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Аннотация. Изучена возможность элюирования гидрофильных фосфороргани-
ческих веществ с использованием градиента концентрации муравьиной кислоты 
в водной подвижной фазе на пористом графитированном углеродном сорбен-
те Hypercarb. Аналиты детектировали с помощью моноквадрупольного масс-
спектрометра. Удерживание аналитов изучали, варьируя состав подвижной фазы 
перед инжекцией раствора образца. Показано, что влияние ступенчатого гради-
ентного элюирования на удерживание аналитов в первую очередь обусловлено со-
стоянием поверхности сорбента, а не элюирующей способностью фаз. Наиболее 
вероятным является вытеснительный «квазиионообменный» механизм удержива-
ния аналитов.
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Гидрофильные фосфорорганические соеди-
нения представляют собой обширную группу 
веществ, многие из которых встречаются в 
повседневной жизни. Фосфорорганические 
гербициды и инсектициды, такие как глифо-
сат (Gly) и глюфосинат (Glu), ацефат (ACE) и 
ометоат (Ome), могут проявлять себя как кан-
церогены, а метамидофос (Meth) и монокрото-
фос (Mon) токсичны и запрещены во многих 
странах. К гидрофильным фосфорорганическим 
соединениям относятся также продукты транс-
формации нервно-паралитических отравляю-
щих веществ (ОВ) – алкилфосфоновые (АФК) и 
О-алкилалкилфосфоновые кислоты (О-ААФК). 
Метилфосфоновая кислота (MPA) и ее гомологи 
этил- (EPA) и пропилфосфоновые (PPA) кисло-
ты, а также этил- (EtMPA), изопрпил- (iPrMPA) 
и изобутилметилфосфоновые (iBuMPA) кисло-

ты служат маркерами применения химического 
оружия. Из-за высокой опасности и токсичности 
указанных выше пестицидов и ОВ, продуктами 
разложения которых являются АФК и О-ААФК, 
необходима разработка простых, эффективных 
и надежных методов их определения в объектах 
окружающей среды, пищевых продуктах, биоме-
дицинских и других объектах.

Часто встречающийся метод определения 
указанных аналитов – высокоэффективная жид-
костная хроматография (ВЭЖХ), которую при-
меняют в обращенно-фазовом (ОФ), ионном 
и HILIC вариантах [1–3]. Следует отметить, 
что эти вещества имеют низкое поглощение в 
УФ и видимой области, они также не способ-
ны к флуоресценции, поэтому их селективное 
определение можно осуществлять исключи-
тельно с использованием масс-спектрометра. 
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Несмотря на то, что при определении этим ме-
тодом не требуется дериватизации аналитов, 
большие проблемы возникают из-за их высокой 
полярности – эти вещества слабо удерживают-
ся на большинстве коммерчески доступных фаз. 
Кроме того, в ионной хроматографии опреде-
ление с МС-детектированием возможно только 
после трудоемкой процедуры по уменьшению 
влияния сопутствующих ионов. Для определе-
ния указанных аналитов также часто применя-
ют метод газовой хромато-масс-спектрометрии 
(ГХ–МС) [4]. Однако из-за низкой летучести 
АФК, О-ААФК и некоторых пестицидов перед 
ГХ-анализом необходимо провести трудоемкую 
и длительную стадию дериватизации.

Известно, что сорбент Hypercarb удерживает 
полярные соединения значительно лучше, чем 
силикагель С18 в ОФ ВЭЖХ, поэтому в преды-
дущих работах нашей группы [5–8] предложено 
использовать Hypercarb в качестве неподвижной 
фазы для ВЭЖХ разделения / определения ги-
дрофильных органических соединений. Пред-
ставленный в работах [5, 7, 8] способ увели-
чения времени удерживания гидрофильных 
фосфорорганических аналитов с применением 
промывки колонки Hypercarb водой до инжек-
ции образца использовали и в настоящей работе, 
при этом расширен круг определяемых веществ 
и проведено более детальное изучение механиз-
ма удерживания гидрофильных фосфороргани-
ческих соединений на п ористом графитирован-
ном углеродном сорбенте Hypercarb с помощью 
указанного способа промывки колонки водой. 
Использование этого приема в будущем может 
быть крайне полезным и позволит добиться луч-
шего разделения сложных смесей гидрофиль-
ных аналитов.

Экспериментальная часть

Реагенты. Для приготовления растворов и 
элюентов использовали деионизованную воду 
(18,2 МОм·см), полученную на установке 
«Millipore Simplicity» («Millipore», США), 
а также раствор муравьиной кислоты в 
воде (50 мас.%) чистоты «for HPLC» («Sigma-
Aldrich», США). 

Использовали исходные растворы MPA, EPA, 
PPA, EtMPA, iPrMPA, iBuMPA, Gly, Glu, Ace, Meth, 
Ome и Mon с концентрацией 1 мг/мл. Структуры 
и характеристики аналитов приведены в табл. 1. 
Все вещества были произведены фирмой «Sigma-
Aldrich» (США). Рабочие растворы смеси анали-
тов с концентрацией 70 мкг/мл готовили путем по-

следовательного разбавления исходных растворов. 
Исходные и рабочие растворы хранили в темноте 
при +4 °С. 

Аппаратура. Использовали жидкостной 
хромато-масс-спектрометр фирмы «Shimadzu», 
состоящий из следующих модулей: квадруполь-
ный масс-спектрометр «LCMS-2020» c иониза-
цией аналитов электрораспылением (ESI), два 
ВЭЖХ-насоса «LC-20AD», дегазатор «DGU-
20A», контроллер «CBM-20A», автосамплер 
«SIL-20AC» и термостат «CTO-20AC». Для 
детектирования аналитов использовали пара-
метры МС-детектора и интерфейса «Shimadzu 
LCMS-2020», рекомендованные производите-
лем оборудования: время регистрации интен-
сивности на заданном m/z (SIM event time) 
0,2 с, напряжение на детекторе (detector voltage) 
1,55 кВ; напряжение на интерфейсе (interface 
voltage) 4,5 кВ; напряжение линии десольвата-
ции (DL voltage) 0 В; температура линии де-
сольватации (DL temperature) +250 °C; по-
ток газа-распылителя (nebulizing gas flow) 
1,5 л/мин; температура блока нагревателя (heat 
block) +400 °C; поток газа-осушителя (drying 
gas flow) 15 л/мин. Аналиты определяли в ре-
жиме регистрации отрицательных положитель-
ных ионов. Параметры m/z регистрации ионов 
аналитов для масс-спектрометра представлены 
в табл. 1. Хроматографические параметры рас-
считывали в программе LabSolutions. Для ВЭЖХ-
разделения использовали колонку с сорбентом 
Hypercarb («Thermo Scientifi c», США) (3,2×2,1 мм, 
5 мкм). Водородный показатель измеряли на 
рН-метре «Эконикс Эксперт рН».

Условия хроматографического определе-
ния. В качестве элюента (фаза В) использовали 
0,1%-й водный раствор муравьиной кислоты, а в 
качестве промывочного раствора (фаза А) – де-
ионизованную воду, а также воду, насыщенную 
СО2, и 0,5 мМ водный раствор NH3, насыщенный 
СО2. Скорость потока элюента 0,2 мл/мин, темпе-
ратура колонки 30 °С. 

Результаты и обсуждение

Предложенный ранее в нашей группе прием 
предварительного уравновешивания колонки 
водой с последующим ступенчатым градиентом 
концентрации муравьиной кислоты при разде-
лении аналитов на пористом графитированном 
углеродном сорбенте позволяет добиться улуч-
шения формы пиков аналитов: уменьшения 
ширины пиков и, соответственно, увеличения 
высоты пиков. Основываясь на предыдущих 
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Т а б л и ц а  1

Структуры аналитов, их параметры липофильности (Log P) и выбранные для масс-спектрометрической 
регистрации ионов аналитов величины m/z

Аналит
Структура с обозначением 
рКа функциональных групп

m/z Log P

MPA –95 –1,6

EPA –109 –1,2

PPA –123 –0,7

EtMPA –123 –0,8

iPrMPA –137 –0,3

iBuMPA –151 0,1

Gly –168 –4,6
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Аналит
Структура с обозначением 
рКа функциональных групп

m/z Log P

Glu –180 –5,0

Ace +184 –0,8

Meth +143 –0,9

Ome +214 –0,9

Mon +224 –0,2

Окончание табл. 1

результатах [8], где ступенчатый градиент по-
казал лучшее разделение карбоновых кислот по 
сравнению с изократическим режимом и линей-
ным градиентом, выбраны два режима элюи-
рования: изократический режим (для сравне-
ния) и режим ступенчатого градиента. В изо-
кратическом режиме элюирующей фазой была 
100%-я фаза В. В свою очередь, ступенчатый 
градиент состоял из двух участков: до инжек-
ции аналитов пропускали 100% фазы А, после 
инжекции – 100% фазы B, где момент времени 
с инжекцией образца и одновременной сменой 
подвижной фазы принимали за 0-ю минуту. При-
мер условий изократического и ступенчатого 
градиентных хроматографических разделений с 

промывкой колонки до инжекции (tw) в течение 
5 мин описан в табл. 2. Установлено, что в слу-
чае ступенчатого градиента важную роль играет 
продолжительность промывки фазой А колон-
ки до инжекции. По нашему мнению, при про-
мывке колонки до инжекции чистой водой (фаза 
А) аналитов в  течение менее 5 мин на поверх-
ности сорбента остается некоторое количество 
формиат-ионов и удерживание аналитов близко 
к изократическому режиму, в котором промывку 
не проводили вовсе. Поэтому минимально необ-
ходимое время уравновешивания колонки до ин-
жекции образца составило 5 мин (рис. 1). Даль-
нейшее увеличение длительности этой стадии 
мало влияло на время удерживания аналитов.
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Для модельной смеси аналитов при элюиро-
вании в изократическом режиме 0,1%-й мура-
вьиной кислотой не удалось добиться полного 
разделения следующих пар веществ: MPA/EPA 
и Ace/Gly/Glu. Более того, оказалось, что сту-
пенчатый градиент муравьиной кислоты при 
промывке чистой водой до инжекции оказывает 
влияние на удерживание фосфоновых кислот, 
глифосата и глюфосината в одинаковой мере. 

Из-за этого время удерживания аналитов изме-
няется в бόльшую сторону с улучшением разде-
ления пары MPA/EPA по сравнению с изократи-
ческим режимом (табл. 3). При этом на примере 
фосфорорганических пестицидов было показано, 
что градиентное элюирование муравьиной кисло-
той в значительной мере влияет на характер удер-
живания аналитов кислотной природы, которые в 
нейтральной среде находятся в форме анионов, 

Т а б л и ц а  2

Условия изократического и ступенчатого градиентного хроматографического разделения с промывкой 
колонки до инжекции

Стадия
Промывка колонки,               

5-я – 0-я минута
Инжекция образца, 0-я 

минута
Окончание анализа, 25-я 

минута

Изократический режим 100% фазы В 100% фазы В 100% фазы В

Ступенчатый градиент 100% фазы А 100% фазы В 100% фазы В

Рис. 1 Зависимость фактора удерживания аналитов (k′) от длительности уравновешивания колонки 
(tw) водой. Разделяли кислоты: а – MPA (1), EPA (2), PPA (3), EtMPA (4), iPrMPA (5); б – пестициды: 
Gly (7), Glu (8), Ace (9), Meth (10), Ome (11), Mon (12). Cаналит. = 70 мкг/мл, инжектировали 3 мкл 

раствора

Т а б л и ц а  3

Разрешение некоторых пар карбоновых кислот в зависимости от выбранного режима элюирования

Пара аналитов

Разрешение (Rs)

состав промывочного раствора

без промывки Н2О* насыщенный CO2*
насыщенный CO2, NH3 

водный*

MPA/EPA 0,82 1,09 0,54 0,43

PPA/EtMPA 1,32 1,24 0,84 1,00

Gly/Glu 0,50 0,34 0,33 0,32

*Длительность промывки составляла 6 мин.
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что можно объяснить слабыми анионообмен-
ными свойствами сорбента Hypercarb. В свою 
очередь, у фосфорсодержащих гидрофильных 
аналитов (ацефата, метамидофоса, омеоата и 
монокротофоса) отсутствуют гидроксильные 
группы (табл. 1), и в условиях наших экспе-
риментов они находятся в виде катионов из-
за содержащихся аминогрупп в составе мо-
лекул. На значение их времени удерживания 
градиент муравьиной кислоты оказал незна-
чительное влияние и время удерживания для 
этих пестицидов не зависело ни от длитель-
ности промывки, ни от состава промывочной 
фазы А. Это может свидетельствовать о том, 
что указанные катионы не удерживаются на 
поверхности сорбента за счет ионных сил, а 
их разделение происходит по ОФ-механизму. 
При этом хроматографические пики метами-
дофоса и монокротофоса имели крайне низ-
кую интенсивность относительно остальных 
аналитов, наблюдали значительное искажение 
симметрии как в изократическом режиме, так 
и ступенчатом градиенте, поэтому они не при-
ведены на рис. 2.

Предполагается, что особенности удер-
живания аналитов кислотной природы на 
сорбенте Hypercarb в этих условиях можно 
объяснить гипотетическим вытеснительным 
«квазиионообменным» механизмом элюирова-
ния аналитов и влиянием состава подвижной 
фазы на состояние поверхности сорбента. Так, 
по нашему мнению, при использовании рас-
творов муравьиной кислоты в качестве под-
вижной фазы формиат-ионы частично остают-
ся на поверхности сорбента из-за его слабых 
анионообменных свойств. В процессе промыв-
ки водой происходит вымывание формиат-ио-
нов с поверхности Hypercarb, а элюирующая 
способность чистой воды оказывается значи-
тельно хуже, что приводит к увеличению удер-
живания аналитов кислотной природы. По-
этому для изучения влияния состава промы-
вочной подвижной фазы на значение времени 
выхода гидрофильных фосфорорганических 
веществ были выбраны анионы (гидрокарбо-
нат- и гидроксид-ион), способные заместить 
формиат ионы на поверхности сорбента. Ги-
дрокарбонат-ионы получали растворением в 
воде углекислого газа. Эксперименты включа-
ли следующие подвижные фазы для промывки 
колонки: Н2О (рН 6,2), Н2О, насыщенная СО2 
(рН 3,9), Н2О, насыщенная СО2 с последую-
щим добавлением водного раствора NH3 (рН 
8,3). Следует отметить, что в ступенчатом гра-

диентном режиме все аналиты с кислотными 
группами изначально находятся в ионной фор-
ме за счет того, что значение pH фазы А близ-
ко к нейтральному. По мере увеличения кон-
центрации муравьиной кислоты и уменьшения 
рН подвижной фазы до 2,7 происходит переход 
аналитов в молекулярную форму, а глифосата 
и глюфосината – в цвиттер-ионную форму. По-
этому при применении ступенчатого градиента 
механизм удерживания аналитов на начальном 
этапе разделения в основном ионный, а по мере 
перехода аналитов в молекулярную форму про-
исходит переход к ОФ-механизму. Из-за этого 
влияние ступенчатого градиента на удержива-
ние аналитов осуществляется в разной степени, 
за счет чего происходит улучшение разрешения 
исследуемых веществ. Кроме того, при исполь-
зовании ступенчатого градиента ширина боль-
шинства пиков уменьшалась, увеличивалась их 
интенсивность, что также влияло на разреше-
ние хроматографических пиков. 

Для промывочных фаз «вода без добавок» и 
«вода, насыщенная СО2», наблюдали схожие за-
кономерности в изменении времени удержива-
ния для кислотных аналитов. Типичные зависи-
мости факторов удерживания этих аналитов от 
времени промывки колонки до инжекции пред-
ставлены на рис. 3. В случае промывки колонки 
водой, насыщенной СО2 (рН 3,9), подавляющая 
часть добавки находится в молекулярной фор-
ме (H2CO3) и слабо взаимодействует с поло-
жительно заряженной поверхностью сорбента. 
Поэтому в этих двух вариантах промывок мура-
вьиная кислота, оставшаяся с предыдущего экс-
перимента, вымывается с колонки и при после-
дующем разделении органических кислот ана-
литы сильнее удерживаются на поверхности. 
Добавление в промывочную подвижную фазу 
модификатора в виде гидрокарбоната (HCO3⁻) 
при рН 8,3 приводило к тому, что время удер-
живания аналитов не изменялось по сравнению 
с изократическим режимом. Вероятно, в случае 
промывки раствором с гидрокарбонатом в ще-
лочной среде происходит замещение остатков 
формиата с поверхности сорбента на гидрокар-
бонат, а промывочная фаза имеет схожую элюи-
рующую силу с 0,1%-й муравьиной кислотой, за 
счет чего значения времени удерживания анали-
тов остаются практически одинаковыми.

Таким образом, показано, что сорбция ги-
дрофильных фосфорорганических веществ с 
кислотными группами вероятнее всего проис-
ходит по вытеснительному «квази-ионообмен-
ному механизму».
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Рис. 3 Зависимости фактора удерживания MPA (а) и Glu (б) от длительности «уравновешивания» колонки водой без 
добавок (1), водой, насыщенной СО2 (2), водой, насыщенной СО2 

и 5 мМ NH3 водный раствор (3)

Рис. 2. Хроматограмма, полученная при разделении карбоновых кислот на колонке с пористым гра-
фитированным углеродом. Разделяли кислоты: MPA (1), EPA (2), PPA (3), EtMPA (4), iPrMPA (5) и 
iBuMPA (6); пестициды: Gly (7), Glu (8), Ace (9), Ome (10); а – хроматограмма по полному ион-
ному току аналитов 1–8; б – наложение хроматограмм аналитов 1, 2, 7, 8; в – наложение хрома-

тограмм аналитов 9, 10. Cаналит. = 70 мкг/мл, инжектировали 
3 мкл раствора
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