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Введение. Традиционно гигиеническая оценка условий труда при использовании препаратов глифоса-
та, чрезвычайно популярного гербицида в мире, основана на применении тонкослойной хроматогра-
фии. Однако в таком случае возможно получение недостоверных результатов. В работе рассмотрены 
альтернативные подходы. На основе экспериментальных данных оптимизированы условия анализа 
содержаний глифосата в воздушной среде методом высокоэффективной жидкостной хроматографии.
Материал и методы. Все работы с растворами глифосата проводили в полипропиленовых сосудах. 
Отбор проб из воздушной среды осуществлялся на фильтр средней фильтрации («синяя лента»). 
Последующая экстракция проводилась водой. Измерения выполнялись методом высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии с флуориметрическим детектором при длине волны возбуждения 
270 нм, а эмиссии 313 нм. Для перевода глифосата в молекулу, обладающую флуориметрическими 
свойствами после проведения дериватизации глифосата в щелочной среде с использованием 9-флу-
оренилметилхлорформиата при нагревании и отмывки избытка реагента толуолом. Использовалась 
колонка с обращённой фазой С18, в качестве элюентов применяли ацетат аммония с добавлением 
уксусной кислоты и ацетонитрила. 
Результаты. Апробация разработанной методики проведена на реальных образцах, отобранных 
при наземной обработке препаратами глифосата паровых полей и земель промышленных террито-
рий. Выявленные уровни глифосата не превышали нижнего предела количественного определения:  
0,5 мг/м3 в воздухе рабочей зоны и 0,025 мг/м3 в атмосферном воздухе (при величине предельно  
допустимых концентраций (ПДК) соответственно 1,0 и 0,1 мг/м3).
Ограничения исследования. В исследовании рассмотрено ограниченное количество хроматографиче-
ских колонок. Исследование выполнено на 25 модельных образцах воздуха рабочей зоны и атмо-
сферного воздуха.
Заключение. По результатам выполненной работы сформированы методические указания «Измере-
ние концентраций глифосата в воздухе методом высокоэффективной жидкостной хроматографии» 
и направлены на метрологическую аттестацию в утвержденном порядке.
Ключевые слова: глифосат; воздух рабочей зоны; атмосферный воздух; высокоэффективная жидкостная 
хроматография с флуориметрическим детектором
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Introduction. Traditionally, the hygienic assessment of working conditions when using glyphosate preparations, 
an extremely popular herbicide in the world, is based on the use of thin layer chromatography. In this paper, 
alternative approaches are considered. On the basis of experimental data, the conditions for the analysis of 
glyphosate content in air by high performance liquid chromatography were optimized.
Material and methods. All work with glyphosate solutions was carried out in polypropylene vessels. Sampling 
from the air medium was carried out on a medium filtration filter (“blue ribbon”). Subsequent extraction 
was carried out with water. The measurements were performed by high performance liquid chromatography 
with a fluorimetric detector at an excitation wavelength of 270 nm and an emission wavelength of 313 nm. 
To transfer glyphosate to a molecule with fluorimetric properties after derivatization of glyphosate in an 
alkaline medium using 9-fluorenylmethyl chloroformate by heating and washing off the excess of the reagent 
with toluene. A C18 reverse phase column was used; ammonium acetate with the addition of acetic acid and 
acetonitrile were used as eluents.
Results. Approbation of the developed technique was carried out on real samples taken during ground 
treatment of fallow fields and lands of industrial territories with glyphosate preparations. The detected levels 
of glyphosate did not exceed the lower limit of quantitative determination: 0.5 mg/m3 in the air of the working 
area and 0.025 mg/m3 in the atmospheric air (with maximum allowable concentrations of 1.0 and 0.1 mg/m3, 
respectively).
Limitations. The study considers a limited number of chromatographic columns. The study is performed on 
25 model samples of the air of the working area and atmospheric air.
Conclusion. Based on the results of the work performed, methodological instructions “Measurement of 
glyphosate concentrations in the air by high-performance liquid chromatography” were formed and sent 
for metrological certification in the approved manner.
Keywords: glyphosate; air of the working area; atmospheric air; high performance liquid chromatography with 
fluorimetric detector
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Введение
Широкое применение гербицидов представ-

ляет реальную опасность загрязнения объектов 
окружающей среды, что в конечном итоге может 
оказать неблагоприятное влияние на здоровье 
людей. Глифосат является одним из наиболее 
широко используемых гербицидов в мире, но во-
прос о безопасности глифосата и его коммерче-
ских составов до сих пор остается спорным [1]. 
Пестициды на основе глифосата применяются 
для уничтожения однодольных и двудольных 
однолетних и многолетних сорняков в сельском 
и лесном хозяйстве, на землях несельскохозяй-
ственного назначения. 

Глифосат обладает высокой полярностью при 
малых размерах молекулы, диссоциирует, имеет 
свойства цвиттер-иона, характеризуется отсут-
ствием хромофорных групп и характеристическо-
го спектра поглощения, что затрудняет его опре-
деление. Поэтому во многих случаях применяют 
дериватизацию, чтобы сделать его пригодным 
для того или иного метода [2]. Таким образом, су-
ществует очевидная необходимость в разработке 
простых и эффективных методологий, способ-
ных определять глифосат в различных средах,  
в частности в воздушной. 

Традиционно гигиеническую оценку хими-
ческого фактора условий труда по глифосату 
проводят по «Методическим указаниям по из-
мерению концентраций глифосата, глифосина 
и глицина в воздухе рабочей зоны методом тон-
кослойной хроматографии» [3]. Метод основан 
на определении глифосата методом тонкослой-
ной хроматографии с использованием в качестве 
подвижной фазы смеси этанол – вода – водный 
аммиак с последующим обнаружением зон ло-
кализации нингидриновым реактивом. Одна-
ко из-за высокой чувствительности реактива к 
следам первичных аминов и аминокислот, в том 
числе содержащихся, например, в человеческом 
поте, метод требует чрезвычайной осторожности 
при его реализации, и тем не менее ложнополо-
жительные результаты полностью исключить не 
удается. Поэтому в арсенале современной гиги-
енической науки необходима методика, дающая 
достоверные данные.

Известны различные подходы к определению 
глифосата в аналитике на основе хроматографи-
ческих методов. 

Метод количественного определения глифоса-
та с помощью газовой хроматографии (ГХ) требует 
дериватизацию, обычно включающую трифторук-
сусный ангидрид (TFAA) и трифторэтанол, взятых 
в избытке. При этом получаются достаточно ле-
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тучие соединения для определения ГХ с масс-де-
тектором. Работа [4] основана на дериватизации 
глифосата с TFAA и гептафторбутанолом (HFB) 
с последующим ГХ-МС/МС-определением.  
МУК 4.1.2049-06 «Методические указания по из-
мерению концентраций глифосата в атмосферном 
воздухе населенных мест методом газожидкостной 
хроматографии» рекомендует определение глифо-
сата в атмосферном воздухе методом ГХ с термо-
ионным детектором после дериватизации в метил-
производное [5].

Изучена дериватизация глифосата с исполь-
зованием 9-флуоренилметилхлорформиата 
(FMOC-Cl) [6]. В статье рассмотрено влияние 
концентраций боратного буфера, FMOC-Cl, 
времени реакции и финишной отмывки на пол-
ноту протекания реакции.

Для определения глифосата в пробах сточных 
вод [7] разработан аналитический метод, преду-
сматривающий щелочную, затем твердофазную 
экстракцию на картриджах Oasis HLB и дерива-
тизацию также с FMOC-Cl. Анализ проводили с 
помощью ВЭЖХ-МС/МС.

В публикациях [8, 9] при дериватизации с 
FMOC-Cl рассмотрена возможность количе-
ственного анализа с помощью высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии с флуорес-
центным детектором (ВЭЖХ-ФЛД). Аналогич-
но, МУК 4.1.2550-09 [10], МУК 4.1.1978-05 [11], 
МУК 4.1.3513-17 [12] описывают определение 
глифосата в рапсе, сое, подсолнечнике и других 
культурах на аминной хроматографической ко-
лонке.

Цель работы – разработка методики определе-
ния глифосата в воздухе рабочей зоны и атмосфер-
ном воздухе, удовлетворяющей современным гиги-
еническим нормативам и исключающей получение 
ложноположительных результатов. На основании 
анализа литературных данных [2–12] в качестве  
метода детектирования была выбрана ВЭЖХ-ФЛД.

Материал и методы 
В работе использованы следующие материалы 

и реактивы. Стандартный образец глифосата, чи-
стотой 98,5%, Sigma Aldrich, вода ACS, Panreac; 
ацетонитрил ACS, Panreac; толуол ACS, Panreac; 
ледяная уксусная кислота, Panreac; тетраборат 
натрия десятиводный гидрат, Panreac; 9-флуо-
ренилметилхлорформиата, 98%, Acros Organic;  
гидрофосфат калия и дигидрофосфат калия, хч; 
ацетат аммония, ACS, Panreac.

Для исследования использован высокоэффек-
тивный жидкостной хроматограф Agilent 1200, 
снабжённый флуориметрическим детектором, 
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кватернарным насосом, вакуумным дегазато-
ром, термостатированным колоночным отделе-
нием и стандартным автосамплером, с хромато-
графической колонкой Eclipse XDB-C18 150 на 
4,6 мм, 5 мкм. 

Подвижная фаза А: 0,005 М ацетат аммония с 
0,2% уксусной кислотой; В: ацетонитрил. Поток 
0,8 мл/мин, длина волны возбуждение 270 нм, 
длина волны эмиссии 313 нм, объем вводимой 
пробы 20 мкл.

Все работы с растворами глифосата проводи-
ли в полипропиленовых сосудах для избежания 
сорбции на поверхности стекла и потенциально-
го взаимодействия с ионами металлов, десорби-
рующихся из стеклянной посуды. Стандарт-
ный водный раствор глифосата с концентраци-
ей 1000 мкг/мл хранили при температуре от 2  
до 6 ○С. Другие концентрации получали после-
довательным разбавлением водой для ВЭЖХ. 

Учитывая высокую растворимость в воде со-
лей глифосата, в виде которых он используется 
в пестицидных препаратах, вода была выбрана в 
качестве экстрагента вещества с фильтров.

На основании литературных данных [6], 
скорректированных проведенными нами экспе-
риментами, дериватизация проводилась по сле-
дующей схеме. В полипропиленовую пробирку к 
0,2 мл пробы добавляли 0,8 мл воды для ВЭЖХ, 
0,5 мл раствора FMOC-Cl в ацетонитриле кон-
центрацией 0,1 мг/мл, 0,5 мл водного раство-
ра тетрабората натрия с концентрацией 0,05 М. 
Интенсивно встряхивали и помещали в термо-
стат при температуре 50 ○C на 15 мин. После это-
го удаляли избыток дериватизируюшего агента 
толуолом дважды. Для лучшего разделения фаз 
применяли центрифугирование. Схема реакции 
приведена на рис. 1.

Результаты и обсуждение
При оценке агрегатного состояния глифосата 

в воздушной среде ориентировались на данные 
по летучести – давление паров 1,31•10–2 мПа при 
25 ○С. Теоретическими расчетами, принимая во 
внимание параметр давления паров, молекуляр-
ную массу (169,1), установлено, что насыщающая 
концентрация паров глифосата при 25 ○С состав-
ляет менее 0,001 мг/м3. Это позволяет сделать за-
ключение о том, что значимой с учетом гигиени-
ческих нормативов (ПДК в воздухе рабочей зоны 
1 мг/м3, ПДК в атмосферном воздухе 0,1 (м.р.) 
и 0,06 (с.с.) мг/м3) [13], в воздухе является аэро-
зольная фракция вещества. 

Для получения чёткого, симметричного ана-
литического сигнала в методе высокоэффек-

Рис. 1. Дериватизация глифосата с FMOC-Cl.
Fig. 1. Derivatization of glyphosate with FMOC-Cl.

тивной жидкостной хроматографии необходим 
тщательный выбор подвижной и неподвижной 
фаз. FMOС производное глифосата – полярное 
соединение, обладающее кислотными свойства-
ми, при этом возможна реализация различных 
типов сил межмолекулярного взаимодействия 
с неподвижной фазой колонки: Лондона, ди-
поль-дипольное, водородное, кислотно-основ-
ное. В данном случае оптимальной стала колонка 
с обращенной фазой С18, являющаяся также од-
ной из наиболее распространенных и доступных 
в современной ВЭЖХ.

Мобильная фаза должна смешиваться с водой, 
иметь низкую вязкость, быть инертной. По этим 
причинам предпочтителен ацетонитрил. Для вы-
бора оптимальных условий хроматографирова-
ния были рассмотрены различные составы по-
движной фазы: ацетонитрил в сочетании с орто-
фосфорной кислотой, раствором гидрофосфата 
калия, дигидрофосфата калия, ацетатом аммония 
и ацетатом аммония в присутствии уксусной кис-
лоты. 

В обращено-фазовом методе предпочтитель-
ны низкие значения уровня pH, приводящие к 
протонированию силанольных групп сорбента 
и снижающие хроматографическую активность 
колонки. В нашем первом опыте использова-
лась подвижная фаза ацетонитрил – 0,1% орто-
фосфорная кислота при различных соотноше-
ниях и скоростях потока. Однако на полученных 
хроматограммах не удалось идентифицировать 
пики FMOC-производного глифосата.

Не всегда кислотные условия являются наи-
лучшими, другие диапазоны pH могут обеспе-
чить необходимую селективность. Для создания 
средних значений pH, дигидрофосфат калия 
или ацетат аммония (не истинные буферы, а 
pH-регулирующие соли) являются альтернати-
вой. Замена ортофосфорной кислоты на 0,1 М  
растворы гидрофосфата калия, а затем ди-
гидрофосфата калия не привело к получению  

+                             →

FMOC-Cl Глифосат Глифосат-FMOC
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воспроизводимого аналитического сигнала. При-
менение 0,005 М раствора ацетата аммония дало 
хроматограммы со стабильным, четким, сим-
метричным пиком производного глифосата со 
временем выхода 1,6 мин, что, однако, является 
неудачным временем выхода для практической 
ВЭЖХ.

Поскольку изучаемый аналит является до-
вольно сильной кислотой, то другая кислота, 
введённая в подвижную фазу, должна конкури-
ровать с ним за различные типы взаимодействия 
с неподвижной фазой колонки. Так добавле-
ние 0,5% уксусной кислоты привело к измене-

нию времени выхода производного глифосата  
до 9 мин, однако пик имел растянутую форму, 
что было скорректировано уменьшением кон-
центрации уксусной кислоты до 0,2%. Время 
выхода при этом изменилось до 5,5 мин. 

В ходе нашей работы получены спектры воз-
буждения и эмиссии как FMOC-Cl, так и его 
производного с глифосатом (рис. 2, 3). 

На основании спектра возбуждения (рис. 2, б) 
была выбрана длина волны Ex=270 нм.

Полученные спектры эмиссии (см. рис. 3) 
подтверждают прохождение химической реакции 
с получением нового соединения (производного  

https://doi.org/10.47470/0869-7922-2022-30-6-395-402
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Рис. 2. Спектр возбуждения FMOC-Cl (a) и глифосат-FMOC (б) при длине волны эмиссии 313 нм. 

Fig. 2. The excitation spectrum of FMOC-Cl (a) and glyphosate-FMOC (б) at an emission wavelength of 313 nm. 
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Рис. 3. Спектр эмиссии FMOC-Cl (a) и глифосат-FMOC (б) при длине волны возбуждения 270 нм.

Fig. 3. FMOC-Cl (a) and glyphosate-FMOC (б) emission spectrum at an excitation wavelength of 270 nm.
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глифосата) и позволяют идентифицировать ве-
щества. Спектр эмиссии глифосат-FMOC имеет 
характеристический пик низкой интенсивности 
при 380 нм. 

Было принято решение проводить исследова-
ние при длине волны 313 нм, позволяющей полу-
чить более интенсивный сигнал. При этом селек-
тивность обеспечивается различием времен удер-
живания FMOC-Cl и глифосат-FMOC (в избран-
ных условиях хроматографирования 2,0 и 5,5 мин 
соответственно). Выбранные длины волн корре-
лируют с опубликованными данными [10–12, 14].

Градуировочная характеристика (уравнение (1),  
рис. 4), выражающая линейную зависимость пло-
щади хроматографического пика от концентра-
ции глифосата в растворе построена в диапазоне 
0,1–1,2 мкг/см3, соотношение сигнал–шум на 
пределе обнаружения 13:1. 

S = 42,71625•С – 1,03737 
(коэффициент корреляции 0,9995)        (1),

где S – площадь пика, единиц люминисценции•с; 
С – концентрация глифосата, мкг/мм3. 

Показано, что использование в качестве кон-
центрирующего материала фильтров высокой 
плотности «синяя лента» обеспечивает эффек-
тивный отбор вещества из воздушной среды с 
достаточной полнотой сорбции и приемлемым 
проскоком. 

Проскок вещества определялся эксперимен-
тально, путем применения при отборе проб атмо-
сферного воздуха поглотителя с пористой пласти-
ной, содержащего воду, подключённого последо-
вательно после фильтра «синяя лента». Аспирация 

воздуха при 30 ○С и влажности 77% проведена со 
скоростью 5 дм3/мин в течение 16 мин (объём 
пробы воздуха 80 дм3). Предварительно на фильтр 
нанесено 20 мкг глифосата. По завершении аспи-
рации, анализировали воду из поглотителя с по-
ристой пластиной. Присутствие вещества не уста-
новлено.

Достигнут предел обнаружения 0,5 мг/м3 для 
воздуха рабочей зоны (при отборе 4 дм3 пробы) и 
0,025 мг/м3 для атмосферного воздуха (при отбо-
ре 80 дм3 воздуха).

Для метрологической оценки разработанной 
методики определена полнота извлечения глифо-
сата с фильтров «синяя лента» для воздуха рабо-
чей зоны и атмосферного воздуха на основании  
5 параллельных измерений при внесении опреде-
ленного количества пестицида на фильтры в пяти 
точках по диапазону определяемых концентра-
ций. Полученные данные приведены в таблице. 
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Рис. 4. Градуировочный график глифосат-FMOC.
Fig. 4. Glyphosate-FMOC calibration graph.

Данные метрологической оценки методики измерения концентраций глифосата  
в воздухе рабочей зоны и в атмосферном воздухе

Data of the metrological assessment of the method for measuring the concentrations of glyphosate  
in the air of the working area and in the atmospheric air

Внесено 
глифосата, мкг  

(соответствует мг/м3)

Найдено глифосата, мг/м3 (%) Относительное 
стандартное 

отклонение, %опыт 1 опыт 2 опыт 3 опыт 4 опыт 5

В воздухе рабочей зоны

2 (0,5) 0,400076 (80,0) 0,390150 (78,0) 0,380180 (76,0) 0,390427 (78,1) 0,396667 (79,3) 1,9

4 (1,0) 0,757110 (75,7) 0,777165 (77,7) 0,786265 (78,6) 0,799565 (79,9) 0,902910 (78,6) 7,1

10 (2,5) 2,228955 (89,2) 2,249375 (89,9) 2,407885 (96,3) 2,274835 (90,9) 2,292280 (91,7) 3,1

20 (5,0) 4,034915 (80,7) 4,457040 (89,1) 4,509660 (90,2) 4,673460 (93,5) 4,018235 (80,4) 6,8

В атмосферном воздухе

2 (0,025) 0,019768 (79,1) 0,018567 (74,3) 0,021950 (87,3) 0,019463 (77,9) 0,020314 (81,3) 6,27

4 (0,05) 0,042170 (84,3) 0,039008 (78,0) 0,041424 (82,9) 0,040881 (81,8) 0,039955 (79,9) 3,04

10 (0,125) 0,110241 (88,2) 0,111064 (88,9) 0,098660 (78,9) 0,116763 (93,4) 0,113829 (91,1) 6,26

20 (0,25) 0,231677 (92,7) 0,222551 (89,0) 0,223011 (89,2) 0,232382 (92,9) 0,226028 (90,4) 2,06
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Полнота извлечения вещества, стандартное 
отклонение для всего диапазона измерений проб 
воздуха рабочей зоны составляют соответственно 
85,1 и 4,4 %.

Полнота извлечения вещества, стандартное 
отклонение для всего диапазона измерений проб 
атмосферного воздуха составляют соответствен-
но 86,1 и 3,8 %.

В соответствии с метрологической оценкой 
метода суммарная погрешность измерения кон-
центраций глифосата в воздушной среде состав-
ляет 25%, что соответствует величине, регламен-
тированной в Перечне измерений, относящихся 
к сфере государственного регулирования обеспе-
чения единства измерений [15]. 

Апробация метода проведена на реальных 
образцах, отобранных при наземной обработке 
препаратами глифосата паровых полей и земель 
промышленных территорий. Выявленные уровни 
глифосата не превышали нижнего предела коли-
чественного определения: 0,5 мг/м3 в воздухе ра-

бочей зоны и 0,025 мг/м3 в атмосферном воздухе 
(при величине предельно допустимых концен-
траций (ПДК) соответственно 1,0 и 0,1 мг/м3).

Заключение
Разработанный метод определения концен-

траций глифосата в воздушной среде методом вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии с 
флуориметрическим детектированием обеспечива-
ет необходимую точность и чувствительность при 
проведении гигиенических исследований и исклю-
чает получение ложноположительных результатов.

Метод был применен для проведения гигиени-
ческой оценки воздуха рабочей зоны и атмосфер-
ного воздуха.

По результатам выполненной работы сформиро-
ваны методические указания «Измерение концен-
траций глифосата в воздухе рабочей зоны и атмо-
сферном воздухе населённых мест методом высоко-
эффективной жидкостной хроматографии» по раз-
делу 4.1. Методы контроля. Химические факторы.
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