Разработка методики контроля содержания остаточных количеств пестицидов в растительных образцах методом ТФЭ-ГХ(МС,ДЭЗ). Часть 2. Результаты и обсуждение. 

Сычев Константин Сергеевич  

В статье изложены результаты разработки методики контроля остаточных количеств пестицидов в растительных образцах. Первая часть посвящена подробному разбору существующих методов и подходов к решению данной проблемы. Во второй части приведен порядок проведения эксперимента, его результы и их обсуждение. В частности, подтверждено, что разработанная методика удовлетворяет всем требованиям, сформулированным ранее в Части 1. Более того, показано, что при минимальной модификации данная методика может применяться для контроля самого широкого спектра токсичных органических (в особенности, хлороорганических) соединений в образцах различного типа.  
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8. Выбор тестовой смеси пестицидов

При выборе конкретных пестицидов для составления тестовой смеси было необходимо учитывать целый ряд условий. 

а) Исследуемая выборка пестицидов должна быть достаточно представительной. В состав выборки обязательно должны входить пестициды класса хлорорганических соединений, класса фосфорорганических соединений и пестициды группы атразина.

В выборку не должен входить ряд водорастворимых  пестицидов, для которых разработаны специальные методы анализа при помощи высокоэффективной жидкостной хроматографии, за исключением пестицидов группы атразина. 

б) Пестициды, вошедшие в выборку, должны быть широко распространены, и часто применяться в сельском хозяйстве. 

в) Выбранные соединения должны значительно различаться по своим физико-химическим свойствам, а именно, по свойствам «гидрофобности» и «полярности». Гидрофобность соединений определяет различную степень адсорбции соединений из вводно-органических систем, и в конечном счете –  эффективность их концентрирования на гидрофобных адсорбционных материалах. Полярность соединений влияет на удерживание соединений полярными адсорбентами на стадии очистки пробы. Тестовая смесь, составленная из соединений различной полярности и гидрофобности, способна наиболее полно отразить все возможности и недостатки применяемого метода пробоподготовки; наиболее важным критерием эффективности метода являются значения степеней извлечения тестовых соединений.

г) Методы ГХ-МС и ГХ-ДЭЗ должны проявлять достаточную чувствительность по отношению к тестовым пестицидам, что необходимо для надежного измерения степеней извлечения при низких концентрациях пестицидов в пробе. 

д) Наконец, выборка должна быть небольшой. Слишком большая выборка, с технической точки зрения, чрезвычайно усложняет эксперимент, а также неоправданно увеличивает затраты времени и ресурсов на его проведение. С другой стороны, определение при разработке методики коэффициентов извлечения сразу для большого числа пестицидов не имеет большой практической ценности. Такие определения, как правило, проводятся на местах при постановке методики «под ключ» в каждой конкретной лаборатории с применением материалов, указанных в определенных утвержденных нормативных документах.   


Нами были выбраны следующие соединения: трифлуралин, атразин, базудин (диазинон), линдан (γ-гексахлорциклогексан), дурсбан (хлорпирифос) и ДДТ (п,п’-дихлордифенилтрихлорметилметан). Структурные формулы трифлуралина, атразина, базудина (диазинона), дурсбана (хлорпирифоса) приведены ниже. В экспериментах по оптимизации процедуры твердофазной экстракции также применялся дихлорфос. 
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 Рисунок 1. Структурные формулы пестицидов

Следует отметить, что такая выборка удовлетворяет всем предъявленным к ней требованиям.

а) Исследуемая выборка достаточно представительна. В ее состав входят два фосфорорганических пестицида (хлорпирифос, диазинон), два хлорорганических пестицида (линдан, ДДТ), пестицид группы атразина (атразин).  

б) Пестициды, вошедшие в выборку, широко распространены, и часто применяются в сельском хозяйстве. Трифлуралин, как правило, применяется в развитых странах, а хлорорганические пестициды, линдан и ДДТ, до сих пор применяются в развивающихся странах. Импорт продуктов питания из-за рубежа, а также импорт зарубежных препаратов пестицидов для применения в России приводит к необходимости контролировать не только отечественные, но также и иностранные марки пестицидов.

Кроме того, в ряде регионов России до сих пор продолжаются неконтролируемая обработка полей запрещенными хлорорганическими пестицидами. Тем не менее, существует тенденция повсеместного перехода на фосфорорганические пестициды и пестициды ряда атразина.

в) Выбранные соединения значительно различаются по своим физико-химическим свойствам. Наиболее гидрофильным пестицидом является дихлорфос, за ним следует атразин, – эти соединения применялись для оптимизации процедуры твердофазной экстракции. Наиболее гидрофобными пестицидами являются ДДТ и линдан. Самым полярным соединением является трифлуралин; его потери были максимальными при адсорбционной очистке на полярном адсорбенте. Атразин, трифлуралин, хлорпирифос и ДДТ содержат в своей структуре ароматические системы, что может затруднять их эффективный смыв с полистирольного адсорбента (на практике этот эффект наблюдался для ДДТ, хлорпирифоса и трифлуралина).

г) Методы ГХ-МС и ГХ-ДЭЗ проявляют достаточную чувствительность по отношению к тестовым пестицидам. Максимальная чувствительность достигается для хлорорганических соединений, минимальная – для атразина.  

д) Выборка не велика, и включает шесть соединений. В результате, все соединения могут быть проанализированы методом ГХ за один раз в изократических условиях за приемлемое время (один час) с очень хорошим разделением. 

Для приготовления растворов пестицидов применялись СО линдана и ДДТ (Эколан, Москва) и стандарты трифлуралина, атразина, хлорпирифоса, диазинона и дихлорфоса фирмы Merck (чистота >99.5%).

В работе исследуемые пестициды в ряде случаев будут называться аналитами, то есть анализируемыми веществами.  

9.  Материалы и реагенты для твердофазной экстракции

В качестве адсорбционных материалов для твердофазной экстракции испытывались четыре образца адсорбентов. 

1. Адсорбент Purosep200, 40-140 µm (Purolite). Получается помолом с последующим рассевом на ситах нейтральной смолы MN-200 (Purolite). Материал представляет собой бипористый сверхсшитый полистирол макропористого типа, кажущаяся площадь поверхности > 800 м2/г (истинная площадь поверхности > 10 м2/г), средний диаметр молекулярных пор 2-4 нм, средний диаметр макропор 200 нм (транспортные поры).

2. Адсорбент LiChrolut EN, 40-70 µm (Merck). Получается помолом с последующим рассевом на ситах нейтральной смолы Lewatit S7768 (Bayer). Представляет собой микропористый сверхсшитый полистирол гелевого типа, кажущаяся площадь поверхности > 1300 м2/г, пористость 600-800 м3/г, диаметр молекулярных пор 0.5-10 нм (истинные поры отсутствуют).  

3. Адсорбент с условным названием Purosep200-NO2, 70-140 μm. Был получен в лаборатории ССП ИНЭОС РАН нитрованием адсорбента Purosep200.

4. Углеродный адсорбент, полученный в лаборатории ССП ИНЭОС РАН пиролизом сверхсшитого полистирола MN 200 (Purolite), с последующим помолом и рассеиванием на ситах (70-160 µm).


Для адсорбционной очистки применялись картриджи с диэтиламинопропилированным силикагелем Диасорб DEAE (БиоХимМак, Москва).  

10. Материалы и реагенты для высокоэффективной жидкостной хроматографии

Для анализа фракций при получении кривых выхода сорбции применялся метод обращено-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии. Система состояла из насоса высокого давления Milton Roy, фотометрического детектора с переменной длиной волны Kratos Spectroflow 757, инжектора Rheodyne и ПК с программным обеспечением MultiChrom. Условия хроматографирования: неподвижная фаза 40х3 Superspher RP-18e (Merck), подвижная фаза «ацетонитрил-вода» 70:30 (по объему), детектирование по УФ поглощению на длине волны 215 нм.

11. Аппаратура и условия проведения газового хроматографического разделения пестицидов

Анализ проб проводился на газовом хроматографе Shimadzu GC 15-A, укомплектованным детектором электронного захвата (ДЭЗ). Условия ГХ-ДЭЗ: кварцевая капиллярная колонка 30 м, внутренний диаметр 0.32 мм, жидкая фаза SE-54. Температура колонки 240 0С, температура испарителя 250 0С, температура детектора 300 0С. Прямая инжекция, объем пробы 1 мкл. 

Идентификация пиков проводилась по приведенным относительным временам удерживания (RRT). Определение относительного приведенного времени удерживания (RRT) по внутреннему стандарту проводилось по формуле:

RRT = (tr – t0) / (tst – t0), где
tr – время выхода пика пестицида;

t0 – время выхода пика неудерживаемого компонента (растворителя);

tst – время выхода внутреннего стандарта (цис-хлордана).

Относительные приведенные времена удерживания (RRT) исследуемых пестицидов по цис-хлордану в указанных условиях приведены в таблице 2. 

Таблица 2. параметры удерживания исследуемых пестицидов.

	Соединение
	Время удерживания, мин
	Относительное время удерживания
	Основные ионы (справочные данные)

	Дихлорфос
	8.06
	0.217
	185+109

	Трифлуралин
	20.39
	0.548
	306+264

	Диазинон
	23.85
	0.641
	304+179

	Линдан
	24.26
	0.652
	219+183

	Атразин
	25.51
	0.685
	215+200

	Хлорпирифос
	31.89
	0.857
	314+199

	Цис-хлордан  (внутренний стандарт)
	37.22
	1
	373+375

	п,п-ДДТ
	45.07
	1.211
	235+237


 12. Оптимизация условий твердофазной экстракции

Одной из основных характеристик адсорбционных материалов по отношению к концентрируемым аналитам является объем проскока каждого аналита в условиях твердофазной экстракции. Объем проскока показывает, какой объем образца можно пропустить через картридж без значительной потери концентрируемого аналита.

В данном случае адсорбция пестицидов на полимерных адсорбентах в процессе твердофазной экстракции осуществляется по обращенно-фазовому механизму. Самые низкие значения объемов проскока соответствуют наиболее гидрофильным аналитам, а именно, дихлорфосу и, в меньшей степени, атразину. Таким образом, значения объемов проскока для этих пестицидов являются критическими – если они будут достаточными для данных соединений, то автоматически будут достаточными и для всех остальных пестицидов из выборки.  

Объемы проскока определяются из кривой выхода сорбции как объем пропущенной через картридж пробы, при котором концентрация аналита в элюате достигает 10% его концентрации в пробе. Таким образом, эффективность текущих условий твердофазной экстракции можно оценить, построив для этих условий кривые выхода сорбции для дихлорфоса и атразина. 

Кривые выхода сорбции строились по следующей методике. Картриджи длиной 20 мм и диаметром 8 мм заполнялись 1 см3 каждого из четырех образцов адсорбционных материалов. К картриджу подсоединялся перистальтический насос; с его помощью раствор пестицида пропускался через картридж. Элюат собирался во фракции по 2 мл. Концентрации дихлорфоса и атразина в элюате определялись методом высокоэффективной жидкостной хроматографии.   
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Рисунок 2. ВЭЖХ хроматограмма дихлорфоса и атразина в элюате.

Во всех экспериментах по определению объемов проскока в образцы (как правило, готовилось 30 мл смеси «ацетонитрил-вода» или «ацетонитрил-водный буфер») вносились микролитровые объемы растворов дихлорфоса и атразина в ацетонитриле таким образом,  чтобы концентрация каждого аналита равнялась 4 мкг/мл.

Первая задача состояла в выборе из четырех адсорбционных материалов одного рабочего. Для этой цели были получены кривые выхода сорбции для дихлорфоса и атразина на всех четырех адсорбционных материалах из 40% ацетонитрила в воде.
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Рисунок 3. Кривые выхода сорбции для дихлорфоса (вверху) и атразина (внизу) на различных адсорбционных материалах. Образец в смеси вода-ацетонитрил 60:40.

Наибольшей адсорбционной эффективностью, как и предполагалось, обладал углеродный адсорбент (пиролизованный полистирол). Способность к адсорбции у такого типа адсорбентов очень высока, что, к сожалению, наряду с высокой эффективностью поглощения аналитов сочетается с чрезвычайно низкой обратимости адсорбции. Было показано, что количественная десорбция пестицидов с углеродного адсорбента этилацетатом невозможна при комнатных температурах, то есть в приемлемых условиях (термодесорбция значительно и неоправданно усложняет анализ).

Высокие результаты показал также образец сверхсшитого полистирола LiChrolut EN, однако слишком мелкое зернение (40-70 µm) адсорбента является причиной слишком высокого гидродинамического сопротивления при пропускании образца. Таким образом, картриджи с LiChrolut EN нельзя применять при пропускании образца вручную. 

Из двух оставшихся образцов лучшие результаты показал адсорбент Purosep200, 40-140 µm (Purolite), что объясняется его большей гидрофобностью по сравнению с нитрованным аналогом. Таким образом, Purosep200 был выбран в качестве рабочего адсорбционного материала для проведения твердофазной экстракции.

Следующий вопрос касался степени разбавления ацетонитрильного экстракта водой. Из полученных при 40%-ном содержании ацетонитрила кривых выхода сорбции дихлорфоса и атразина видно, что при двукратном разбавлении объем проскока составляет всего 2-3 мл, что соответствует всего 1-1.5 мл экстракта. Исходя же из чувствительности анализа, было рассчитано, что для устойчивого выхода на предел обнаружения, регламентируемый СанПиН, необходимо сконцентрировать порядка 5 мл исходного экстракта. 

  Чем больше разбавлять ацетонитрильный экстракт водой, тем больше можно сконцентрировать вещества (здесь все можно пересчитывать на объем экстракта). Однако, слишком сильно разбавлять экстракт также нельзя по двум причинам. Во-первых, надо иметь в виду, что при разбавлении объем образца, который надо пропустить через картридж, также увеличивается, что приводит к увеличению времени, затрачиваемого на подготовку пробы. Самая же важная причина заключается в том, что при определенной концентрации ацетонитрила аналиты могут «выпасть в осадок», то есть осесть на стенках посуды и капилляров, перейти в фазу эмульсии и т.д. В особенности это касается таких гидрофобных пестицидов, как ДДТ и линдан. 

Учитывая все приведенные соображения, нами было выбрано пятикратное разбавление исходного ацетонитрильного экстракта водой. Для 20% ацетонитрила в воде на адсорбенте  Purosep200 был получен ряд кривых выхода сорбции – варьировался аналит (дихлорфос и атразин) и скорость пропускания образца (1, 2.5 и 5 мл/мин).   

В результате было установлено, что при пятикратном разбавлении можно сконцентрировать 20 мл образца, то есть 5 мл исходного экстракта. Скорость пропускания образца не играла определяющей роли; для проведения концентрирования была выбрана средняя скорость 3 мл/мин, которая обеспечивает как приемлемое время экстракции, так и достаточные объемы проскока.
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Рисунок 4. Кривые выхода сорбции для дихлорфоса (вверху) и атразина (внизу) на картридже с Purosep 200. Образец в смеси вода-ацетонитрил 80:20.

Тем не менее, в таких условиях более трети наиболее гидрофильного пестицида, дихлорфоса, терялось. Кроме того, в области объема проскока кривая выхода сорбции для дихлорфоса имеет крутой наклон, что может негативно сказываться на устойчивости и воспроизводимости метода твердофазной экстракции. Для увеличения объемов проскока и улучшения устойчивости метода вместо воды для разбавления ацетонитрильного экстракта было предложено применять 50мМ водный раствор хлорида натрия. Для дихлорфоса и атразина были получены кривые выхода сорбции при скорости пропускания 3 мл/мин на адсорбенте Purosep200 из 20% ацетонитрила в воде и 20% ацетонитрила в 50 мМ водном растворе хлорида натрия.
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Рисунок 5. Кривые выхода сорбции для дихлорфоса (вверху) и атразина (внизу) на картридже с Purosep 200. Образец в смеси вода-ацетонитрил 80:20 и 50мМ водный NaCl-ацетонитрил 80:20 .

Как следует из рассмотрения кривых выхода сорбции, добавка к образцу хлорида натрия увеличивает объемы пробоя аналитов и уменьшает наклон кривой в области объема проскока. В указанных условиях объем проскока по дихлорфосу равен 16 мл (3.3 мл экстракта), объем проскока по атразину составляет порядка 40-45 мл (8-9 мл экстракта). 

Исходя из эксперимента, были сформулированы окончательные условия процедуры твердофазной экстракции. Адсорбционный картридж длиной 20мм и диаметром 8 мм заполняется 1 мл сверхсшитого полистирола Purosep200, 40-140 µm (Purolite). Образец готовится из 5 мл ацетонитрильного экстракта и 20 мл 50 мМ водного раствора хлорида натрия, и пропускается через картридж со скоростью 3 мл/мин.

13. Оптимизация условий элюирования аналитов и адсорбционной очистки пробы

Проведение твердофазной экстракции в разработанных условиях обеспечивает отсутствие значимых потерь (менее одного процента) для каждого аналита выборки, кроме дихлорфоса. Таким образом, для выборки без дихлорфоса можно считать, что на стадии твердофазной экстракции фактически не происходит потери аналитов.

Существуют две стадии, на которых могут иметь место потери аналитов – это стадия их смыва (элюирования) с картриджа и стадия адсорбционной очистки пробы (на сульфате магния и полярном адсорбенте). Суммарная величина этих потерь находится как разница между 1 и найденным коэффициентом извлечения.

13.1. Измерение коэффициента извлечения

Коэффициент извлечения равен отношению  площади пика стандарта аналита к площади пика аналита, полученного при анализе пробы после процедуры подготовки пробы. При этом должна учитываться погрешность ввода пробы; коррекция осуществляется с помощью внутреннего стандарта:

K = (Sпр/Sст) * ( Sствн/Sпрвн), где 

K – коэффициент извлечения,

Sпр – площадь пика аналита после процедуры подготовки пробы,

Sст – площадь пика аналита, полученного при анализе стандартного раствора,

Sствн – площадь пика внутреннего стандарта на хроматограмме стандартного раствора,

Sпрвн – площадь пика внутреннего стандарта на хроматограмме пробы.
Эта формула справедлива, если выполняются следующие условия:

а) растительный образец, применяемый в исследовании, не содержит пестицидов; или же стадии первоначальной экстракции опускаются, то есть ацетонитрильный экстракт моделируется чистым ацетонитрилом;

б) в модельный ацетонитрильный экстракт вносится ровно такое количество аналита, какое вносится в раствор стандарта аналита;

в) в конечную пробу вносится ровно такое количество внутреннего стандарта, какое вносится в раствор стандарта аналита.


Технически процедура измерения коэффициента извлечения проводится следующим образом.

13.1.1. Приготовление раствора стандарта пестицидов

Вначале готовится концентрированный совместный раствор атразина, трифлуралина, диазинона, хлорпирифоса, ДДТ и линдана в ацетонитриле, концентрация каждого пестицида составляет 1 мг/мл.

При помощи измерительного шприца объемом 10 мкл такой же объем (10 мкл) концентрированного раствора пестицидов (1 мг/мл) переносится в 100 мкл этилацетата. К  полученному раствору добавляется 1 мл раствора цис-хлордана (внутреннего стандарта) концентрации 10 мкг/мл. Раствор количественно переносится в мерную колбу на 15 мл, доводится гексаном до метки и тщательно перемешивается. Концентрация каждого из пестицидов в растворе стандартов равна 0.667 мкг/мл.   

13.1.2. Приготовление пробы для измерения коэффициентов извлечения 

В 5 мл ацетонитрила вносится 10 мкл концентрированного раствора пестицидов (1 мг/мл). К раствору добавляется 20 мл 50мМ водного раствора хлорида натрия. 25 мл образца пропускаются через картридж со сверхсшитым полистиролом Purosep200. Аналиты смываются с картриджа двумя порциями этилацетата по 10 мл. Всего для испытания одной схемы адсорбционной очистки готовится две пробы, из первой и из второй порции элюата. Каждая порция сушится 5 минут над 200 мг безводного сульфата магния, затем пропускается через картридж с 1 мл испытываемого адсорбционного материала для очистки пробы; картридж домывается 2-3 мл этилацетата. Из каждой порции элюата (12-13 мл) током азота при слабом нагревании (40-50 ºС) отгоняется растворитель (этилацетат) до объема 100-150 мкл. К пробе добавляется 1 мл раствора цис-хлордана (внутреннего стандарта) концентрации 10 мкг/мл. Раствор количественно переносится в мерную колбу на 15 мл, доводится гексаном до метки и тщательно перемешивается. При 100% извлечении концентрация каждого из пестицидов в растворе пробы равна концентрации в растворе стандартов (0.667 мкг/мл).

14. Результаты испытания различных адсорбентов для очистки пробы


В качестве материалов для адсорбционной очистки пробы испытывались два адсорбента: диэтиламинопропилированный (DEAE) силикагель и щелочная окись алюминия.


DEAE силикагель был выбран по той причине, что он является более основным аналогом аминопропилированного (NH2) силикагеля, примененного в работе [23]. Повышенная по сравнению с NH2 основность  DEAE силикагеля, теоретически, должна способствовать более тщательной очистке пробы от органических кислот – основных мешающих компонентов матрицы образца.


Щелочная окись алюминия была выбрана как самый полярный и основный адсорбент из ряда дешевых неорганических адсорбционных материалов. С одной стороны, такой адсорбент должен обеспечивать максимальную очистку пробы. С другой стороны, применение такого полярного адсорбента может повлечь за собой значительные потери аналитов.


Результаты экспериментов приведены в таблице 3 с измеренными коэффициентами извлечения. Для одного из экспериментов (при очистке на DEAE силикагеле) приведены коэффициенты извлечения при смыве аналитов с картриджа 10 мл этилацетата и 20 мл этилацетата (в скобках). 

Таблица 3. Степени извлечения целевых пестицидов.
	
	Очистка на DEAE силикагеле 
	Очистка на окиси алюминия

	Трифлуралин
	81 (85)
	18

	Атразин
	81 (81)
	74

	Базудин (диазинон)
	87 (87)
	47

	Линдан
	80 (84)
	29

	Дурсбан (хлорпирифос)
	85 (90)
	60

	ДДТ
	78 (86)
	82


Из таблицы видно, что при очистке пробы на окиси алюминия теряется значительная доля аналитов. Удовлетворительная степень извлечения наблюдается только для наименее полярного пестицида – ДДТ (82%), тогда как для сильно полярного трифлуралина потери составляют около 80%. Примечательно, что для полярного атразина наблюдается достаточно высокая степень извлечения (74%), а для слабо полярного линдана – достаточно низкая (60%), что может быть вызвано его химической реакцией с адсорбентом. 

  При очистке пробы на DEAE силикагеле для всех аналитов наблюдаются удовлетворительные степени извлечения более 80% (кроме ДДТ, 78%). Смыв дополнительными 10 мл этилацетата приводит к увеличению степеней извлечения на 0-7% в зависимости от аналита. Максимальный эффект от применения 20 мл этилацетата вместо 10 мл наблюдается, как и предполагалось, для достаточно неполярных аналитов, содержащих ароматические системы: ДДТ (7%), хлорпирифос (5%), трифлуралин (4%). В этом случае определенный вклад в удерживание на сверхсшитом полистироле могут играть π-взаимодействия [29,30]. Эффект был минимален для диазинона (0%) и атразина (0%).


Таким образом, в качестве адсорбента для очистки пробы был выбран DEAE силикагель. Оптимальным объемом этилацетата для смыва был признан объем 10 мл, поскольку смыв 20 мл технически значительно усложняет методику, не внося кардинальных изменений в результаты анализа.

ГХ-ДЭЗ хроматограммы, по которым рассчитывались коэффициенты извлечения, приведены на рисунке 6.
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Рисунок 6. ГХ-ДЭЗ хроматограмма стандарта пестицидов на уровне 0.667 мкг/мл (вверху) и  ГХ-ДЭЗ хроматограмма образца пюре с добавленными пестицидами на уровне 0.667 мкг/мл (внизу). Условия анализа приведены в тексте. 1 – трифлуралин, 2 – диазинон, 3 – линдан, 4 – атразин, 5 – хлорпирифос, 6 – цис-хлордан (внутренний стандарт), 7 – п,п’-ДДТ, 8,9 – примеси.

На рисунке 7 приведена ГХ-МС хроматограмма образца пюре с добавленными пестицидами атразином, диазиноном, хлорпирифосом и ДДТ. Из рисунка видно, что адсорбционная очистка по разработанному методу приводит к достаточно чистым экстрактам, поскольку перечисленные пестициды определяются методом ГХ-МС без затруднений.  
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Рисунок 7. ГХ-МС хроматограмма образца пюре с добавленными пестицидами на уровне 0.667 мкг/мл. Программируемое изменение температуры, детектирование по полному ионному току. 1 – атразин, 2 – диазинон, 3 – хлорпирифос, 4 – п,п’-ДДТ.

15. Методика группового определения пестицидов 

По результатам исследований можно сформулировать методику в окончательном виде. 
15.1. Принцип метода

Метод включает следующие этапы:

· экстракцию пестицидов из гомогената ацетонитрилом с последующим высаливанием ацетонитрильного экстракта смесью сульфата магния и хлорида натрия;

· разбавление аликвоты ацетонитрильного экстракта 50 мМ водным раствором хлорида натрия с дальнейшей твердофазной экстракцией полученного образца на картридже со сверхсшитым полистирольным полимерным адсорбентом. Смыв пестицидов с картриджа этилацетатом и осушение элюата над безводным сульфатом магния;

· очистка осушенного элюата на картридже с диэтиламиноприпилированным силикагелем (DEAE силикагелем) с последующим перерастворением полученной пробы в гексане при анализе методом ГХ-ДЭЗ;

· обнаружение, идентификацию и количественное определение индивидуальных пестицидов с помощью ГХ-ДЭЗ и ГХ-МС с использованием метода внутреннего стандарта.

15.2. Экстракция пестицидов

Усредненную и измельченную пробу (10 г) помещают в ступку объемом не менее 50 мл,  добавляют 10 мл ацетонитрила, 4 г прокаленного сульфата магния и 1 г хлорида натрия. Полученную смесь аккуратно перетирают пестиком до разрушения комков соли, и затем фильтруют с стакан через бумажный фильтр. 

15.3. Твердофазная экстракция на картридже со сверхсшитым полистиролом Purosep200

Картридж кондиционируют, промывая его последовательно вручную при помощи шприца 10 мл этилацетата, 5 мл ацетонитрила и 10 мл воды. Картридж (картриджи) устанавливают на манифолд; вакуум регулируют таким образом, чтобы скорость пропускания воды была не более 3 мл/мин.

Аликвоту (5 мл) ацетонитрильного экстракта разбавляют 20 мл 50мМ водного раствора хлорида натрия.

Полученный образец пропускают через картридж с объемной скоростью не более 3 мл/мин, затем картридж промывается 5 мл воды. 

Остаточную воду в картридже вытесняют при помощи шприца; пестициды смывают с картриджа также при помощи шприца 10 мл этилацетата. 

Этилацетатный элюат осушают 5 минут над 200 мг безводного сульфата магния.

15.4. Очистка элюата на картридже с DEAE силикагелем

Картридж с DEAE-силикагелем кондиционируют 5 мл этилацетата. Осушенный этилацетатный элюат с помощью шприца пропускают через картридж с DEAE-силикагелем, затем через катртридж пропускают 3 мл чистого этилацетата. Все этилацетатные фракции объединяют.

Для анализа методом ГХ-МС к объединенной фракции добавляют 1 мл раствора внутреннего стандарта в этилацетате; объем фракции доводят этилацетатом до 15 мл, аликвоту 1 мкл вводят в хроматографическую колонку.

Для анализа методом ГХ-ДЭЗ этилацетат из объединенных фракций отгоняют в слабом токе азота при легком нагревании до объема 100-200 мкл. К полученному остатку добавляют 1 мл раствора внутреннего стандарта в гексане, объем доводят до 15 мл гексаном, аликвоту 1 мкл вводят в хроматографическую колонку.

15.5. ГХ проб пестицидов
Аликвоту 1 мкл пробы пестицидов анализируют с помощью ГХ с детектором электронного захвата или масс-спектрометрическим детектором.

Условия ГХ-ДЭЗ: кварцевая капиллярная колонка 30 или 50 м, внуренний диаметр 0.32 мм, жидкая фаза – полиметилфенилсилоксан (5% фенила, 1% дивинила) BPX5, SE-54, DB-5, Rtx-5, или HP-5:

· температура колонки 240 0С;

· температура испарителя 250 0С;

· температура детектора 300 0С;

· время выхода растворителя 2.5-3 мин (для колонки 50 м).

Условия ГХ-МС: кварцевая капиллярная колонка 30 или 50 м, внуренний диаметр 0.32 мм, жидкая фаза – полиметилфенилсилоксан (5% фенила, 1% дивинила) BPX5, SE-54, DB-5, Rtx-5, или HP-5:

· программируемое изменение температуры колонки 60 0С в течение 1 мин, затем повышение до 200 0С со скоростью 20 0С/мин, 200 0С в течение 1 мин, затем повышение до 270 0С со скоростью 3 0С/мин;

· температура испарителя 250 0С;

· температура ионного источника 230 0С; 

· сканирование TIC в интервале 39-440 а.е.м.;

· инжекция в режиме с задержкой сброса 1 мин (splitless).

Предварительно калибруют колонку, определяют приведенные относительные времена удерживания стандартов пестицидов относительно внутреннего стандарта цис-хлордана на их соответствие табличным данным. Идентификацию пиков при ГХ анализе образца проводят по приведенным относительным временам удерживания (RRT) по таблице. Значения RRT для индивидуальных пестицидов должны воспроизводиться с точностью до 0.001-0.003.

15.6. Расчет концентрации пестицидов в образцах

Количественное определение пестицидов проводят по отношению площадей пиков пестицидов и их внешних стандартов, определяемых при ГХ стандартных смесей пестицидов.

Расчет при использовании метода внешнего стандарта проводят по формуле:

c = (S * cst * V) / (Sst * m) мг/кг, где
c – концентрация пестицида в образце, мг/кг;

S – площадь пика пестицида на хроматограмме;

Sst – площадь пика стандарта пестицида;

cst – концентрация стандартного раствора пестицида, мг/мл;

V – конечный объев пробы, мл;

M – масса навески, кг.

15.7. Основные характеристики метода

Предел обнаружения метода составляет 0.001 мг/кг при применении ДЭЗ детектирования и 0.01 мг/кг при МС детектировании (по хлорпирифосу).

Диапазон определяемых массовых концентраций по хлорпирифосу составляет от 0.001 до 100 мг/кг.

При соблюдении всех регламентируемых методикой условий проведения измерений относительная характеристика погрешности (стандартное отклонение сходимости) результата анализа при концентрации суммы пестицидов 1.0 мг/кг не превышает 0.03 (3%). Среднее значение степени извлечения пестицидов при концентрациях от 0.1 до 10 мг/кг составляет от 75 до 90%. 

16. Выводы

В результате проведенного исследования была разработана методика группового анализа пестицидов в растительных образцах. Методика полностью отвечает требованиям, установленным ранее в Части 1: она является чувствительной, воспроизводимой, и вместе с тем достаточно гибкой; обеспечивает высокую степень извлечения целевых аналитов (в основном более 80%) вместе с высокой степенью очистки пробы, обладает малой трудоемкостью и стоимостью, отличается экспрессностью. Предел обнаружения метода составляет 0.001 мг/кг при применении ДЭЗ детектирования и 0.01 мг/кг при МС детектировании (по хлорпирифосу). Диапазон определяемых массовых концентраций по хлорпирифосу составляет от 0.001 до 100 мг/кг.

Основное ограничение методики состоит в том, что она не позволяет анализировать пестициды с гидрофобностью, меньшей гидрофобности атразина. Однако, этот недостаток не может рассматриваться как значительный по следующей причине. Подавляющее большинство фосфорорганических и хлорорганических пестицидов достаточно гидрофобны, и хорошо определяются по разработанной методике. В то же время, именно определение этих пестицидов является, как правило, приоритетным, и именно для их определения лучше всего подходит газовая хроматография.

При определении более гидрофильных пестицидов методом газовой хроматографии большую ошибку (иногда достигающую 200-300 процентов) начинает вносить эффект увеличения площади пиков аналитов из-за влияния компонентов матрицы образца (это явление более подробно рассмотрено во введении). Для анализа гидрофильных пестицидов значительно большей точностью обладает метод высокоэффективной жидкостной хроматографии. 

Таким образом, разработанная в данной работе методика может быть рекомендована к выполнению рутинных потоковых анализов фосфорорганических и хлорорганических пестицидов в образцах растительного происхождения.
17. Обсуждение возможностей расширения области применимости методики
По данной методике также можно определять многие другие органические (в особенности хлороорганические) токсичные соединения, причем не только в растительных образцах, но и в грунтовых водах, и в жиросодержащих образцах, к примеру, продуктах питания. Для каждого типа объектов данную методику необходимо минимально модифицировать; тем не менее, общая процедура подготовки пробы и анализа остается неизменной.

В принципе, данная методика может применяться для определения полихлорированных бифенилов (ПХБ), дибензфуранов (диоксинов) и полиароматических углеводородов (ПАУ) в образцах с умеренным содержанием жиров. В целом перечисленные соединения являются более гидрофобными и менее летучими, чем в среднем пестициды, а также содержат более мощные ароматические системы. В связи с этим, для проведения таких определений методика должна быть минимально модифицирована. Так, по причине меньшей летучести ПХБ при анализе методом ГХ дожна быть установлена более высокая финальная температура; также может применяться другой тип колонки [31,32]. Большая способность ПХБ и ПАУ вступать в π-взаимодействия с экстракционным адсорбционным материалом (сверхсшитым полистиролом) может привести к необходимости смывать аналиты не этилацетатом, а ацетоном или толуолом (хлористый метилен нельзя применять из-за несовместимости с ДЭЗ), или их смесями с этилацетатом. 
Наибольшую проблему в этих случаях могут представлять жиры, содержащиеся в пробе, которые мешают идентификации аналитов и загрязняют хроматографическую колонку. Специальной же стадии адсорбционной очистки от жиров методика не содержит; «защита» от жиров заложена в самой процедуре экстракции ацетонитрилом, в котором последние расторяются в очень малых количествах. Тем не менее, при экстрации из насыщенных жирами образцов ацетонитрильный экстракт может содержать значительные их колчества; опасность заключается в том, что при пятикратном разбавлении экстракта 50 мМ водного раствора соли жиры могут выпасть в осадок, захватив с собой значительную часть целевых аналитов. К сожалению, простого решения этой проблемы в рамках приведенной методики достичь невозможно. Возможное решение состоит в экстракции образцов гексаном с последующим разделением жиров и целевых аналитов на полимерных/углеродных материалах за счет π-взаимодействий и по эксклюзионному механизму, что будет являться, очевидно, совсем иным подходом.

Приведенная методика хорошо подходит для анализа грунтовых вод. В этом случае из процедуры подготовки пробы исключается стадия жидкостной экстракции. К 20 мл грунтовой воды надо добавить порядка 60 мг поваренной соли и 5 мл ацетонитрила, тщательно перемешать раствор, а затем профильтровать его, к примеру, через бумажный фильтр (фильтровать можно только после добавления ацетонитрила). В грунтовых, технических и питьевых водах можно определять пестициды, хлорированные продукты окислительной деструкции органических веществ (к примеру, хлороформ как низший гомолог), хлорфенолы (в этом случае DEAE силикагель лучше заменить на менее основный NH2 амино-силикагель). Возможная модификация методики состоит в замене бипористого адсорбента Purosep200 на микропористый адсорбент Purosep270. В результате, полимерные гуминовые кислоты (основной загрязняющий компонент матрицы) не будут экстрагироваться микропористым материалом, а уйдут в слив (бипористый материал экстрагирует такие вещества за счет наличия макропор, в которые полимеры могут проникать). Окончательная доочистка пробы от гуминовых кислот будет происходит на основном DEAE силикагеле.

 Соответственно, методика подходит для определения ПХБ и ПАУ в почве и донных отложениях. Модификация процедуры подготовки пробы может заключаться, опять же, в замене бипористого экстракционного адсорбента на микропористый.
Таким образом, при минимальной модификации данная методика может применяться для определения широкого спектра органических (в том числе хлороорганических) соединений в образцах различного типа.
 18. Приложение. Термины и определения, употребляемые в Части 2 статьи
Элюат – раствор, прошедший через адсорбционный материал.
Кривая выхода сорбции (кривая проскока, breakthrough curve) – график зависимости концентрации аналита в фильтрате (элюате) от объема пропускаемого через картридж жидкого образца. Эта кривая имеет характерную S-образную форму с выходом на предел, равный емкости адсорбента по данному аналиту в приведенных условиях. По оси х обычно откладываются миллилитры пропущенного образца, по оси у – концентрация аналита в фильтрате (элюате) относительно его концентрации в образце (обычно в процентах). 
Объем проскока – объем пропускаемого образца, при котором концентрация аналита в фильтрате достигает  определенной доли его концентрации в исходном растворе, обычно, 10%. Считается, что потери аналита при пропускании объема образца, равного или меньшего объема проскока, можно считать несущественными. 
Сверхсшитый полистирол – адсорбционный материал, принципиально отличающийся от широко распостраненных полимерных адсорбентов на основе сшитых стирол-дивинилбензольных сополимеров, например материалов типа Amberlite XAD-1-4 фирмы «Rohm and Haas». Cверхсшитый полистирол получают интенсивной пост-реакционной сшивкой исходного полистирола в избытке хорошего растворителя. Этот материал обладает значительной внутренней удельной поверхностью (до 1000-1500 м2/г), обусловленной в основном его микро-пористостью. Базовый «гелевый» сверхсшитый полистирол обладает порами диаметром 20-40 Å, бипористый – двумя типами пор: 20-40 Å (микропоры) и около 1000 Å (макропоры).

Уникальная способность сверхсшитого полистирола практически одинаково набухать как в неполярных, так и в полярных органических растворителях и воде, и затем сохранять приобретенный объем, обусловлена жесткостью ажурной полимерной сетки сополимера. Это свойство делает данный материал совместимым с любыми растворителями, и открывает широкие возможности материала для его применения в ТФЭ и ВЭЖХ.

Π-взаимодействия – взаимодействия с переносом заряда, которые осуществляются между соединениями с ненасыщенными системами. Наиболее ярко проявляются для ароматических соединений в неполярных средах.  
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