных 
количеств галауксифен-метила после применения препарата GF-3488, КЭ (5 г/л галауксифен-метила, 
120 г/л клопиралида) на данных культурах. 
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