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Глифосат и глюфосинат — широкодиапазонные неизбирательные гербициды, примене­
ние которых приводит к загрязнению продукции растительного происхождения, которую 
используют для откорма сельскохозяйственных животных. Разработана селективная мето­
дика хромато-масс-спектрометрического определения глифосата, его метаболита — амино-
метилфосфоновой кислоты — и глюфосината в мясе, субпродуктах и молоке с пределом ко­
личественного определения глифосата и глюфосината 0,05 мг/кг, аминометилфосфоновой 
кислоты — 0,4 мг/кг в мясе и субпродуктах и 0,02 и 0,05 мг/кг соответственно в молоке. 
Определяемые соединения извлекают из объектов исследования раствором сульфосалици-
ловой кислоты, проводят первичную очистку экстрактов с помощью обращенно-фазового 
сорбента С 1 8, дериватизируют определяемые соединения 9-флуоренилметоксикарбонил 
хлоридом, проводят финальную очистку дериватов на сорбенте со слабыми катионообмен-
ными свойствами. Очищенный экстракт концентрируют, разбавляют смесью метанола с 
уксусной кислотой в воде, центрифугируют и используют для анализа. Хроматографиче-
ское разделение выполняют на колонке с обращенно-фазовым сорбентом С 1 8, а детектиро­
вание — методом тандемной масс-спектрометрии. Проведенная валидация методики пока­
зала, что относительная расширенная неопределенность в нижнем диапазоне определя­
емых содержаний находится в пределах от 27 до 41 % для глифосата, 25 - 29 % для амино­
метилфосфоновой кислоты и 25 - 34 % для глюфосината в зависимости от объекта анали­
за. Достигнутые значения предела определения согласуются с установленными временны­
ми максимально допустимыми уровнями в СанПиН 1.2.3685-21. 

К л ю ч е в ы е с л о в а : глифосат; аминометилфосфоновая кислота; глюфосинат; метаболизм; 
продукция животноводства; ВЭЖХ-МС/МС; анализ. 
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Glyphosate and glufosinate are broad-range, non-selective herbicides that contaminate plant products 
used in fattening farm animals which in turn bears the risks of contamination of the whole food chain. 
The goal of this study is to develop a selective procedure for the chromato-mass spectrometric determina­
tion of glyphosate, aminomethylphosphonic acid (glyphosate metabolite) and glufosinate in meat, offal 
and milk. The limit of quantitative determination of glyphosate and glufosinate in meat and offal is 
0.05 mg/kg, aminomethylphosphonic acid is 0.4 mg/kg; the limit of quantitative determination of 
glyphosate and glufosinate in milk is 0.02 mg/kg, aminomethylphosphonic acid is 0.05 mg/kg. The com­
pounds to be determined are extracted from the objects under study with a solution of sulfbsalicylic acid, 
the primary purification of the extracts is carried out using a reverse-phase C18 sorbent, the compounds to 
be determined are derivatized using 9-fluorenylmethoxycarbonyl chloride, and the final purification of the 
derivatives is carried out on a sorbent exhibiting weak cation exchange properties. The purified extract 
is concentrated, diluted with a mixture of methanol and acetic acid in water, centrifuged and then used 
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for analysis. Chromatographic separation is performed on a column with a reversed-phase C18 sorbent. 
Tandem mass-spectrometry is used for detection of the compounds under study. The calibration 
dependences for the determined compounds are linear, the correlation coefficient (K) > 0.99. The valida­
tion of the procedure showed that the relative expanded uncertainty in the lower range of the determined 
contents ranged from 27 to 41% for glyphosate, from 25 to 29% for aminomethylphosphonic acid, and 
from 25 to 34% for glufbsinate, depending on the type of object of analysis. The obtained values of the limit 
of quantitative determination are consistent with the temporary maximum allowable levels set in SanPiN 
1.2.3685-21. 

Keywords: glyphosate; aminomethylphosphonic acid; glufbsinate; metabolism; animal products; 
HPLC-MS/MS; analysis. 

В в е д е н и е 

В целях повышения урожайности сельскохо­
зяйственных культур их производителям прихо­
дится прибегать к применению агрохимикатов, 
представителем которых является глифосат [1]. 
Глифосат (ГФ) — белое порошкообразное веще­
ство без запаха с растворимостью в воде около 
100 - 157 г/л при рН 7,0 и молярной массой 
169,07 г/моль. ГФ слабо растворим в большин­
стве органических растворителей, логарифм 
коэффициента его распределения в системе окта-
нол/вода составляет от -3,87 до -5,4. ГФ — широ­
кодиапазонный гербицид — является основным 
действующим веществом препаратов, выпуска­
емых под торговыми названиями «Раундап» и 
др. Особенно широко ГФ стали использовать по­
сле разработки генно-модифицированных куль­
тур (сои, кукурузы и др.), имеющих к нему устой­
чивость. Генно-модифицированные культуры 
(ГМ-культуры) накапливают и передают ГФ 
вверх по пищевой цепи [2]. Согласно ранее про­
веденным исследованиям максимальное содер­
жание ГФ в импортируемой на территорию РФ 
сое может доходить до 3,7 мг/кг, а его основного 
метаболита — аминометилфосфоновой кислоты 
(АМФК) — до 2,3 мг/кг [3]. Остаточные количест­
ва ГФ могут быть обнаружены в субпродуктах 
сельскохозяйственных животных. Считается, что 
ГФ малотоксичен для млекопитающих, птиц, 
рыб и других гидробионтов, а также для полез­
ных насекомых [4]. Глюфосинат (ГЛ) представ­
ляет собой кристаллическое вещество с молярной 
массой 198,2 г/моль со слабым запахом аммиака, 
слабо растворим в большинстве органических 
растворителей. Логарифм коэффициента его рас­
пределения в системе октанол/вода — около 
-4,01. ГЛ является неселективным гербицидом со 
слабо выраженным системным действием [4]. 
Его химическая структура близка к естественной 
аминокислоте, глютамину. В РФ глюфосинат 
представлен препаратом «Баста, ВР» с концен­
трацией 150 г/л производства ООО «Байер Кроп-
Сайенс». ГЛ считается малотоксичным для мле­
копитающих, птиц, рыб и других гидробионтов, а 
также полезных насекомых: полулетальная доза 
(ЛД5о) для крыс составляет 1620 - 2000 мг/кг мас­

сы тела [4]. Средняя смертельная концентрация 
(СК50) для радужной форели — 580 мг/л (96 ч экс­
позиции) [5]. Препараты на основе ГЛ относятся 
к 3-му классу опасности для человека. 

ГФ отнесен Международным Агентством по 
изучению рака к группе веществ, «потенциально 
канцерогенных для человека», что обуславливает 
необходимость контроля остаточного содержания 
ГФ и подобных ему соединений в продукции 
животноводства [6]. СанПиН 1.2.3685-21 уста­
навливает временные максимально допустимые 
уровни (ВМДУ) содержания ГФ в импортиру­
емой продукции животного происхождения на 
уровне: 5,0 мг/кг в субпродуктах млекопитающих 
0,05 мг/кг в молоке, мясе птицы и мясе млекопи­
тающих; 0,5 мг/кг в субпродуктах свиней и пти­
цы. Для ГЛ ВМДУ отличаются: 0,05 мг/кг в мясе 
млекопитающих и птицы; 0,1 мг/кг в субпродук­
тах млекопитающих и птицы; 0,02 мг/кг в мо­
локе. Для АМФК не установлены ВМДУ. В ЕС 
содержание ГФ контролируется на уровне 
0,05 мг/кг в продукции животноводства, за ис­
ключением следующих продуктов: субпродукты 
птицы (почки) — 0,1 мг/кг; почки говяжьи — 
2,0 мг/кг; печень говяжья — 0,2 мг/кг; почки сви­
ные — 0,5 мг/кг. В связи с этим контроль остаточ­
ных количеств данных соединений в продукции 
животноводства является актуальной задачей. 

В настоящее время основными методами 
определения остаточных количеств ГФ явля­
ются высокоэффективная жидкостная хромато­
графия с УФ-детектированием (ВЭЖХ-УФ) и 
ВЭЖХ с тандемной масс-спектрометрией (ВЭЖХ-
МС/МС). Метод ВЭЖХ-УФ позволяет определять 
ГФ и АМФК в объектах окружающей среды [7 -
10], биологических жидкостях [11, 12] и сырье 
растительного происхождения [13, 14]. При этом 
анализ ориентирован на предварительную дери-
ватизацию молекул ГФ, АМФК и ГЛ, что позво­
ляет определять их остаточное содержание на 
уровне 0 ,04-2 мг/кг ГФ, 0,1 - 0,5 мг/кг АМФК 
и до 3 мг/кг ГЛ. Однако данный метод не явля­
ется достаточно селективным, поскольку вместе 
с определяемыми соединениями дериватизации 
подвергаются и первичные амины, что осложня­
ет интерпретацию результатов анализа. Поэтому 
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для определения гербицидов целесообразно при­
менять более селективный метод ВЭЖХ-МС/МС 
[15]. Публикации по данной теме чаще всего опи­
сывают анализ растительного сырья, фруктов и 
овощей, биологических жидкостей человека. При 
анализе растительного сырья определяемые со­
единения извлекают подкисленной деионизован-
ной водой либо раствором ацетата натрия в при­
сутствии динатриевой соли этилендиаминтетра-
уксусной кислоты (ЭДТА-Иаг) с последующей 
очисткой методом твердофазной экстракции 
(ТФЭ). Такой способ предполагает определение 
ГФ, АМФК и ГЛ без предварительной деривати-
зации. Поскольку молекулы данных соединений 
плохо удерживаются на распространенных хро-
матографических колонках, используют специа­
лизированные (Acclaim Trinity Ql) [16] или ко­
лонки на основе обращенно-фазового сорбента 
С 1 8 с длиной не менее 100 - 150 мм. Второй вари­
ант позволяет получать хроматографические 
пики удовлетворительной формы в области вре­
мен удерживания 0,5 - 1 мин при максимальной 
рабочей температуре колонки [17]. Существует 
подход по определению ГФ и АМФК в злаковых 
культурах после дериватизации 9-флуоренилме-
токсикарбонил хлоридом (FMOC-C1) с пределом 
определения (ПО) 0,02 мг/кг. Экстракцию осуще­
ствляют смесью метанола с деионизованной во­
дой (1:1) в присутствии дихлорметана. Экстракт 
после центрифугирования концентрируют в си-
ланизированной стеклянной емкости, перерас­
творяют в деионизированной воде и проводят 
дериватизацию [18]. Такая методика не может 
быть оптимальной, так как растворимость ГФ, 
ГЛ и АМФК максимальна в водных растворах и 
падает с увеличением содержания органической 
части в экстрагенте. В овощах и фруктах ГФ 
определяют, извлекая его остатки из навесок 
образца деионизованной водой в ходе гомоге­
низации. После фильтрации проводят опреде­
ление, используя хроматографическую колонку 
типа Asahipak NH2P-50 4Е. ПО составляет 5 и 
50 мкг/кг для ГФ и АМФК соответственно [19]. 
При определении гербицидов в меде проводят 
его растворение в смеси 10 мМ 3flTA-Na2 с 
50 мМ уксусной кислотой, центрифугируют полу­
ченную смесь и используют для анализа 
(ПО < 20 мкг/кг) [20]. При определении ГФ в мо­
локе и моче проводят осаждение компонентов об­
разца муравьиной кислотой и дихлорметаном с 
последующим центрифугированием. Определя­
ют ГФ в свободном виде, разделяя компоненты 
на специализированных картриджах типа 
Bio-Rad (Hercules, США) [21]. Существует под­
ход по определению ГФ на уровне 1 мкг/мл в 
грудном молоке после пропускания его аликвоты 
через фильтр с отсечением частиц крупнее 
ЗОкДа (Amicon Ultra 168 4 Centrifugal filter, 

30000 NMWL) при центрифугировании [22]. По 
определению гербицидов в мышечных тканях и 
субпродуктах методом ВЭЖХ-МС/МС опублико­
вано ограниченное количество статей. Так, кол­
лектив авторов предлагает определять ГФ и 
АМФК в широком спектре объектов исследова­
ния на уровне 0,05 мг/кг [23]. Для этого проводят 
экстракцию из 10 г навески 100 мл деионизован­
ной воды в присутствии 50 мл дихлорметана, по­
вторяют экстракцию с 50 мл деионизованной 
воды и объединяют водные части экстракта. Али-
квоту экстракта очищают на картридже с катио-
нообменной смолой AG 50W-X8. После элюирова-
ния и концентрирования рН раствора стабилизи­
руют боратным буферным раствором. Деривати­
зацию проводят раствором FMOC-C1 в течение 
ночи при комнатной температуре, а фильтрат по­
лученной смеси используют для анализа. Дан­
ный способ неудобен для рутинного анализа по­
скольку пробоподготовка основана на примене­
нии больших объемов экстрагентов и специфиче­
ских катионообменных смол, а стадия деривати­
зации чересчур длительна. Определение ГЛ в 
данной работе не рассмотрено. Другая работа 
[24] описывает определение ГФ в тканях субпро­
дуктов с ПО 0,025 мг/кг. Для этого проводят экс­
тракцию смесью метанола с водой (1:4) и центри­
фугируют. К 20 мл экстракта добавляют 5 мл 
дихлорметана и 0,02 мл уксусной кислоты, встря­
хивают, центрифугируют и используют 10 мл по­
лученного раствора для повторной жидкость-
жидкостной экстракции с 2,5 мл дихлорметана. 
Проводят ТФЭ на сорбенте со слабыми анионооб-
менными свойствами, концентрируют очищен­
ный экстракт досуха, перерастворяют в деиони­
зованной воде и дериватизируют ГФ раствором 
FMOC-C1 при комнатной температуре в течение 
45 мин. Избыток реагента удаляют дихлормета­
ном, раствор фильтруют и используют для ана­
лиза. Такой подход является наиболее выигрыш­
ным при работе со сложными объектами анализа, 
однако в работе не описана возможность совмест­
ного определения АМФК и ГЛ, не оценена пол­
нота удержания ГФ на сорбенте картриджа ТФЭ 
и не приведены параметры дериватизации. 

Цель работы — разработка методики совме­
стного определения ГФ, АМФК и ГЛ методом 
ВЭЖХ-МС/МС в продукции животного происхо­
ждения (субпродукты, мышечная ткань, молоко) 
с дериватизацией определяемых соединений и 
очисткой дериватов методом ТФЭ перед разделе­
нием на колонках с обращенной фазой. 

Э к с п е р и м е н т а л ь н а я ч а с т ь 

Реактивы, материалы, оборудование. В ра­
боте использовали метанол 99 % (CAS 67-56-1), 
ацетонитрил 99 % (CAS 75-05-8), муравьиную 
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кислоту 99 % (CAS 64-18-6), ацетон 99 % (CAS 
67-64-1), ацетат аммония 9 9 % (CAS 631-61-8), 
FMOC-C1 97 % (CAS 28920-43-6), глифосат 95 % 
(CAS 1071-83-6), глюфосинат аммония 95 % (CAS 
77182-82-2), АМФК 95 % (CAS 1066-51-9), Глифо-
caT-2-1 3C,1 5N 95 % (далее — ГФ-ISt, CAS 285978-
24-7) производства Merck (Германия), а также со­
ляную кислоту 37 % (CAS 7647-01-0), натрия тет-
раборат десятиводный 99,5 % (CAS 1303-96-4), 
сульфосалициловую кислоту 95 % (CAS 304851-
84-1), гидроксид натрия 9 7 % (CAS 1310-73-2), 
диэтиловый эфир 99 % (CAS 60-29-7), гидрооксид 
аммония 25 % (CAS 1336-21-6), уксусную кислоту 
99 % (CAS 64-19-7), трихлоруксусную кислоту 
9 0 % (CAS 76-03-9) производства ТД Химмед 
(Россия). Для ТФЭ применяли картриджи марок 
Oasis HLB, WCX с 60 мг сорбента объемом 3 мл 
(Waters, США). Деионизованную воду получали 
из системы очистки воды Millipore (Merck, Гер­
мания). Для экстракции и перемешивания ис­
пользовали шейкеры Reax 2 и Reax Control (Hei-
dolph, Германия). Концентрирование экстрактов 
и дериватизацию проводили с использованием 
модуля Pierce Reacti-Therm III (Thermo, США). 
Для определения использовали масс-спектро­
метр QTRAP 6500 (Sciex, США) с хроматогра­
фом 1290 Infinity II LC (Agilent, США). Исход­
ные растворы стандартов имели концентрацию 
0,5 мг/мл, рабочие смеси — 0,1 и 0,01 мг/мл в де-
ионизованной воде. Концентрация рабочего рас­
твора ГФ-ISt составляла 0,2 мг/мл. Градуировоч-
ные зависимости строили путем внесения алик-
вот рабочих растворов в гомогенаты образцов с 
проведением через все этапы пробоподготовки. 
Боратный буферный раствор для дериватизации 
готовили смешиванием 0,1 М гидроксида натрия 
и 0,05 М раствора тетрабората натрия в соотно­
шении 49,9:50,1. 

Экстракция из образцов молока. В полипро­
пиленовую пробирку вместимостью 15 мл поме­
щали 4 г молока и вносили аликвоту рабочего 
раствора ГФ-ISt. Содержимое пробирки переме­
шивали на встряхивателе и добавляли 1 мл 
5 %-ного раствора сульфосалициловой кислоты. 
Дальнейшую пробоподготовку проводили в соот­
ветствии с общей схемой экстракции. 

Экстракция из образцов мяса и субпродук­
тов. В полипропиленовую пробирку вмести­
мостью 15 мл помещали 1 г гомогенного образца 
и вносили аликвоту рабочего раствора ГФ-ISt. 
Содержимое перемешивали на встряхивателе и 
добавляли 4 мл 1 - 1,5 %-ного раствора сульфо­
салициловой кислоты. Дальнейшую пробопод­
готовку проводили в соответствии с общей схе­
мой экстракции. 

Общая схема экстракции и первичной очи­
стки. Пробирку с содержимым встряхивали для 
размягчения навески экстрагентом и оставляли в 

горизонтальном положении в течение 5 - 1 0 мин, 
после чего устанавливали в вертикальный встря-
хиватель и проводили экстракцию в течение 
30 мин с последующей дополнительной обработ­
кой в УЗБ в течение 10 мин при комнатной тем­
пературе. Пробирку с содержимым центрифуги­
ровали при 4750 мин - 1 и 5 - 10 °С в течение 15 -
20 мин. Для очистки, предшествующей дерива­
тизации, использовали картридж ТФЭ Oasis 
HLB. Сорбент картриджа активировали и урав­
новешивали метанолом, деионизованной водой и 
0,5 мл экстракта последовательно. После уравно­
вешивания под картридж подставляли приемные 
пробирки вместимостью 15 мл, а на сорбент на­
носили 1 мл экстракта, давая ему протечь без 
применения вакуума в пробирку. 

Дериватизация и финальная очистка. 
В пробирку с 1 мл очищенного экстракта вносили 
1 мл боратного буферного раствора и перемеши­
вали, после чего добавляли 1 мл раствора 
FMOC-C1 (3 мг/мл) в ацетоне. Пробирку тщатель­
но закрывали, встряхивали и оставляли при 
50 °С для дериватизации. По прошествии 30 мин 
пробирку охлаждали до комнатной температуры 
и вносили в нее 2 мл диэтилового эфира. Одно­
кратно проводили жидкость-жидкостную экс­
тракцию избытка FMOC-C1, центрифугировали и 
отсасывали органический слой компрессором. 
Оставшийся объем концентрировали в токе азота 
при 40 - 50 °С до 1 - 1,2 мл, подкисляли 10 мкл 
соляной кислоты и доводили общий объем до 
3 - 3,5 мл деионизованной водой. Пробирку с со­
держимым центрифугировали при 4750 мин - 1 и 
10 °С в течение 15 мин и очищали экстракт на 
картридже ТФЭ Oasis WCX. Для этого сорбент 
активировали и последовательно уравновешива­
ли метанолом и раствором 5 %-ной муравьиной 
кислоты. Экстракт полностью наносили на кар­
тридж и позволяли протечь в слив без примене­
ния вакуума. Сорбент последовательно промыва­
ли 2 мл 5 %-ной муравьиной кислоты, 1,5 мл рас­
твора 30 %-ного метанола с 5 % муравьиной 
кислоты. После прохождения растворов их остат­
ки продавливали воздухом, а под картридж под­
ставляли приемную пробирку вместимостью 
15 мл. Определяемые компоненты смывали с 
сорбента 3 мл смеси 90 %-ного метанола с 1 % 
гидрооксида аммония и 9 % деионизованной 
воды. Полученный элюат концентрировали в 
токе азота до 0,2 - 0,3 мл при 40 - 50 °С. Конеч­
ный объем экстракта доводили до 1 мл раствором 
20 %-ного метанола с 1 % уксусной кислоты в 
деионизованной воде и перемешивали. Экстракт 
центрифугировали при 15 000 мин - 1 и 5 - 10 °С в 
течение 15 - 20 мин и использовали для анализа. 

Условия хроматографического разделения и 
детектирования. Определение дериватов ГФ, 
ГЛ и АМФК осуществляли в режиме регистра-
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Таблица 1. Параметры работы масс-спектрометра Sciex 6500 
Table 1. Operation parameters of a Sciex 6500 mass-spectrometer 

Определяемое 
соединение 

Ион-пред­
шественник, mlz 

Дочерние 
ионы, mlz DEB СЕ, В СХЕВ 

Глифосат 

Глифосат IS 

Глюфосинат 

АМФК 

390,1 

392,1 

402,1 

332,1 

150,2/124,2 

152,2/126,2 

180,2/206,2 

136,2/110,2 

-95/-40 

-95/-114 

-55/-73 

-111/-107 

-30/-32 

-30/-41 

-17,3/-20 

-20/-11 

-10/-8 

-10/-12 

-15/-4 

-17/-12 

ции отрицательных ионов. Режим сканирова­
ния — мониторинг заданных реакций (MRM). 
Скорость сканирования составляла 80 мкс; тем­
пература источника (ТЕМ) — 500 °С; напряже­
ние ионного источника — 4500 В; газ завеса 
(CUR) — 25; газ источника (GS1/GS2) — 60/60; 
потенциал входа (ЕР) — 10 В. Параметры рабо­
ты масс-спектрометра в режиме MRM соответст­
вовали указанным в табл. 1. 

При хроматографическом разделении в каче­
стве подвижных фаз использовали 20 мМ рас­
твор ацетата аммония в деионизованной воде (А) 
и 20 мМ раствор ацетата аммония в метаноле (Б). 
Параметры работы жидкостного хроматографа 
с колонкой Eclipse Plus C l g RRHD (Agilent, США) 
с диаметром зерна сорбента 1,8 мкм, внутренним 
диаметром 2,1 мм и длиной 50 мм указаны в 
табл. 2. 

При проведении хроматографического разде­
ления температура колонки составляла 30 °С, 
объем вводимой пробы — 10 мкл, температура в 
отсеке устройства ввода проб — 15 °С. Время вы­
хода определяемых соединений: глифосат — 
4,77 мин; глифосат IS — 4,77 мин; глюфосинат — 
5,57 мин; АМФК — 6,34 мин. 

О б с у ж д е н и е р е з у л ь т а т о в 

Выбор способа хроматографического разде­
ления. В существующей аналитической практике 
ГФ, ГЛ и АМФК определяют методом ВЭЖХ-
МС/МС либо напрямую, либо после дериватиза-
ции. В первом случае исполььзуют ионообмен­
ные и цвиттер-ионные хроматографические ко­
лонки, а во втором наиболее часто — колонки на 
основе обращенно-фазового сорбента. 

При выборе способа хроматографического 
разделения сравнили эффективность работы 
цвиттер-ионной колонки SeQuant Zic-cHILIC 
(с диаметром зерна сорбента 3 мкм, внутренним 
диаметром 2,1 мм и длиной 100 мм (Merk, Герма­
ния) и колонки Eclipse Plus C l g RRHD при разде­
лении модельных смесей определяемых соедине­
ний. При разделении ГФ, ГЛ и АМФК на цвит­
тер-ионной колонке использовали подвижную 
фазу А — 50 мМ раствор ацетата аммония в аце-
тонитриле с 0,5 %-ной муравьиной кислотой и 

Таблица 2. Условия хроматографического разделения 

Table 2. Chromatographic separation conditions 

Время, 
мин 

0 

3 

8,5 

9,5 

10 

14 

Подвижная 
фаза А, % 

70 

70 

5 

5 

70 

70 

Подвижная 
фаза Б, % 

30 

30 

95 

95 

30 

30 

Скорость 
потока, мл/мин 

0,3 

0,3 

0,3 

0,3 

0,3 

0,3 

фазу Б — смесь 20 % ацетонитрила и 30 % мета­
нола в 0,5 %-ной муравьиной кислоте. Скорость 
потока элюента составляла 0,4 мл/мин, темпера­
тура колонки — 35 °С. Детектирование проводи­
ли в режиме мониторинга выделенных ионов 
(SIM): ГФ — 168 mlz, ГЛ — 180 т/г, АМФК — 
110 т/г. Удовлетворительное разделение ГФ и 
АМФК удалось получить по следующей програм­
ме: в начальный момент времени — 100 % А, к 

5 мин — градиент к 100 % Б, до 7 мин — 100 % Б, 
к 8 мин — градиент к 100 % А, уравновешивание 
колонки до 12 мин. При этом получить хромато-
графический пик правильной формы для ГЛ не 
удалось. Отмечались также нестабильность вре­
мен удерживания при работе с модельными сме­
сями, содержащими экстракты образцов, и не­
постоянная интенсивность аналитического сиг­
нала. При изменении программы разделения 
удалось сформировать хроматографический пик 
ГЛ, однако это произошло в ущерб ГФ и АМФК 
(рис. 1). Программа разделения была следую­
щей: в начальный момент времени — 100 % А, с 
1 по 4 мин, градиент к 30 % Б, к 5 мин, градиент 
к 95 % Б, с 5 до 7 мин 95 % Б, в 7,1 мин переклю­
чение на 100 % А, уравновешивание колонки до 
12 мин. 

На колонке Eclipse Plus C l g RRHD проводили 
хроматографическое разделение дериватов опре­
деляемых соединений в режиме MRM. Началь­
ная программа: градиент от 1 мин и 20 % Б к 
6 мин и 95 % Б с удержанием до 7 мин и пере­
ключением на начальные условия в 7,1 мин. Ко­
лонку уравновешивали в течение 4 - 5 мин. Ско-
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рость потока элюента составляла 0,3 мл/мин, 
температура — 30 °С. Такая программа позволя­
ла получать подходящие для определения пики 
АМФК и ГЛ, однако для иона-продукта ГФ на­
блюдалось наложение пика-«наездника». После 
изменения программы градиента в соответствии 
с табл. 1 интерференция была устранена (рис. 2). 
В результате проведенных экспериментов уста­
новлено, что использоване хроматографической 
колонки Eclipse Plus Cig RRHD позволяет обеспе­
чить стабильность значений времен удержива­
ния и интенсивности аналитического сигнала, 
что и определило выбор колонки. 

Экстракция. Основываясь на природе опре­
деляемых соединений и виде объектов исследова­
ния, проводили серию экспериментов по извлече-
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Рис. 1. Разделение смеси аналитов на колонке SeQuant 
Zic-cHILIC при начальном градиенте (а) и после его опти­
мизации (б): 1 — аминометилфосфоновая кислота; 2 — 
глифосат; 3 — глюфосинат 

Fig. 1. Separation of the mixture of analytes on a SeQuant 
Zic-chHILIC column at the initial gradient (a) and after its 
optimization (6): 1 — aminomethylphosphonic acid; 2 — 
glyphosate; 3 — glufosinate 

нию ГФ, ГЛ и АМФК из молока, мышечных 
тканей и тканей субпродуктов (почки, сердце). В 
качестве экстрагентов, способных одновременно 
извлечь определяемые соединения, разрушить 
ткани образцов и осадить белки с пептидами, 
рассматривали растворы сульфосалициловой, 
2 %-ной трихлоруксусной и 0,1 М соляной ки­
слот, а также метанол, подкисленный до 0,1 % 
муравьиной кислотой. Концентрацию кислот 
подбирали таким образом, чтобы емкость борат-
ного буферного раствора позволяла сохранить 
оптимальное для дериватизации значение рН. К 
навескам образцов после внесения аликвот рабо­
чего раствора стандартов добавляли по 4 мл экст­
рагентов. Пробирки тщательно встряхивали и ос­
тавляли в горизонтальном положении на не­
сколько минут, после чего проводили экстракцию 
как описано выше. 0,1 М раствор соляной кисло­
ты хорошо разрушал ткани, однако образован­
ные взвешенные частицы были плохо устрани­
мы в ходе центрифугирования и первой ТФЭ, 
что существенно увеличивало время проведения 
данных этапов, а отказ от ТФЭ приводил к суще­
ственному ухудшению результатов дериватиза­
ции. Применение смеси метанола с муравьиной 
кислотой приводило к характерному для липидов 
легкому окрашиванию экстрактов, которое не 
устранялось на стадии ТФЭ. Метанол также ока­
зывал негативное воздействие на процедуру де­
риватизации. В ходе подбора экстрагента для об­
разцов молока было установлено, что оптималь­
ное объемное соотношение образец/экстрагент 
при применении 5 %-ной сульфосалициловой ки­
слоты составляет 4:1. Такой подход позволяет по­
лучить концентрацию кислоты в экстракте на 
уровне 1 % и увеличить аналитический сигнал за 
счет большего количества образца. Следует отме­
тить, что в случае субпродуктов целесообразно 
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Рис. 2. Разделение смеси аналитов на колонке Eclipse Plus С18 RRHD при начальном градиенте (а) и после его оптими­
зации (б): 1 — аминометилфосфоновая кислота; 2 — глюфосинат; 3 — глифосат 

Fig. 2. Separation of the mixture of analytes on an Eclipse Plus C18 RRHD column at the initial gradient (a) and after its op­
timization (h): 1 — aminomethylphosphonic acid; 2 — glufosinate; 3 — glyphosate 
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применять 1,5 %-ную сульфосалициловую кисло­
ту. Сравнение сумм площадей пиков ГФ, ГЛ и 
АМФК, полученных при применении различных 
экстрагентов, представлено на рис. 3. 

Дериватизация. Стадия дериватизации яв­
ляется неотъемлемой частью пробоподготовки, 
поэтому подбор условий ее проведения важен для 
получения объективного результата анализа. 
Для этой цели готовили 4 серии модельных об­
разцов мышечной ткани согласно описанной 
выше процедуре. Каждая серия состояла из 5 об­
разцов с добавками смеси растворов ГФ, ГЛ и 
АМФК в концентрациях, соответствующих сере­
дине рабочего диапазона методики. Условия экс­
перимента приведены в табл. 3. 

После дериватизации избыток FMOC-C1 уда­
ляли диэтиловым эфиром, а неорганическую 
часть концентрировали и подвергали очистке ме­
тодом ТФЭ на картриджах Oasis WCX по стан­
дартному протоколу, предложенному производи­
телем. При интерпретации результатов анализа 
рассчитывали значение десятичного логарифма 
для суммы площадей пиков масс-хроматограмм 
каждого соединения в серии (табл. 4). Полу­
ченные значения сравнивали между сериями. 
В результате выбрали условия проведения де­
риватизации: Т = 50 °С, концентрация раствора 
FMOC-C1 — 3 мг/мл (в табл. 4). 

Финальная очистка. Для доработки стан­
дартного протокола очистки экстрактов на кар­
триджах Oasis WCX проводили серию экспери­
ментов по изменению содержания метанола во 
втором промывочном растворе 5 %-ной муравьи­
ной кислоты, применяемого после нанесения экс­
трактов. Подбирали такое содержание метанола 
в растворе, при котором определяемые соедине­
ния надежно удерживаются сорбентом, а компо­
ненты образца удаляются в слив. Для этого гото­
вили модельные смеси на основе экстрактов мы­
шечной ткани с добавками ГФ, ГЛ и АМФК в 
концентрациях, соответствующих середине рабо­
чего диапазона методики. Проводили деривати-
зацию и последующую подготовку дериватов к 
ТФЭ как описано выше. Последующая очистка 
методом ТФЭ включала: активацию сорбента 

Таблица 3. Параметры проведения эксперимента по де­
риватизации 

Table 3. Parameters for derivatization experiment 

Номер серии Изменяемые параметры 

экспери­
мента 

1 

2 

3 

4 

Г, °С 

50 

30 

Комнатная 

30 

Время, 
мин 

30 

30 

30 

30 

Концентрация 
FMOC-C1, мг/мл 

3 

3 

3 

1 

Мясо Молоко Субпродукты 

Рис. 3. Сравнение сумм площадей пиков аналитов в за­
висимости от вида экстрагента: 1 — сульфосалициловая 
кислота; 2 — 2 %-ная трихлоруксусная кислота; 3 — 0,1 М 
соляная кислота; 4 — метанол с 1 %-ной муравьиной кис­
лотой 

Fig. 3. Comparison of the sum of analyte peak areas de­
pending on the type of the extraction mixture: 1 — 
sulfbsalicylic acid; 2 — 2 % trichloroacetic acid; 3 — 0.1 N 
hydrochloric acid; 4 — methanol with 1 % formic acid 

2 мл метанола, уравновешивание 2 мл 5 %-ной 
муравьиной кислоты, нанесение модельной сме­
си, промывку 2 мл 5 %-ной муравьиной кислоты, 
промывку 2 мл промывочного раствора (10 -
60 % метанола с 5 %-ной муравьиной кислотой) с 
шагом содержания метанола 10 %, сушку и элюи-
рование. 

Для оценки результатов эксперимента рас­
считывали значение lg суммы площадей пиков 
масс-хроматограмм ГФ, ГЛ и АМФК в каждом 
эксперименте и сравнивали полученные значе­
ния для разных экспериментов. В качестве наи­
лучшего промывочного раствора был выбран 
30 %-ный метанол с 5 % муравьиной кислоты 
(рис. 4). Объем нанесения промывочного раство­
ра был уменьшен до 1,5 мл для снижения вероят­
ности потерь определяемых соединений. 

Валидация. Валидируемая схема пробоподго­
товки соответствовала описанной выше. В каче­
стве образцов для проведения валидации (мат­
риц) использовали пастеризованное молоко, го-
могенат мышечной ткани, гомогенат тканей суб­
продуктов (почки, сердце), не содержащие опре­
деляемых соединений. Для каждой матрицы 
проводили 4 эксперимента с двумя изменяющи­
мися факторами: время и оператор. Серия каждо-

Таблица 4. Результаты проведения эксперимента по де­
риватизации 

Table 4. Results of the derivatization experiment 

Соединение 

Глифосат 

АМФК 

Глюфосинат 

1 

6,901 

6,745 

7,929 

Номер серии эксперимента 

2 

6,800 

6,584 

7,880 

3 

6,848 

6,645 

7,937 

4 

6,555 

6,389 

7,639 
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Рис. 4. Сравнение сумм площадей пиков аналитов в за­
висимости от содержания метанола в промывочном рас­
творе при очистке методом ТФЭ 

Fig. 4. Comparison of the sums of analyte peak areas de­
pending on the methanol content in a washing solution dur­
ing purification at SPE stage 

го э к с п е р и м е н т а состояла из чистого образца 

(бланк), 5 образцов д л я построения градуировоч-

ной зависимости, д в у х образцов контроля каче­

с т в а (QC) и 5 образцов с добавками, соответ­

с т в у ю щ и м и у р о в н я м г р а д у и р о в о ч н о й зависи­

мости ( в ы п о л н я л и по д в а п а р а л л е л ь н ы х опреде­

ления). Все о б р а з ц ы п р о х о д и л и пробоподготовку 

с п р е д в а р и т е л ь н ы м в н е с е н и е м а л и к в о т рабочих 

растворов с т а н д а р т о в . Т а к и м образом, один экс­

п е р и м е н т в к л ю ч а л а н а л и з 18 образцов. К р и т е р и и 

н а д л е ж а щ е г о в ы п о л н е н и я каждого эксперимента 
б ы л и с л у д у ю щ и м и : п о л у ч е н н ы е з н а ч е н и я корре­
л я ц и и г р а д у и р о в о ч н ы х зависимостей R > 0,99; 
значения п р а в и л ь н о с т и д л я каждого градуиро-
вочного у р о в н я не более ± 2 0 %; разброс резуль­
т а т о в а н а л и з а образцов QC не более 20 % по от­
н о ш е н и ю к истинному значению. Д л я оценки 
с п е ц и ф и ч н о с т и м е т о д и к и п р о в о д и л и а н а л и з 20 
образцов м а т р и ц ы каждого вида, и н т е р ф е р е н ц и и 
отсутствовали. З н а ч е н и я относительного средне-
квадратического отклонения повторяемости, со­
о т в е т с т в у ю щ и е н и ж н е м у р а б о ч е м у д и а п а з о н у ме­
тодики, не п р е в ы ш а л и 20,8 и 26 % в м ы ш е ч н ы х 
тканях, молоке и с у б п р о д у к т а х соответственно. 
П о к а з а т е л ь воспроизводимости д л я данного диа­
п а з о н а м е т о д и к и н а х о д и л с я в п р е д е л а х от 12 до 
28 % в зависимости от м а т р и ц ы и определяемого 
соединения. Р а б о ч и й д и а п а з о н м е т о д и к и и значе­
ния о т н о с и т е л ь н о й р а с ш и р е н н о й неопределенно­
сти U п р и в е д е н ы в табл. 5. 

З а к л ю ч е н и е 

Р а з р а б о т а н н а я м е т о д и к а п о з в о л я е т опреде­

л я т ь ГФ, Г Л и А М Ф К в п р о д у к ц и и животного 

п р о и с х о ж д е н и я н а уровне, у с т а н о в л е н н о м Сан-

П и Н 1.2.3685-21, и п р е д н а з н а ч е н а д л я организа-

Т а б л и ц а 5. Метрологические характеристики методики, полученные в ходе ее валидации 

Table 5. Values of the relative expanded uncertainty obtained during validation of the developed procedure 

Соединение 
Диапазон определяемых 

содержаний, мг/кг 
U при Р = 0,95,% Уравнение градуировочной 

зависимости 

Глифосат От 0,05 до 1,0 вкл. 

Св. 1,0 до 10 

М ы ш е ч н а я т к а н ь 

41 

18 

у = 0,259а; + 0,000294 0,999 

АМФК От 0,4 до 2,0 вкл. 

Св. 2,0 до 20 

28 

23 

у = 0,559а + 0,106 0,995 

Глюфосинат От 0,05 до 1,0 вкл. 

Св. 1,0 до 10 

29 

28 

у = За + 0,038 0,992 

Глифосат От 0,02 до 0,2 вкл. 

Св.0,2 до 2,5 

Молоко 

27 

16 

у = 0,892а + 0,00849 0,999 

АМФК От 0,05 до 0,2 вкл. 

Св.0,2 до 2,5 

25 

17 

у = 0,445а - 0,000821 0,999 

Глюфосинат От 0,02 до 0,2 вкл. 

Св.0,2 до 2,5 

25 

16 

у = 55,6а + 0,502 0,999 

Глифосат От 0,05 до 1,0 вкл. 

Св. 1,0 до 10 

С у б п р о д у к т ы 

28 

22 

у = 0,191л; + 0,0268 0,997 

АМФК 

Глюфосинат 

От 0,4 до 2,0 вкл. 

Св. 2,0 до 20 

От 0,05 до 1,0 вкл. 

Св. 1,0 до 10 

29 

23 

34 

18 

у = 1,43л; + 0,252 

у = 59,2а + 1,51 

0,999 

0,999 
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ций, занимающихся контролем безопасности пи­
щевой продукции. Методика основана на селек­
тивном хромато-масс-спектрометрическом опре­
делении с использованием хроматографических 
колонок с обращенно-фазовым сорбентом, что де­
лает ее воспроизводимой в большинстве испыта­
тельных лабораторий. Разработанная методика 
аттестована и включена в реестр методик изме­
рений РФ (№ ФР. 1.31.2021.39543), а также вклю­
чена в область аккредитации Испытательного 
центра ФГБУ «ВГНКИ» и применяется для кон­
троля безопасности сырья АПК РФ и импорти­
руемой продукции. 
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