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NEDBRYTNINGSPRODUKTER AV NERVEGASSER ANALYSERT MED
VASKEKROMATOGRAF TILKOBLET ATMOSPHERIC PRESSURE
IONIZATION ELEKTROSPRAY MASSESPEKTROMETER (HPLC-API-ES-MS)
Del I - Positiv ion modus

1 INNLEDNING

Kjemivapenkonvensjonen (CWC) tradte i kraft 29 april 1997 og forbyr utvikling, produksjon,
lagring og bruk av kjemiske stridsmidler (1). Bruk av giftige gasser ble imidlertid allerede
forbudt etter Geneveprotokollen av 1925 som tradte i kraft i 1928 (2). I Norge og ved deltagelse
i internasjonale operasjoner, vil prevetaking i forbindelse med mistanke om bruk av kjemiske
stridsmidler foretas av spesialistprovetakingslag fra FFI og FABCS, veterinart
neringsmiddelkontrollag (3) eller av andre NATO-lands provetakingslag.

For & foreta en sikker identifikasjon av kjemiske stridsmidler og relaterte forbindelser sendes de
innsamlede provene til et NATO-godkjent SICA-laboratorium. Forsvarets forskningsinstitutt
(FFI) er et slikt laboratorium. Dette kan bety at provene ma transporteres over lengre avstander,
hvor flytransport vil veere den eneste akseptable transportmetoden. Tidligere erfaringer har vist
at militeer flytransport av prevene kan vere tidkrevende/vanskelig gjennomferbart, pa grunn av
utilfredsstillende/uklare retningslinjer for dette (4) (5). Forsvarskommando Ser-Norge (FKS) har
né imidlertid bestemt at transport av prover skal skje i henhold til AFJM 24-204 (6).

Prevene vil sannsynligvis ankomme analyselaboratoriet en god stund etter proveinnsamling.
Eventuelle nervegasser vil i lopet av dette tidsrommet eller for prevetaking gjennomferes, kunne
komme i kontakt med fuktighet og hydrolyseres helt eller delvis til alkylfosfonsyrer (7).

Ved FFI har analyse av alkylfosfonsyrene blitt utfert pa gasskromatograf med flamme-
ionisasjonsdetektor (GC/FID), gasskromatograf-massespektrometer (GC-MS), vazskekromato-
graf-termospray tandem massespektrometer (HPLC-TSP-MS-MS) og vaskekromatograf-
elektrospray massespektrometer (HPLC-ESI-MS) (8) (9) (10) (11). Vanligvis har rutineanalyser
av alkylfosfonsyrene blitt gjort p&4 GC-MS etter derivatisering. De mest brukte
derivatiseringsteknikkene er metylering med diazometan (12) (13) eller trimetylfenylammo-
niumhydroksid (14), og dannelse av trimetylsilyl (TMS) etere (15) eller rert-butyldimetylsilyl
(t--BDMS) etere (16) av syrene. Derivatiseringen er som regel tidkrevende og reagenser som
diazometan er svart giftige og kreftfremkallende. Den siste utviklingen av vaeskekromatograf-
massespektrometer (HPLC-MS) systemer har gjort det mulig & analysere fosfonsyrene direkte.

FFI har nylig kjept en bordmodell HPLC-ESI-MS som skal erstatte analyse pa tandem HPLC-
ESI-MS-MS instrumentet. Konstruksjonen pa overgangene mellom HPLC og MS pé de tidligere
systemene ga for dérlig stabilitet (9) (10) (11). Samtidig har det veert et anske om 4 anvende et
rutineinstrument som er enklere & arbeide med. Denne rapporten tar for seg metodeutvikling for



analyse av fosfonsyrer i vann pd det nye instrumentet. Forsek har blitt utfert for & finne de opti-
male verdiene for parametrene pa vaskekromatografen og elektrospray massespektrometeret i
positiv ion modus.

2 TEORI

En HPLC-MS med API-ES (atmospheric pressure ionization-electrospray) overgang egner seg
godt til analyse av relativt store, flerladete molekyler med masse opp til 150 000 Daltons, slik
som proteiner, peptider og oligonukleotider (17). Enkelt ladete sm& molekyler som pesticider og
fosfonsyrer blir ogsé analysert. Elektrospray er egnet for applikasjoner hvor analytten er et ion
eller kan overferes til en ladd partikkel (18). Ved senking av pH vil basiske forbindelser
protoneres og kan analyseres i positiv ion modus elektrospray. Ved & heve pH-verdien til mobil-
fasen kan syrer fa negativ ladning. Disse kan analyseres i negativ ion modus. Tilstedevarelse av
analyttioner i mobilfasen fer elektrosprayovergangen er viktig for 4 oppnd god felsomhet.

Elektrospray er en mild ionisasjonsteknikk for polare komponenter, hvor kovalente bindinger i
molekylet i hovedsak ikke brytes (10). I positiv ion modus vil molekylet protoneres og gi
pseudomolekylionet [M+H]", men det vil ogsa dannes addukter. Adduktene kan vere doble eller
triple molekyler i protonert form ([2M+H]", [3M+H]") eller addisjon av lesemiddelmolekylet til
analytten ((M+H+Solvent]"). Nér et relativt lite molekyl blir analysert i positiv ion modus, vil
det protonerte molekylionet vere det mest dominerende fragmentet i massespektret. Andre
pseudomolekylioner vil ogsa dannes, avhengig av mobilfase, modifikatorer og urenheter. Vanlig
forekommende ioner i positiv modus er (7) (18) (19):

[M+Na]" = [M+23]"

[M+K]* = [M+39]"

[M+NH,]" = [M+18]"

[M+X]", X er kation fra bufferlesning
[2M+H]", dimer ved haye konsentrasjoner
[M+H+Solvent]", addukt med lasemidde!

I negativ ion modus vil molekylet deprotoneres og gi pseudomolekylionet ((M-H]'). De mest
vanlige adduktene er [M-H+Solvent]” og [M+X] (X er anion fra bufferlasning) (18).

I forhold til tidligere HPLC-MS overganger er API-ES pa det nye instrumentet mer robust.
Denne konstruksjonen tillater en mobilfasehastighet pa 1 til 2 ml/min, uten splitting av vaske-
mengden fra HPLC fer elektrosprayen (20). Forste generasjons overganger hadde maksimum
vaskehastighet p& 10 pl/min, og ga dermed dérligere folsomhet (10) (11). I forste og andre
generasjons systemer ble sprayen fra vaskekromatografen ledet horisontalt inn til linseaksene
for masseanalysatoren (10) (11). I nyere utforming ledes vaeskemengden fra HPLC via
nebulizeren (nalen), ortogonalt p4 munningen til kapilleret (figur 2.1). Denne konstruksjonen
hindrer uladet materiale & entre kapilleret. Det reduserer plugging og behov for rensing ved
bruk av blant annet uorganiske buffere som mobilfase (18).
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Figur 2.1 Skjematisk fremstilling av API-ES ionisasjon (21) (22)
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Ved elektrosprayionisasjon fares en provelgsning gjennom nebulizeren (nalen) inn i spray-
kammeret (figur 2.1). Nebulizeren er jordet og er omgitt av en halvsylindrisk elektrode som har
relativ hoy spenning (18) (20). Elektroden er ikke illustrert i figur 2.1. Potensialforskjellen
mellom nebulizeren og elektroden gir et sterkt elektrisk felt. Dette feltet gir ladning til overflaten
av vesken som kommer fra nebulizeren, og danner en fin spray av sma draper (aerosol). En
gasstrem med nitrogen langs nebulizeren bistdr med dannelsen av sprayen. De ladde drépene
trekkes mot dpningen til kapilleret, hvor det er en motstrem av oppvarmet terkegass (nitrogen).
Terkegassen krymper drapene og fjerner uladet materiale. Drépene fortsetter 4 krympe inntil de
elektrostatiske frastetningskreftene (Coulombske) overskrider kohesjonskreftene (overflate-
spenning), og medferer at dripen sprekker. Denne prosessen gjentar seg helt til analyttionene er
1 gassfase.

Etter ionisering fores ionene gjennom kapillaret og akselereres videre mot skimmerne

(figur 2.2). Skimmerne fokuserer ionene og fjerner eventuelle ngytrale gass- og lesemiddel-
molekyler for ionene kommer til hoyvakuumomrédet (10°® Torr) av massefiltret. Oktopolen vil
fokusere ionene mot kvadrupolen. I denne delen vil ogsé en betydelig mengde av de noytrale
molekylene bli pumpet vekk. Oktopolen vil ogsé gi ionene en mer ensartet energifordeling for
ionene trer inn i kvadrupolen. I kvadrupolsystemet vil en bestemt verdi av RF og likespenning
pa stavene medfere at kun en masse (m/z) om gangen vil komme fram til High Energy Dynode
(HED) detektoren (elektronmultiplikator). Ionestrammen blir plottet som funksjon av masse per
ladning i et massespektrum.
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Figur 2.2 Skjematisk fremstilling av atmospheric pressure ionization-electrospray (API-ES)
fra Agilent Technologies (21)

3 EKSPERIMENTELT

3.1 Kjemikalier

Acetonitril (ACN), CH3CN, HPLC grade S, Rathburn Chemicals Limited
Trifluoreddiksyre (TFA), CF3COOH, uvasol (>99,8%), Merck

Metylfosfonsyre (MPA), CH3P(O)(OH),, 98%, Aldrich

Etylfosfonsyre (EPA), Co;HsP(O)(OH),, 98%, Aldrich

n-Propylfosfonsyre (NPPA), n-C3H,P(O)(OH),, 95%, Aldrich

Etyl metylfosfonsyre (EMPA), CH3P(O)(OH)(OC,Hs), FFI

i-Propyl metylfosfonsyre (IPMPA, sarinsyre), CH;P(O)(OH)(O-1-C3H5), FFI

n-Propyl metylfosfonsyre (NPMPA), CH;P(0)(OH)(O-n-C;3H;), FFI

Pinacolyl metylfosfonsyre (PMPA, somansyre), CH;P(O)(OH)((CH(CH;)(t-C4Hy)), FFI
Vann, H,O, ultrarent ved bruk av USF ELGA Maxima ultra pure water vannrenser

3.2 Instrumenter

Veskekromatograf med biner pumpe, 1100 Series, Agilent technologies
Atmospheric pressure ionization electrospray med kvadrupolsystem massespektrometer (API-
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ES-MS), G 1946 B, Agilent Technologies

Software, Chemstation versjon A.08.03 [847]

Nitrogen generator, 75~72-K727, Whatman

Kolonne, Zorbax SB-C18, 15 cm x 2,1 mm i.d., 5 um partikkelstorrelse, Agilent Technologies
Kolonne, Luna C18 (2), 15 cm x 1,0 mm i.d., 5 um partikkelsterrelse, Phenomenex

Vekt, AE 260, Mettler

Whirlmikser, IKA-Labortechnik

Reagensglass med skrukork, 12 ml, Kimax

Autosamplerglass, 2 ml, skrukork med teflonbelagt septa type 8-ST14, Chromacol

Det ble benyttet glassutstyr i klasse A.

4 RESULTATER

Flere parametere ved HPLC-API-ES-MS pévirker signal til stayforholdet for analyttene. For &
fa best mulig felsomhet har vi sett pa variable som fragmentorspenning, kapillerspenning,
nebulizertrykk, temperatur og hastighet pa torkegass. Ved vaskekromatografen er parametere
som injeksjonsvolum, kolonnetemperatur og gradient blitt optimalisert ved bruk av mobilfase
bestdende av vann, acetonitril og trifluoreddiksyre. Deretter er instrumentets linearitetsomrade
og deteksjonsgrense for analyttene blitt bestemt.

4.1 Fragmentor- og kapillerspenning

For MPA, EPA, NPPA, EMPA, IPMPA, NPMPA og PMPA ble massene [M+H]+ og

[2M+H]" (7) brukt ved optimalisering av fragmentor- og kapilleerspenning (tabell 4.1). Det ble
lagd standarder for hver av forbindelsene med en konsentrasjon pa 100 pg/ml i 95/5
vann/acetonitril med 0,05% TFA. Hver analytt ble kjert i en FIA serie' i API-ES Selected Ion
Monitoring (SIM) i positiv ion modus. Under disse kjeringene ble de verdiene for fragmentor-
og kapillerspenning som ga sterst topphayde bestemt (tabell 4.1). Optimal fragmentorspenning
ble testet i omradet 40 V til 200 V, hvor kapilizrspenningen ble satt til 2000 V. Et eksempel er
vist i figur 4.1. Deretter ble optimal kapillerspennning testet i omradet 1000 V til 5500 V med
de optimale verdiene for fragmentorspenningene som oppgitt i tabell 4.1. Parametrene som ble
holdt konstant under forsekene er gitt i fotnote?.

Ut i fra tabell 4.1, er den optimale kapillzrspenningen for de fleste analyttene 1000 V, unntatt
for IPMPA og PMPA. I de videre forsekene vil en kapilleerspenning pa 1000 V bli brukt for alle
massene, siden softwaren ”Chemstation” kun kan operere med én kapillerspenning.
Fragmentorspenningen for hvert enkelt ion vil bli satt til verdier angitt i tabell 4.1.

'FIA (Flow Injection Analysis) er en prosess for rask og repeterende analyser hvor praven injiseres direkte inn til
massespektrometret. Hver analyse tar 1-3 minutter og analysene er overlappende

FIA mobilfase: 95/5 vann/acetonitril med 0,05% TFA, isokratisk, 0,25 ml/min. Injeksjonsvolum: 10 pl. Tarkegass:
350 °C og 10 /min. Nebulizertrykk: 35 psi



12

1 Analytt [M+H]"  Fragmentor Kapiller [2M+H]" Fragmentor Kapiller

| (m/2) (V) (V) (m2) V) (v)

| MPA 97 110 1000 193 70 1000
EPA 111 120 1000 221] 70 1000

| NPPA 125 130 1000 249 80 1000
EMPA 125 110 1000 249 70 1000
[PMPA 139 60 1500 277 70 1000
NPMPA 139 80 1000 277 80 1000
PMPA 181 150 1500 361 90 1500

Tabell 4.1  Optimale fragmentor- og kapilleerspenninger for [M+H]" og [2M+H]" for hver
av analyttene MPA, EPA, NPPA, EMPA, IPMPA, NPMPA og PMPA

MSD1 111, EIC=110.7:111.7 (2001_FHUWOW\011108~1\SYRERO01.D)  API-ES, Pos, SIM, Frag: Var
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Figur 4.1 Signalene til [M+H]" (m/z 111, overst) og [2M+H]" (m/z 221, nederst) for EPA

ved fragmentorspenning 40-140 V med inkrement 10 V og kapillerspenning pa
2000 V ved FIA kjoring

4.2 Hastighet og temperatur pa terkegassen nitrogen

I instrumentspesifikasjonene papekes en hastighet pa 10 I/min pa terkegassen (N2) som nedven-
dig, ndr kjeringen utferes i API-ES modus og vaskehastigheten er mellom 100-300 pl/min.
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Forsek ble gjort med 7-8-9-10-11-12-13 I/min med nitrogen som terkegass, der parametrene
som ble bestemt i forrige delkapittel ble benyttet. Standarder med 100 pg/ml MPA og PMPA ble
brukt i forsekene. MPA hadde hoyest falsomhet ved 13 I/min, mens PMPA hadde hoyest
folsomhet ved 7-8 1/min (figur 4.2). For MPA okte folsomheten med ekende mengde terkegass,
mens det motsatte var tilfelle for PMPA. En hastighet pa terkegassen p& 10 I/min vil bli brukt
videre.
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Figur 4.2 Signalene til [M+H]" og [2M+H]" for MPA (A og B) og PMPA (C og D) ved
torkegasshastighet (No) pa 7-8-9-10-11-12-13 l/min ved FIA kjoring

Hyvis analyttene ikke er veldig flyktige eller termisk ustabile, anbefaler leveranderen en
maksimumstemperatur p& 350 °C pa terkegassen. Forsek ble gjort med 300-325-350 °C pé
torkegassen nitrogen med MPA og PMPA som analytter. Det ble ikke observert betydelige
endringer i folsomheten ved varierende temperatur pa tarkegassen. Ved videre analyse vil
350 °C pa terkegassen bli brukt.

4.3 Nitrogen nebulizertrykk

Det optimale nebulizertrykket avhenger av vaeskehastigheten, mobilfasesammensetningen og
ionisasjonsmodus. Leveranderen anbefaler et nebulizertrykk pa 20 psi nar vaskehastigheten er
50-30G0 pul/min i API-ES modus. For relativt vandige mobilfaser kan det vare nedvendig 4 bruke



14

noe hgyere trykk enn anbefalt. Forsgk ble gjort med 15-20-25-30-35-40 psi med 100 pg/ml
MPA og PMPA. Best falsomhet ble oppnadd med 25 psi som nebulizertrykk.

4.4 Bestemmelse av HPLC parametere

Alkylfosfonsyrene ble separert ved hjelp av en Zorbax SB-C,3 kolonne. Mobilfase A var

95/5 vann/acetonitril med 0,05% trifluoreddiksyre, mens mobilfase B var 95/5 acetonitril/vann
med 0,05% trifluoreddiksyre. Elueringsgradienten var 5% B (0-5 min), 5% B til 95% B

(5-10 min) og 95% B (10-15 min) med en vaeskehatighet p& 0,25 ml/min. Injeksjonsvolumet var
10 pl. Temperaturen pa kolonnen var 40 °C. Noen av disse verdiene er de optimaliserte for
vaskekromatografen, og bestemmelse av disse parametrene tas narmere opp i underkapitlene
nedenfor. De optimale parametrene som ble bestemt i kapittel 4.1-4.3 ble benyttet i SIM modus.

4.4.1  Mengde trifluoreddiksyre

I mobilfasen ble trifluoreddiksyre brukt som modifikator. TFA gir et surt milje hvor fosfon-
syrene vil vaere pa protonert form, og tilstedevarelse av disse positive ionene er nadvendig ved
analyse i API-ES positiv ion modus (kapittel 2). TFA er ogs4 tilsatt for 4 gi bedre kromato-
grafisk separasjon, men for hoy konsentrasjon av modifikatoren reduserer folsomheten pd MS-
signalet (7) (23) (24). Av den grunn er det utfert forsek med 0,01%, 0,05% og 0,1% TFA i
mobilfasen (tabell 4.2).

Analytt, Teoretiske plater (N) | Teoretiske plater (N) | Teoretiske plater (N)
lonemasse (u) 0,01% TFA 0,05% TFA 0,10% TFA
MPA, 97 402 + 14 384+ 6 42117
MPA, 193 577+6 5258 566 £ 13

EPA, 111 495 + 20 544 + 35 605 £ 49

EPA, 221 685+ 15 774 + 45 860 * 55
EMPA, 125 209+ 10 500+ 5 789 + 14
EMPA, 249 404 + 32 725 £ 11 1127 £ 10
IPMPA, 139 126 £ 17 846 + 91 1498 £ 19
IPMPA, 277 260 + 33 1375 £ 98 2303 £ 54
PMPA, 181 57945 £ 60 55619 £ 53 55850 + 144
PMPA, 361 14058 + 478 43958 + 47 53463 £ 653
Tabell 4.2 Antall teoretiske plater’ (N) for massene [M+H]" og [2M+H]" for analyttene

MPA, EPA, EMPA, IPMPA, og PMPA ved varierende prosentvis mengde
trifluoreddiksyre i mobilfasen pé en Zorbax SB-C s kolonne ved 60 °C. Det ble
injisert en blanding bestdende av 10 ug/ml av hver av fosfonsyrene MPA, EPA,
EMPA, IPMPA og PMPA. Antall teoretiske plater er beregnet ved halve
topphayden og er gitt som middelverdi av tre paralleller og et standardavvik

Ut fra tabell 4.2 ser vi at antall teoretiske plater gker for EMPA og IPMPA med egkende prosent-
vis mengde TFA. Mengden av trifluoreddiksyre har relativ neglisjerbar p&virkning p& band-

*Teoretiske plater (N) er et mal for bAndspredning eller evnen til 4 gi smale band for stoffene som skal separeres



15

bredden til MPA, EPA og PMPA. Vi har valgt 4 bruke 0,05% TFA i mobilfasen framfor 0,1%
TFA, fordi skende mengde trifluoreddiksyre demper MS-signalet og er korroderende.

I'tabell 4.2 er NPPA og NPMPA ikke blitt nevnt. Disyren NPPA har samme masser og
retensjonstid som EMPA, mens monosyren NPMPA har samme masser og retensjonstid som
IPMPA. Analyttene NPPA og NPMPA vil derfor forelepig ikke inng2 i analysemetoden.

4.4.2  Kolonnetemperatur

Det ble videre gjort forsek med & variere temperaturen pa kolonnen for & se hvilken effekt det
hadde p4 bandbredden og falsomheten. 10 ug/ml standard med MPA, EPA, EMPA, IPMPA og
PMPA ble kjert ved romtemperatur, 40 °C, 60 °C, 70 °C og 80 °C.

For EPA og EMPA er det ingen signifikant endring i antall teoretiske plater (N) ved gkende
temperatur pa separasjonskolonnen. N tenderer mot et sterre antall plater for [PMPA ved hoyere
temperaturer (figur 4.3, hoyre side). Antall teoretiske plater for [2M+H]" ionet for PMPA gker
med temperaturen, men temperaturen har ingen signifikans for N for [M+H]" ionet. Det ble
dessuten observert at standardavviket for [M+H]" ionet for PMPA var mye storre ved tempera-
turkontroll enn ved romtemperatur. PMPA har ogs4 flest antall teoretiske plater og dermed best
separasjon i forhold til de andre analyttene.

700 @®m/z=97 Bm/z =139
®m/z = 193 2500 @miz = 277
600
z 2000
e z
[
® 2
Q. 400 - 5 1500 -
P Q |
~ Y
8 300 <
© = 1000
= [
g 200 g
= 500 -
100 1
0 J— )] i
Romtemp. 40 80 70 80 Romtemp. 40 60 70 80
Temperatur, °C Temperatur, °C

Figur 4.3 Antall teoretiske plater (N) for MPA (m/z 97, 193) og IPMPA (m/z 139, 277) ved
Jorskjellige temperaturer pd separasjonskolonnen. N er gitt som middelverdi av
tre parallelle forsek med et standardavvik

MPA er et sekundzart nedbrytningsprodukt for alle fosfonsyrene. Det er derfor viktig & f&
analysert metylfosfonsyre. Ved valg av temperatur pa separasjonskolonnen har fokusen derfor
blitt lagt pA MPA og IPMPA. For MPA har temperaturen ingen signifikans for [M+H]" ionet,
men [2M+H]" ionet har klar avtagende tendens fra romtemperatur til 60 °C, og ingen endring fra
60 °C til 80 °C (figur 4.3, venstre side). [2M+H]" ionet (m/z 193) er et karakteristisk ion for
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MPA, i motsetning til [M+H]" ionet (m/z 97 ) som ogsa finnes i spektra for de andre analyttene
(11). Ved & se pé reduksjonen i N for MPA og gkningen i antall N for IPMPA, har vi valgt &
bruke 40 °C pa separasjonskolonnen.

443 Injeksjonsvolum

Et volum pd 2,5 pl, 5 pl, 10 ul og 20 pl av en 10 pg/ml standardlesning av analyttene ble injisert
p& HPLC-MS systemet. Et injeksjonsvolum pé 20 pl gir sterre bandbredde enn ved injisering av
et mindre volum (figur 4.4). 2,5 pl gir flest antall teoretiske plater for samtlige analytter unntatt
for MPA. Det er relativt liten differanse mellom antall teoretiske plater for 2,5 pul, 5 ul og 10 pl.
Med hensyn pé deteksjonsgrensen er et injeksjonsvolum pé 10 pl gunstig.
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Figur 4.4 Antall teoretiske plater (N) for analyttene ved forskjellige injiserte volumer pd
separasjonskolonnen. N er gitt som middelverdi av tre parallelle forsek og et
standardavvik
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444 Kolonne

Ved analyse av MPA, EPA, EMPA, IPMPA og PMPA med en Zorbax SB-C18 kolonne med
dimensjonen 15 cm x 2,1 mm indre diameter, kommer fire av analyttene i lepet av de fem forste
minuttene av analysen (figur 4.5), hvor toppene for MPA og EPA er overlappende i total-
ionekromatogrammet (TIC). Av den grunn ble kolonnen Luna fra Phenomenex med en indre
diameter p& 1,0 mm prevd for & se om den ga bedre separasjon og mindre bandspredning. Luna-
kolonnen viste seg & ha dérligere separasjonsevne enn Zorbax-kolonnen (figur 4.5).

Et mindre injeksjonsvolum (1 ul) ble ogsa prevd pé disse kolonnene, men dette ga ikke
vesentlig forbedring i separasjonen.

MSDT TIC, MS File (2001_FHUYOKTWOT10 161G YREAGTO 1] APFES. Pos, G, Frag- 110(TT)

20000001 Zorbax, SB-C18,15cm x 2,1 mmi.d., 5 um
250 pl/min

1750000]
1500000

1250000]

750000

2500001 j\
0

25 1 15 10 125 15 178 20 25

MSOT TIC. MS File (2001_FHUNGKTO1 10| (G YIEMGEA 0] APV ES Fou. WM Frag 110171

25000001 . I Luna, C18(2), 15cm x 1,0 mmid., 5 um
;\ ||| 50 ul/min
|

Figur 4.5 Total ion kromatogram (TIC) i SIM modus for 10 ug/ml standard med MPA,
EPA, EMPA, IPMPA og PMPA pa Zorbax- og Luna-kolonne. Injeksjonsvolumet
var 5 1l og kolonnetemperaturen var 60 °C. Retensjonstider ved bruk av Zorbax
kolonne: MPA (1,5 min), EPA ({,7 min), EMFPA (2,1 min), IPMPA (3,4 min) og
PMPA (12,6 min)
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4.5 Deteksjonsgrenser

Deteksjonsgrenser for MPA, EPA, EMPA, IPMPA og PMPA ved HPLC-API-ES-MS analyser
ble bestemt ved & analysere fortynninger av en blanding av analyttene i 95/5 vann/acetonitril
med 0,05% TFA. For avrig ble de optimaliserte analyseparametrene som ble bestemt i kapitlene
4.1-4.4 brukt. Positiv ion modus elektrospray i SIM ble benyttet der peak width i metoden ble
satt til 0,2 min. Resultatene er vist i tabell 4.3. Deteksjonsgrensen er basert pa et
signal/stayforhold (S/N) p4 ca tre for [M+H]" for analyttene.

| Mengde injisert MPA EPA EMPA [PMPA PMPA
 (ng) 97 193 | 111 221 | 125 249 | 139 277 | 181 361
0,1 - - | x - X - x - - -
1 - - | x -lx X | X X| - =
| 5 X X | X XX X|x XX X

Tabell 4.3  Deteksjonsgrenser for MPA, EPA, EMPA, IPMPA og PMPA ved et
injeksjonsvolum pa 10 pd. S/N storre enn tre er angitt som x, og verdier under dette
er gitt som -

Ut fra tabell 4.3 gir samtlige masser et utslag ved injisering av 5 ng (figur 4.6). Ved injeksjon av
0,1 ng eller 1 ng, gir kun enkelte masser utslag. Deteksjonsgrensen for EPA, EMPA og IPMPA
er 0,1 ng og 5 ng for MPA og IPMPA. Dette er basert pa at [M+H]" for hver forbindelse skal
kunne detekteres.
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Figur 4.6 Ekstrahert ion kromatogram (EIC) fra injeksjon av en 5 ng av syrene MPA (m/z

97, 193), EPA (m/z 111, 221), EMPA (m/z 125, 249), IPMPA (m/z 139, 277) og
PMPA (m/z 181, 361) ved positiv ion modus SIM API-ES-MS
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4.6 Instrumentets linearitetsomrade

Det ble lagd en utgangslesning (100 pug/ml) for analyttene i 95/5 vann/acetonitril med 0,05%
TFA. Utgangslesningen ble fortynnet i flere trinn, slik at det ble lagd en fortynningsrekke fra
15 pg/ml til 0,5 ug/ml. Hver konsentrasjon ble tatt ut i et praveglass og injisert tre ganger.
Linearitet ble undersekt som konsentrasjon mot areal, slik som vist i figur 4.7.

3,0E+07 -
R?=0,943

2,5E+07

3 :

% 2,0E+07 + /% R= 0967 ® MPA m/z=97

o B EPAmM/iz=111

2 158407 EMPA m/z = 125

2 __.-” ¥ |PMPA m/z = 139

= X PMPA m/z = 181

© 1.0E+07 -

o —— Linezer (MPA m/z = 97)

< Lineser (EPA m/z = 111)
5,0E+06 1 Linezer (EMPA m/z = 125)

v — Linezer (IPMPA m/z = 139)

0,0E+00 J 3 | — Linezer (PMPA m/z = 181)

0 5 10 15 20

Konsentrasjon, pg/mi

Figur 4.7  Standardkurver for MPA (m/z 97), EPA (m/z 111), EMPA (m/z 125), IPMPA (m/z
139) og PMPA (m/z 181) i positiv ion modus SIM API-ES-MS

[M+H]" fragmentet for MPA og PMPA gir et linezrt forlep fra 0,5 pg/ml til 15 pg/ml

(figur 4.7). Derimot har standardkurvene for [M+H]" for EPA, EMPA og IPMPA ikke en like
god linezer sammenheng mellom konsentrasjon og respons. Dette gjelder ogsa for [2M+H]"
ionet for IPMPA (R* = 0,973) og PMPA (R? = 0,960). [2M+H]" fragmentet for EMPA har et
lineert forlop med en regresjonskoeffisient pa 0,990.

Kurvene for [2M+H]" for MPA og EPA har en geometrisk form (figur 4.8). Det geometriske
forlepet kan muligens forklares ved at det dannes flere addukter av molekylionet av typen
[2M+H]", nar den fysiske avstanden mellom [M+H]" ionene minker (18) (25). Siden flere av
analyttene ikke har en lineer sammenheng mellom konsentrasjon og areal, ber derfor en
framtidig kvantifisering foretas ut fra en standardkurve.



22

4,0E+06 1
3,6E+06 - )
R*=0,992
3,0E+06 -

2,5E+06

¢ MPAm/z=193

2,0E+06 - / ® EPAm/z =221
——Geom. (MPA m/z = 193)

- 1,5E+06 1 _ i —— Geom. (EPA m/z = 221)

tilfeldige enheter

Areal

1,0E+06 -

R?=0,991
5,0E+05 -|

0,0E+00 + : ' ]
0 5 10 15 20
Konsentrasjon, pug/ml

Figur 4.8 Standardkurver for MPA (m/z 193) og EPA (m/z 221) ved positiv ion modus SIM
API-ES-MS

Figur 4.7 og 4.8 demonstrerer ogsa den store forskjellen i signalstyrke for de ulike analyttene
ved samme konsentrasjon.

S DISKUSJON

Standarder for fosfonsyrer ble lagd i mobilfase A, siden fortynning i vann ga splittede topper i
kromatogrammet. Denne effekten skyldes sannsynligvis at selve injeksjonslesemidlet (H,O) er
mer polart enn mobilfasen.

Analyse i full scan ble ikke utfort fordi spekteret i scan gir ikke mer strukturinformasjon enn
spekteret i SIM. Det skyldes at det dannes relativt fa fragmenter ved elektrosprayionisasjon. Mer
strukturinformasjon kan fés ved 4 oke fragmentorspenningen, men dette vil redusere folsom-
heten (figur 4.1). Siden SIM gir bedre folsomhet enn full scan, har bestemmelse av deteksjons-
grensen blitt utfert i SIM modus. I positiv ion modus API-ES-MS var deteksjonsgrensen for
EPA, EMPA og IPMPA 0,1 ng og 5 ng for MPA og PMPA ved 10 pl injeksjonsvolum
Sammenlignet med forste generasjons elektrospray, er falsomheten 600 ganger bedre for EMPA
og IPMPA og 10 ganger bedre for PMPA (10). Muligens kan en lavere deteksjonsgrense for
PMPA fés ved heller & bruke det dominerende fragmentet m/z 97 i spektret (10).

Deteksjonsgrensene som vi har oppnadd for fosfonsyrene er sammenlignbare med dstl (Defence
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Science and Technology Laboratory) sine resultater (7). De har tidligere utviklet en kvalitativ
screening prosedyre for deteksjon og identifikasjon av nedbrytningsprodukter av nervegasser
ved HPLC-ES-MS. Ved denne prosedyren oppnds deteksjonsgrenser for fosfonsyrene pé
0,2-8 ng injisert.

En lavere deteksjonsgrense for samtlige analytter kan muligens oppnés ved & benytte negativ ion
modus (11). I negativ modus dannes [M-H} ioner ved avspalting av et proton. Fosfonsyrene
avgir lettere et proton enn & ta opp et proton, og dette vil muligens gi en lavere deteksjonsgrense
1 negativ ion modus.

Analyttene NPPA og NPMPA har ikke blitt tatt med i analysemetoden. NPPA har samme
retensjonstid og karakteristiske fragmenter som EMPA, mens NPMPA har samme retensjonstid
og karakteriske fragmenter som IPMPA. Det har ogsa tidligere blitt observert vanskeligheter
med & separere isomerene NPMPA og IPMPA (10) (11). Det har blitt rapportert at analyse av
disse koeluerende analyttene kan utferes ved kollisjonsindusert dissosiering (CID) (26).

6 KONKLUSJON

Alkylfosfonsyrene MPA, EPA, EMPA, IPMPA og PMPA ble separert ved hjelp av HPLC og
analysert i positiv ion modus med API-ES tilkoblet et massespektrometer i SIM modus.
Fragmentorspenningen ble optimalisert for [M+H]* og [2M+H]" ionene for hver av analyttene.
Den optimale kapillerspenningen ble bestemt til 1000 V, nebulizertrykket til 25 psi, torkegass-
temperaturen til 350 °C og terkegasshastigheten til 10 I/min. Mono- og disyrene ble separert ved
hjelp av en Zorbax SB-C,3 kolonne. Mobilfase A var 95/5 vann/acetonitril med 0,05% trifluor-
eddiksyre, mens mobilfase B var 95/5 acetonitril/vann med 0,05% trifluoreddiksyre. Eluerings-
gradienten var 5% B (0-5 min), 5% B til 95% B (5-10 min) og 95% B (10-15 min) med en
vaeskehastighet p& 0,25 ml/min. Injeksjonsvolumet var 10 pl, og temperaturen pa kolonnen var
40 °C. Ved injisering av 0,1 ng av EPA, EMPA og IPMPA og 5 ng av MPA og PMPA ga
molekylionet et signal/steyforhold sterre enn 3. I analysemetoden er ikke NPPA og NPMPA
blitt tatt med. :
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