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МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 
по определению остаточных количеств клефоксидима в воде, 
почве, зерне и соломе риса методом высокоэффективной 

жидкостной хроматографии

L ВВОДНАЯ ЧАСТЬ

Фирма - производитель: БАСФ АГ, Германия 
Торговое название: АУРА
Действующее вещество: клефоксидим (ВAS 625 Н)
2-11  -(2-(4-хлорфенокси)пропоксиимино)-бутил1-3-оксо-5-ти- 
ан-З-илциклогекс-1 -енол (ИЮПАК)

Эмпирическая формула: C2 4 H3 2 CI N 04S 
Молекулярная масса: 466,04 
Бесцветная вязкая жидкость 
Температура плавления: 185°С (с разложением)

Коэффициент распределения н-октанол/вода: log Р -  
Растворимость (г/л) при 20 град.С: ацетон и этилацетат - более 700, 2- 

пропанол - 330, этанол - 67, вода - 5,3 мг/л.
Стабильность к гидролизу при 25 град.С (в темноте): DT = менее 1 часа 

5), 140 дней (pH 7) и более 300 дней (pH 9).

Давление паров при 25°С:



Острая пероральная токсичности (ЬЦ-д) д л я  крыс - более 5000

Клефокеидаы нетоксичен для пчел, птиц. и диких животных.
Г иг ке киче с кие регламенты применения вещества в России не ус­

т а н о в л е н ы .

Область применения преларата;
?1лефоьхидйм - гербицид системного действия из группы ингиби­

торов биосинтеза жирных кислот, Он быстро проникает в листья и 
корни вегетирутощих растений и передвигается в точки роста. Пред­
назначен для уничтожения однолетка и многолетник злаковых сорных 
растений в посевах р>иса, независимо от способа его выращивания, 
Применяется для обработки в период от фазы 2-3 листьев до конца 
куизэния у злаковых сорняков (рис при этом должен иметь не менее 3 
листьев).

Проходит регистрационные испытания в России к странах СНГ под 
торговым названием Аура (EAS 525 Я) (концентрат эмульсии, содержа­
щий 75 г клефоксидима в 1 ж препарата) на рисе в качестве избира­
тельного гербицида при норме расхода препарата до 2,7 л/га.

2 , ЫЕТОДИ?14 ОПРЕДЕЛЕНИЯ ОСТАТОЧНЫХ ШШРЧЕСТВ ¥ЖФЖй¥ЩуМА 
Б РОДЕ, DD4BE, ЗЕРНЕ И СОЛОМЕ РИСА МЕТОДОМ ВЬООКОЭФ^К- 
ТШ Ю й ЖЙДКССТ1Ю1 ХРОМАТОГРАФИИ

lw, i, Основные положения
2.1 Л Принцип метода
Методика основана на определении клефоксидлма методом высоко­

эффективной жидкостной хроматографии (ЕЗЖЮ с ультрафиолетовым де­
и з в л е ч е ш ь ГПА Т*. ̂  Т-ГО

л - С l i d •ал t t w ХЛОрИС .f \ 4^i -TTt тт— —  t У r r ^  
A hiwi pafe А ^ Л с й и з о ^  ^13

лького мат ериала ацетоном, очистки "2s £** rj»«n П З  ГТ si vs, л  _.
o .rv_- -i у с . г , ^  *_;.з i i  t j _ i t

хлористом *«=.«* ет кi/4W <̂i j  lil|W >^W  44 ргя концен- *■ ;г Г"-’: тт.— *т:д у  rr !П t-«->* F - *>1 f i 1# 4 lh/r.4 3 1 } » / fl | -i- ДД1у 4 4J. 4 Д & -  V»W

лан- коленках диапзк-диол и Диаггак- амин-
Количественное определение проводится методом абсолютной ка-

177



Z.1 .Z И з б и р а т е л ь н о с т ь  м е т о д а

В  п р е д л а г а е м ы ?  у с л о в и я х  м е т о д  с п е ц и ф и ч е н  в  п р и с у т с т в и и  п е с т и ­

ц и д о в ,  п р и м е н я е м ы х  в  и н т е н с и в н о й  т е х н о л о г и и  в ы р а щ и в а н и я  р и с а -

,* л* ^  хлсл^Ч^Л иР И Ч Ь С л В л  A&ijrcw%j.c?pxLwi ylrvct -аь^хиДсЬ

Таблица l
М е т р о л о г и ч е с к и е  п а р а м е т р ы  м е т о д а

А н а л и з и -

о т е м ы й

М е т р о л о г и ч е с к и е  п а р а м е т р ы ,  Р = 0 , 9 5  ,  п = 2 0
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в а л  с р е д н е ­

г о *  Z
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с< о
u i - A  , £, л п

; 2 , 1 + / -  4 , 4

П о ч в а  □ , 0 2 0 , 0 2 - 0 , 2 B 0 S  4 5 , 0 ?  -? 
H V  ^  I W + / -  4 , о

З е р н о  0 , 0 5 □ ,  0 5 - 0 *  5

ПО « ?  

J Э *  * -
Л  о
^ s , u

О  « з

+ / -  4 , 5

С о л о м а  0 , 1 0
П  "? Л - 1  п
w  ч •*_ U  ^  J  W

о > 7  л 4-. #‘1

i - i j  - в
у  Л

V -  5 , 0
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Т а б л и ц а  2

Ш л и с т а  определения клефокендима в модельных м а т р и ц а х  (п=5)

Матрица Внесено 
мг/куб. да

МГ/КГ

Открыто
¥,

Доверительный ин­
тервал среднего 
результата, Z

0, 002 78,4 + / -  4,7
Вода 0,004 30,6 +/- 5,0

0,010 81,8 +/- 5,5
0,020 84,0 +/- 3,2

и, 02 /Й Й ; и; и +/- 5,5
.Почва 0,04 80,6 +/- 4,3

г. л п 82,4 +/■" 4,1
0,20 83,9 +/- 2,7

и,ио 77 Д +/- 6,9
Зерно 0,10 80,0 +/- 4,7

0, 20 78,3 +/- 5,0
0,50 81,4 +/- 3,5

о д о 62,8 +/- 5,9
Солома 0,20 87 Д + 1 СП

0,50 89 Д +/- 3,9
1,0 90,7 +/- 2,2

2, 2 Реактивы, растворы и материалы
Хлефоксндим с; содержанием д. в. 98,8% (БАСФ, Германия)
Ацетон, чда. ГОСТ £503-79
Ацетонитрил, ч л , Т У  6-09- Ой_-
Веда днетиллиИ Ю В В Я Н З Я  ИЛ5i деионизованная, Г WN11,\1о*2ос.-»

я -Гекоан, хч, ТУ  6-09-3375-78 
Калия перманганат. ГОСТ £0490-75

{79



Калий углекислый, хч., ГОСТ 4221-76 
Кислота серная, х ч . , ГОСТ 4204-77
Концентрирующие патроны Диапак-днод, АО Еио1ймМак (117899, 

Москва, Воробьева горы, МГУ), ТУ 4215-002-05451931-94
КЬнцентрярзда^е патроны Дйапак-амкк, АО Ей юЗОи й й к  (117899, 

Москва, Воробьевы горы, МГУ), ТУ 4215-002-06451931-94 
Стилен хлористый, ГОСТ 12794-30 
Натрия сульфат безводный, хч. , ГОСТ 4155-75 
Спирт метиловый, хч. , ГОСТ 5995-77 
Фосфора деятокеид, ч. , МРТУ 5-09-5759-59 
Подвижная фаза для ЕЗЖ& смесь ацетонитрил-вода (85: 

объему)
15, i J ‘*—-

Злюе-нт для Диапак-диола: смесь гексан: хлористый метилен (1:1, 
по объему)

Фильтра бумажные, синяя лента, ТУ 5-09-1578

2- 3 Приборы, аппаратура, посуда
Жидкостной хроматограф с ультрафиолетовым детектором фирмы 

Altex (США) или аналогичный
Самописец регистрирующий фирмы Kipp a. Zonen BD 41 или анало­

гичный
Колонка хроматографическая, длиной 15 см, внутренним диамет­

ром 4 мм, заполненная Диасорбом 13Q-C15 Т или Дяасорбом 130-CS Т, 
зернением 7 мкм (АО ЕиоУимМак; Москва, Воробьевы горы, МГУ)

Шприц для ввода образцов в жидкостной хроматограф емкостью 
100 мкл

Медицинский шприц с разъемом типа Люер для ввода образцов в 
концентрирующий патрон Диалак

Аппарат для встряхивания АБУ, ТУ 54-1-1081-83
Весы аналитические типа ВЛР-200, ГОСТ 19401-74
Водоструйный насос, ГОСТ 10695-75
Мельница электрическая лабораторная, ТУ 45-22-236-79 или ана­

логичная
Прибор для перегонки при атмосферном давлении
Ротационный испаритель, тип £?-1М, ТУ 25-11-917-75
Воронка Бюхнера, ГОСТ 0147-73
Бородки для фильтрования, стеклянные, ГОСТ S513-75

дД ^  ^ * 0  -* * и*  4 a  f 1 !

2* r j ~ - i j i c p i zi&iXi. ^ч-'Колйj'i C x -uaJ slG:



(У*-4- т гчт'.'гг'г*'*!*’. г ч т т т  гт n i  •гллргчтл» /.■'."кттг. «-. СГГ% Л *"V“V —- T W W i гтпГ-'-5Л£?«LJiUwbi :  у ^ с с е д я з с  Б яв ^ 'г Т И Ы 0 С 7 Ь Ю  D u-# JLtJU* £ O U  }«Л , I  -JO T  ^ D d 3 u "  ̂ir^ -

пипетки мерные вместимостью 1* 2 Т У  К
*1 и г.У Ы 1 ? JL C K - ’ i ,• t (,> ■ ! ,* IW  ю

Пробирки градуированные с притертыми пробками выестИШСТЬЮ омд, ГОСТ JL v j l j  J .  1_? 1 и

Цилиндры мерные вместимостью 50, •1 Р . п
J . '>j L : si 250 мл. туг i f  i  ;  * t

2.4 Отбор проб
Отбор проб производится в соответствии с ’'Унифицированными 

правилами отбора проб сельскохозяйственной продукции, продуктов 
питания и объектов окружающей среды для определения микроколичеетз 
пестицидов ” (N 2051-79 от 21-08-79 г,).

Отобранные пробы зерна и соломы подсушивает до стандартной 
влажности 5! хранят в стеклянной или полиэтиленовой таре в холо­
дильнике при температуре не вше 4 град- 0 не более 3 месяцев- фо­
бы почвы высушивают при комнатной температуре до в os душко-сухого- 
состояния и хранят в стеклянной емкости в холодильнике не более 3 
месяцев. Пробы воды хранят при температуре не вше 4 град-С в те­
чение 2 дней, при температуре -18 град. О в течение месяца.

Перед анализом зерно и солому размалывают на мельнице* сухую 
почву просеивают через сито с отверстиями диаметром 1 мм.

2. 5 подготовка к определению 
2. 5-1 Подготовка и очистка реактивов и растворителей 
Органические растворители перед началом работы очищают, сушат 

и перегоняют в соответствии с типовыми методиками. Гексан и хло­
ристый метилен встряхивают с небольшими порциями концентрированной 
серной кислоты до тех пор, пока свежая порция кислоты не переста­
нет окрашиваться. Затем растворители последовательно промывает во­
дой* 2%-ным раствором гидроксида натрия и снова водой* после чего 
сушат над гидроксидом натрия и перегоняют.

Ацетон перегоняют над перманганатом калия и поташом (на 1 л
ацетона 10 г КМпц и 2 г КоС0, }.
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1000 мл, добавляют 150 мл бядиетлокированной воды, перемешивают, 
фильтруют и дегазирует*

2. 5, 3 Е̂ диционирование колонки и конпэнтрирующих натронов 
Промыть колонку для ЕЭЖХ смесью ацетонитрил-вода (85:15, до 

объем у) в течение 30 минут при скорости додачи растворителя 1 
ш/мия. Включать детектор и подождать стабилизации базовой линии 
(5*15 минут).

Концентрирующий патрон Диалак-диол промывают последовательно 
с помощью медицинского шприца 10 мл хлористого метилена и 6 мл 
смеси гекс ан- хлористый метилен (1:1, по объему) , а патрон Диа- 
пак-амин -10 мл ацетона и 5 мл смеси гексан-ацетон (8:2, по объ­
ему) со скоростью 5 мл/мин

2. 5. 4 Приготовление стандартных растворов
Основной стандартный раствор клефоксндима с содержанием 100 

мкг/ыл готовят растворением 0,010 г препарата, содержащего 98,8% 

д.з. , в метаноле в мерной колбе на 100 мл. Раствор хранят в холо­
дильнике не более месяца.

Рабочие стандартные растворы с концентрациями ОД, 0,2, 0,5 и 
1,0 мкг/мл готовят из основного стандартного раствора клефоксидима 
соотв&тствуюпда последовательным разбавлением подвижной фазой для 
БЗЖХ (п. 2.5.2). Рабочие растворы готовятся и используются в день 
анализа

2. 5. 5 Построение калибровочного графика
Для нестроения калибровочного графита в инжектор хроматографа 

вводят по 50 мкл рабочего стандартного раствора клефоксядима с 
концентрацией ОД, 0,2, 0,5 и 1,0 мкг/мл Осуществляют не менее 5 
параллельных измерений и находят среднее значение высоты хроматог­
рафического пика для каждой концентрации. Отроят калибровочный 
график зависимости высоты хроматографического пика в мм от кон­
центрации клефоксядима в растворе в мкг/мя.

2. 5. 6 Проверка хроматографического поведения клефокендима на 
концентрирующих патронах-колонках диалак

2. 5. 5.1 Диаяак-дпол
В грушевидную колбу емкостью 10 мл отбирают ОД мл стандарт­

ного раствора клефоксидима с концентрацией 10 мкг/мл. Отдувают

т



3растворитель током теплого во©духа- остаток растворяют з £ мл 
с меся гексан-хлористый метилен (1:1, по объему) и наносят на коя- 
дициснированный патрон. Проплывают патрон 5 мл этой же с ш е й  со 
скоростью 1 ыл/ыин. Отбирает фракции по 1 мл каждая, упаривают 
растворитель, остаток растворяют s 1 ыя подвижной фазы для ЕЗЖл 
(я. 2. 5. 2} и анализируют на содержание кяефоксидиыа по л. 2. 7.

Фракция, содержащие клефоксидим, объединяют, упариваю? досу­
ха, остаток растворяют в 5 мл подвижной фазы для 5311 я вновь ана­
лизируют по я- 2, 7- Рассчитывают- содержание клефоксидима в элюаге, 
определяют полноту вымывания вещества из патрона

2.5, 5. 2 Двапак-амия
Б  грушевидную колбу емкостью 10 мл отбирают 0,1 мл стандарт­

ного раствора клефоксидима с концентрацией 10 мкг/мд. Отдувают 
растворитель током теплого воздуха, остаток растворяют в 2 мл 
смеси гексан-ацетон (8:2, по объему) и наносят на кондиционирован­
ный патрон. Промывают патрон 4 мл смеси гексан-ацетон (8:2) и за­
тем 12 мл ацетона со скоростью 1 мд/мин. Отбирают фракции по 1 мл 
каждая, упаривают растворитель, остаток растворяет в 1 мл подвиж­
ной фазы для БЗЖК (п-£. 5, 2) и анализирует ка содержание клефокси- 
дима по л. 2- 7.

Фракции, содержащие клефоксидим, объединяет, упаривает досу­
ха, остаток растворяет в 5 мл подвижной фазы для ЕЭЖХ и вновь ана­
лизирует по п-2,7. Рассчитывает содержание клефоксидима э элюате, 
определяет полноту вымывания вещества из патрона.

ПРИШСЧАНЙЕ: Профиль вымывания клефоксидгхма может меняться 
при использовании новой партии патронов-колонок Дкапак и раствори­
телей.

2.6 Описание определения 
2.6.1 Экстракция клефоксщнша
2.5.1.1 Б о д а  100 мл предварительно отфильтрованной воды по­

мещают в делительную воронку емкостью 250 мл и трижды экстрагирует 
хлористым метиленом порциями по 30 мл при энергичном встряхивании 
в течение 1 минуты. Объединенную органическую фазу пропускает че­
рез слой безводного сульфата натрия к упаривает досуха на роторном

Я П  Г Г ,^ :Т У  П  Г Ь П Г Г .Й  Г , г - 'Т Д Т Г ,У *  ц  Рарителе при темпер
ПОДВЙЖНС;й Фазы для
по п. 2. 1“*/ ,

/*3



Z. 6.1.2 Почва. cfesscKy (2D г) воз душно- сухой почвы помещает а 
коническую колбу емкости» £50 мл, приливают 100 мл ацетона и 
суспензию перемешивают в течение 40 минут на аппарате для встряхи­
вания. Добавляет 2 г целит а и фильтруют под вакуумом на воронке 
Бюхнера через бумажный фильтр. Почву повторно экстрагируют 50 мл 
ацетона при встряхивании в течение 20 минут и суспензию фильтруют. 
Ш  объединенного фильтрата отбирают четвертую часть объема (около 
35 мл) раетзора, эквивалентную 5 г почвы, и упаривают досуха на 
роторном испарителе при температуре 30 град. С. Дальнейшую очистку 
проводят по л. 2. 5. 2.

2. 5.1.3 Зерно, солома. Навеску размолотого зерна (10 г) или 
соломы (5 г) помедрют в коническую колбу емкостью 250 мл, прилива­
ют 50 мл ацетона и суспензию перемешивают а течение 30 м инут на 
аппарате для встряхивания. Добавляют 2 г целита я фильтруют под 
вакуумом на воронке Бюхнера через бумажный фильтр. Осадок пере­
носят s колбу., приливает 50 мл ацетона и позторно перемешивают 30 
минут на аппарате для встряхивания. Суспензию фильтруют через бу­
мажный фильтр и из объединенного фильтрата отбирает пятую часть 
объема (около 20 мл) раствора, эквивалентную соответственно 2 г 
зерна и 1 г соломы. Растворы упаривает досуха на роторном испари­
теле при 30 град. С и остатки очищают по я. 2. 5. 2.

2. 6.2 Очистка на патронах Диапак
Сухой остаток в колбе, полученный по п. 2. 5.1.2 или 2. б. 1.3, 

растворяет двумя 10 мл порциями хлористого метилена я раствор пе­
реносят в грушевидную колбу- емкостью 5G мл. Раствор упаривают 
досуха на роторном испарителе при температуре 3D град. С. Сухой 
остаток растворяют в 2 мл смеси гексан-хлористый метилен (1:1, по 
объему) и раствор наносят на коядиционщюваннай патрон Диапак-диол 
С я- 2. 5. 3), который затем промызает 5 мл этой же смеси со ско­
ростью 1 мл/мин. Элгат собирает в грушевидную колбу емкостью 25 мл
и упаривает 
град. с. ш т а т  
(8:2, по обо

досуха на роторном испарителе при температуре 30 
ок переносят .двумя 1-мл порциями смеси гексан-ацетон 
ему) б подготовленны й п а тр о н Диапак-амин 2. 5. 3) л

промывают 4 мл этой же смеси 
злюируют из патрона 12 мл ац;

оптовые отбрасывает. Клефокеидям 
sa со скооостью 1 мл чхин. PacTSOD

упаривает досуха на роторном испарителе при температуре 3Q град. С.

m
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использовании новой ГТ-2* патронов Д и а п а к
или растворителей проводится проверка хроматографического поведе­
ния кяефоксндима на патронах диалак-диод и диапак-амкя«

2 , 7  Условия хроматографирования
Жидкостной хроматограф с ультрафиолет свкм детектором фирмы 

Altex (США.) или аналогичный
Самописец регястрирувдяй фирмы Кэрр. a  Zonen BD 41 или ана­

логичный
Хроматографическая колонка длиной 15 см, внутренним диаметром 

4 мм, содержащая Диасорб 130-С16 Т5 зернением 7 мкм 
Температура колонки: комнатная
Подвижная фаза: ацетонитрил-вода (85:15, по объему)
Скорость потока злзеента: 0,8 мл/мин 
Рабочая длина волнье 280 нм
Чувствительность детектора: 0,01 ед абсорбции на ж а л у  
Объем вводимой пробы: 50 мкя 
Скорость протяжки ленты самописца: 10 см/час 
Время выхода клефоксидима: около б мин.
Линейный диапазон детектирования: 5 - 50 нг 
Образцы, дающие лаки большие, чем стандартный раствор с кон­

центрацией 1 мкг/мя, разбавляет подвижной фазой для B3SX 
Альтернативная неподвижная фаза: Диасорб 130-08 ?
Подвижная фаза: ацетонитрил-вода (85:15, по объему)
Скорость потока здюента: 0,8 мл/мин 
Время выхода клефоксидима: 4,8 мин.

2. 8 Обработка результатов анализа
Содержание клефоксидима рассчитывают методом абсолютной калиб­

ровки по формуле:

л. —

п х А х у I
f -  М1-

Й П  У №
* и .........

содержание кяежкоидима в 
высота пика образца, мм;

пробе, мг/кг или мг/куб, дм;

/«f
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А - концентрация стандартного раствора клерке щц-ша, мкг/мл;

мл;
V - объем экстракта, подготовленного для хроматографирования,

m  - масса или объем анализируемого образца, г или ш ь  
(для воды-100 мл; для лочвм-5 г; для зеряа-2 г; для соломы-1

3. Требования техники безопасности

Необходимо соблюдать общепринятые правила безопасности при 
работе с органическими растворителями, токсичными веществами, 
электронагревательными приборами и сжатыми газами-
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