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NEDBRYTNINGSPRODUKTER AV NERVEGASSER ANALYSERT MED 
VÆSKEKROMATOGRAF TILKOBLET ATMOSPHERIC PRESSURE 
IONIZATION ELEKTROSPRAY MASSESPEKTROMETER (HPLC-API-ES-MS) 
Del II - Negativ ion modus 
 

1 INNLEDNING 

Ved Forsvarets forskningsinstitutt (FFI) har nedbrytningsprodukter av nervegasser 
(alkylfosfonsyrer) tidligere blitt analysert på bordmodell HPLC-API-ES-MS i positiv ion modus  
(figur 1.1) (1). I denne modusen var deteksjonsgrensen 0,1 ng for EPA, EMPA og IPMPA og 
5 ng for MPA og PMPA. Sammenlignet med første generasjons elektrospray (ESI-I), er 
deteksjonsgrensen 600 ganger bedre for EMPA og IPMPA og 10 ganger bedre for PMPA (2). 
Følsomheten ved bruk av en videreutviklet modell (ESI-II) i negativ ion modus var opptil  
60 ganger bedre enn ved ESI-I i positiv ion modus (3). I negativ ion modus dannes 
pseudomolekylionet [M-H]- ved avspalting av et proton. Fosfonsyrene avgir lettere et proton enn 
de tar opp et proton, og vil derfor teoretisk kunne gi en lavere deteksjonsgrense i negativ ion 
modus. Det er derfor ønskelig å se om bordmodell HPLC-MS systemet også har en bedre 
følsomhet i negativ enn i positiv ion modus. 
 
 

 
Figur 1.1 Bordmodell væskekromatograf tilkoblet atmospheric pressure ionization 

elektrospray massespektrometer (HPLC-API-ES-MS) 
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Denne rapporten tar for seg analyse av alkylfosfonsyrer i negativ ion modus på HPLC-API-ES-
MS systemet (figur 1.1). Forsøk har blitt utført for å finne de optimale verdiene for parametrene 
på væskekromatografen og elektrospray massespektrometeret. Deretter er instrumentets 
deteksjonsgrense for analyttene blitt bestemt for å se om følsomheten er bedre i negativ enn i 
positiv ion modus. 

2 EKSPERIMENTELT 

2.1 Kjemikalier  

Metanol, CH3OH, HPLC grade, Rathburn Chemicals Limited 
Ammoniumformiat, HCOONH4, >97%, BDH Laboratory Supplies 
Metylfosfonsyre (MPA), CH3P(O)(OH)2, 98%, Aldrich 
Etylfosfonsyre (EPA), C2H5P(O)(OH)2, 98%, Aldrich 
n-Propylfosfonsyre (NPPA), n-C3H7P(O)(OH)2, 95%, Aldrich 
Etyl metylfosfonsyre (EMPA), CH3P(O)(OH)(OC2H5), FFI 
i-Propyl metylfosfonsyre (IPMPA, sarinsyre), CH3P(O)(OH)(O-i-C3H7), FFI 
n-Propyl metylfosfonsyre (NPMPA), CH3P(O)(OH)(O-n-C3H7), FFI 
Pinacolyl metylfosfonsyre (PMPA, somansyre), CH3P(O)(OH)((CH(CH3)(t-C4H9)), FFI 
Vann, H2O, ultrarent ved bruk av USF ELGA Maxima ultra pure water vannrenser 

2.2 Instrumenter og utstyr 

Væskekromatograf med binær pumpe, 1100 Series, Agilent technologies 
Atmospheric pressure ionization electrospray med kvadrupolsystem massespektrometer (API-
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 �m partikkelstørrelse, Agilent Technologies 
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. 

3 RESULTATER  

Flere parametere ved HPLC-API-ES-MS påvirker signal til støyforholdet for analyttene. For å få 
best mulig følsomhet har vi sett på variable som fragmentorspenning, kapillærspenning, 
nebulizertrykk, temperatur og hastighet på tørkegass. Ved væskekromatografen er parametere 
som kolonnetemperatur og mengde ammoniumformiat i mobilfasen blitt optimalisert. Deretter 
er instrumentets deteksjonsgrense for analyttene blitt bestemt. 
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3.1 Fragmentor- og kapillærspenning  

For MPA, EPA, NPPA, EMPA, IPMPA, NPMPA og PMPA ble massene [M-H]- og [2M-H]- 
brukt ved optimalisering av fragmentor- og kapillærspenning (tabell 3.1). Det ble lagd 
standarder for hver av forbindelsene med en konsentrasjon på 100 �g/ml i 95/5 vann/metanol 
med 0,02 M ammoniumformiat. Hver analytt ble kjørt i en Flow Injection Analysis (FIA) serie i 
API-ES Selected Ion Monitoring (SIM) i negativ ion modus. Under disse analysene ble de 
verdiene for fragmentor- og kapillærspenning som ga størst topphøyde bestemt (tabell 3.1). 
Optimal fragmentorspenning ble testet i området 30 V til 140 V, hvor kapillærspenningen ble 
satt til 2000 V. Et eksempel er vist i figur 3.1. Deretter ble optimal kapillærspenning testet i 
området 1000 V til 5500 V med de optimale fragmentorspenningene som oppgitt i tabell 3.1. 
Parametrene som ble holdt konstant under forsøkene er gitt i fotnote1. 
 
Ut i fra tabell 3.1, er den optimale kapillærspenningen for [M-H]- for monosyrene lavere enn for 
disyrene, mens det motsatte er tilfelle ved [2M-H]-. I de videre forsøkene vil en 
kapillærspenning på 2500 V bli brukt for alle massene, siden softwaren ”Chemstation” kun kan 
operere med én kapillærspenning. Fragmentorspenningen for hvert enkelt ion vil bli satt til 
verdier angitt i tabell 3.1. 
 
 
Analytt 
 

 
[M-H]- 

(m/z) 

 
Fragmentor

(V) 

 
Kapillær 

(V) 

 
[2M-H]- 

(m/z) 

 
Fragmentor 

(V) 

 
Kapillær 

(V) 
MPA 95 100 2000 191 60 1000 
EPA 109 120 2500 219 60 1000 
NPPA 123 120 2000 247 70 1500 
EMPA 123 80 1500 247 40 3500 
IPMPA 137 100 1500 275 60 3500 
NPMPA 137 70 1500 275 70 4500 
PMPA 179 110 1500 359 80 4500 

Tabell 3.1 Optimale fragmentor- og kapillærspenninger for [M-H]- og [2M-H]- for hver av 
analyttene MPA, EPA, NPPA, EMPA, IPMPA, NPMPA og PMPA 

 

                                                 

   

1FIA mobilfase: 95/5 vann/metanol med 0,02 M ammoniumformiat, isokratisk, 0,25 ml/min. Injeksjonsvolum: 
10 �l. Tørkegass: 350 �C og 10 l/min. Nebulizertrykk: 25 psi 
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Figur 3.1 Signalene til [M-H]- (m/z 109, øverst) og [2M-H]- (m/z 219, nederst) for EPA ved 

fragmentorspenning 30 V-140 V med inkrement 10 V og kapillærspenning på 
2000 V ved FIA 

3.2 Temperatur og hastighet på tørkegassen nitrogen 

Hvis analyttene ikke er veldig flyktige eller termisk ustabile, anbefales en 
maksimumstemperatur på 350 �C på tørkegassen. Forsøk ble gjort med 300-325-350 �C på 
tørkegassen nitrogen, der parametere som ble brukt og bestemt i forrige delkapittel ble benyttet. 
Standarder med 100 �g/ml MPA, IPMPA og PMPA ble brukt i forsøkene. 
 
Arealet til signalene [M-H]- og [2M-H]- for MPA økte relativt lite med økende temperatur  
(figur 3.2). Temperaturen hadde neglisjerbar innvirkning på arealet til [M-H]--signalet for 
IPMPA, mens arealet til [2M-H]--signalet minket noe ved økende temperatur. Det samme var 
tilfelle for [2M-H]- for PMPA, mens arealet til [M-H]--signalet økte med høyere temperatur. 
Disse endringene i arealene på signalene med hensyn på tørkegasstemperatur er relativt  
ubetydelige. Ved videre analyse vil 325 �C på tørkegassen bli brukt. 
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Figur 3.2 Areal for MPA (m/z 95, 191), IPMPA (m/z 137, 275) og PMPA (m/z 179, 359) ved 
forskjellige temperaturer (°C) på tørkegassen nitrogen. Arealet er gitt som 
middelverdi av tre parallelle forsøk med ett standardavvik 

 
I instrumentspesifikasjonene påpekes en hastighet på 10 l/min på tørkegassen (N2) som 
nødvendig, når analysen utføres i API-ES modus og væskehastigheten er mellom  
100-300 �l/min. Forsøk ble gjort med 7-8-9-10-11-12 l/min med nitrogen som tørkegass. 
Standarder med 100 �g/ml MPA, IPMPA og PMPA ble brukt i forsøkene. Økende hastighet på 
tørkegassen hadde relativ liten innvirkning på detektorresponsen for de fleste massene 
(figur 3.3). Arealet for [M-H]--signalet for PMPA økte med økende tørkegasshastighet fra 
8 l/min til 12 l/min. Siden det er ønskelig med et lavt gassforbruk vil en tørkegasshastighet på 
10 l/min bli brukt. 

3.3 Nitrogen nebulizertrykk 

Det optimale nebulizertrykket avhenger av væskehastigheten, mobilfasesammensetningen og 
ionisasjonsmodus. Leverandøren anbefaler et nebulizertrykk på 20 psi når væskehastigheten er 
50-300 �l/min i API-ES modus. For relativt vandige mobilfaser kan det være nødvendig å bruke 
noe høyere trykk enn anbefalt. Forsøk ble gjort med 15-20-25-30-35-40 psi med 100 �g/ml 
MPA, IPMPA og PMPA. Det ble ikke observert store endringer i følsomheten ved endring av 
nebulizertrykket (figur 3.4). Ved videre analyse vil et nebulizertrykk på 25 psi bli brukt. 
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Figur 3.3 Areal for MPA (m/z 95, 191), IPMPA (m/z 137, 275) og PMPA (m/z 179, 359) ved 

forskjellige hastigheter (l/min) på tørkegassen nitrogen. Arealet er gitt som 
middelverdi av tre parallelle forsøk med ett standardavvik 

 

0,00E+00

5,00E+06

1,00E+07

1,50E+07

2,00E+07

2,50E+07

15 20 25 30 35 40

Nebulizertrykk, psi

Ar
ea

l, 
til

fe
ld

ig
e 

en
he

te
r

MPA 95
MPA 191
IPMPA 137
IPMPA 275
PMPA 179
PMPA 359

 
Figur 3.4 Areal for MPA (m/z 95, 191), IPMPA (m/z 137, 275) og PMPA (m/z 179, 359) ved 

forskjellige nebulizertrykk (psi). Arealet er gitt som middelverdi av tre parallelle 
forsøk med ett standardavvik 
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3.4 Bestemmelse av HPLC parametere 

Alkylfosfonsyrene ble separert ved hjelp av en Zorbax SB-C18 kolonne. Mobilfase A var 95/5 
vann/metanol med 0,02 M ammoniumformiat, mens mobilfase B var 95/5 metanol/vann med 
0,02 M ammoniumformiat. Elueringsgradienten var 5% B (0-5 min), 5% B til 95% B (5-10 min) 
og 95% B (10-15 min) med en væskehastighet på 0,25 ml/min. Injeksjonsvolumet var 10 �l. 
Temperaturen på kolonnen var 40 �C. Kolonnens temperatur og mengde ammoniumformiat i 
mobilfasen er de optimaliserte verdiene for væskekromatografen, og bestemmelse av disse 
parametrene tas nærmere opp i underkapitlene nedenfor. De optimale parametrene som ble 
bestemt i kapittel 3.1-3.3 ble benyttet i SIM modus. 

3.4.1 Konsentrasjonen av ammoniumformiat 

Ved analyse i positiv ion modus ble trifluoreddiksyre benyttet som modifikator (1). Den samme 
modifikatoren kan derimot ikke benyttes ved spekteranalyse i negativ ion modus. En høyere pH-
verdi er nødvendig for at analyttene skal forekomme som [M-H]--ioner. I mobilfasen ble derfor 
ammoniumformiat brukt som modifikator (4). pH-verdien til løsningen er da 5-6. 
 
Det ble gjort forsøk med forskjellige konsentrasjoner av ammoniumformiat i mobilfasen 
(figur 3.5). Endring av konsentrasjonen av ammoniumformiat hadde relativ liten effekt på 
separasjonen og følsomheten (målt med hensyn på topphøyden). Vi har valgt å bruke 0,02 M 
ammoniumformiat i mobilfasen. I negativ ion modus har vi også valgt å bruke metanol i 
mobilfasen framfor acetonitril som ble benyttet i positiv ion modus (1). Det har blitt rapportert 
at det dannes færre addukter ved bruk av metanol framfor acetonitril (4). 
 
I figur 3.5 er NPPA og NPMPA ikke blitt nevnt. Disyren NPPA har samme retensjonstid og 
masser for [M-H]- og [2M-H]- som EMPA, mens monosyren NPMPA har samme retensjonstid 
og addukter med samme masser som IPMPA. Vi har fortsatt ikke klart å skille på disse 
analyttene, selv om sammensetningen av mobilfasen har endret seg (1). Analyttene NPPA og 
NPMPA vil derfor foreløpig ikke inngå i analysemetoden. 
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Figur 3.5 Antall teoretiske plater (N) for MPA (m/z 95, 191), EPA (m/z 109, 219), EMPA 

(m/z 123, 247), IPMPA (m/z 137, 275) og PMPA (m/z 179, 359) ved varierende 
konsentrasjon (M) ammoniumformiat i mobilfasen. N er gitt som middelverdi av 
syv parallelle forsøk med ett standardavvik. 10 �l av en 10 �g/ml standardløsning 
ble injisert ved 40 °C på separasjonskolonnen 
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3.4.2 Kolonnetemperatur 

Det ble gjort forsøk med å variere temperaturen på kolonnen for å se hvilken effekt det hadde på 
båndbredden og følsomheten. 10 �g/ml standard med MPA, EPA, EMPA, IPMPA og PMPA ble 
analysert ved romtemperatur, 40 �C, 60 �C, 70 �C og 80 �C. 
 
Det er relativt små variasjoner i antall teoretiske plater for analyttene med varierende temperatur 
på separasjonskolonnen (figur 3.6). Vi har valgt å bruke 40 °C framfor romtemperatur, 60 °C, 
70 °C eller 80 °C. Romtemperatur er en variabel verdi som i stor grad vil påvirkes av aktiviteten 
i rommet. Hvis temperaturen blir relativ høy i rommet vil ikke dette påvirke resultatene i 
betydelig grad (figur 3.6). Likevel er bruken av en temperatur høyere enn 40 °C på kolonnen 
uhensiktsmessig med hensyn på den tiden det tar å få en stabil temperatur og medfører kortere 
levetid for kolonnen. Vi har ikke utført forsøk som viser hvilken effekt det vil ha på resultatene 
hvis temperaturen blir lavere enn gjennomsnittlig romtemperatur. 
 
Med hensyn på følsomheten er det også gunstig å bruke 40 °C på separasjonskolonnen. Ved 
økende temperatur blir arealet til massene [M-H]- og [2M-H]- for PMPA lavere. Det samme er 
tilfelle for MPA, men signalene for begge massene stabiliserer seg fra 70 °C til 80 °C. Signalet 
for masse 109 for EPA og begge massene ([M-H]- og [2M-H]-) til EMPA og IPMPA er relativt 
stabile ved høyere temperatur. Økende temperatur har kun betydelig positiv effekt på arealet til 
masse 219 for EPA. 
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Figur 3.6 Antall teoretiske plater (N) for MPA (m/z 95, 191), EPA (m/z 109, 219), EMPA 
(m/z 123, 247), IPMPA (m/z 137, 275) og PMPA (m/z 179, 359) ved forskjellige 
temperaturer på separasjonskolonnen. N er gitt som middelverdi av fire parallelle 
forsøk med ett standardavvik. 10 �l av en 10 �g/ml standardløsning ble injisert 
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3.5 Deteksjonsgrenser 

Deteksjonsgrenser for MPA, EPA, EMPA, IPMPA og PMPA ved HPLC-API-ES-MS analyser 
ble bestemt ved å analysere fortynninger av en blanding av analyttene i 95/5 vann/metanol med 
0,02 M ammoniumformiat. For øvrig ble de optimaliserte analyseparametrene som ble bestemt i 
kapitlene 3.1-3.4 brukt. Negativ ion modus elektrospray i SIM ble benyttet der peak width i 
metoden ble satt til 0,2 min. Resultatene er vist i tabell 3.2. Deteksjonsgrensen er basert på et 
signal/støyforhold (S/N) på ca tre for massene [M-H]- og [2M-H]- for analyttene. 
 
Mengde injisert 
(ng) 

MPA 
95            191 

EPA 
109          219

EMPA 
123          247

IPMPA 
137          275 

PMPA 
179          359

5 x                  - x                  - x                  - x                  - x                  x
10 x                  - x                  - x                  - x                  - x                  x
20 x                x* x                  - x                x* x                  x x                  x

Tabell 3.2 Deteksjonsgrenser for MPA, EPA, EMPA, IPMPA og PMPA ved et 
injeksjonsvolum på 10 �l. S/N større enn tre for komponenten er angitt som x og 
verdier under dette er gitt som -. x* indikerer et S/N for komponenten som er større 
enn tre, men med tillegg av koeluerende signaler som også er tilstede i blindprøver 

 
Ut fra tabell 3.2 er deteksjonsgrensen for samtlige analytter 5 ng injisert (figur 3.7). Dette er 
basert på at molekylionet for hver forbindelse skal kunne detekteres. En lavere deteksjonsgrense 
for [M-H]- for EMPA, IPMPA og PMPA kan muligens oppnås (figur 3.7). Videre bestemmelse 
av dette har ikke blitt foretatt, på grunn av relativt mye mer støy i bakgrunnen i negativ ion 
modus enn i positiv. Ved framtidig analyse av alkylfosfonsyrer er det derfor ønskelig å benytte 
instrumentet i positiv ion modus framfor i negativ. MPA og PMPA har lik deteksjonsgrense i 
positiv og negativ ion modus (1). Deteksjonsgrensen for EPA, EMPA og IPMPA er derimot  
50 ganger bedre i positiv enn i negativ ion modus. 
 
Ved å sammenligne analyse av 5 ng injisert i positiv og negativ ion modus, er følsomheten med 
hensyn på signal/støyforholdet for [M+H]+ i forhold til [M-H]-, 2 ganger høyere for IPMPA og  
6 ganger høyere for EPA og EMPA. Følsomheten for molekylionet for MPA er likt både i 
positiv og negativ ion modus. Signal/støyforholdet for molekylionet til PMPA er 140 ganger 
høyere i negativ ion modus enn i positiv ved 5 ng injisert. Dette indikerer også at det ville være 
mulig å få en lavere deteksjonsgrense for PMPA i negativ ion modus enn i positiv. 
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m0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
0

2000
4000

 MSD1 191, EIC=190.7:191.7 (2002_FHU\MARS\070302\SYRER020.D)    API-ES, Neg, SIM, Frag: 100 (TT)
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m0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
0

500
1000

 MSD1 247, EIC=246.7:247.7 (2002_FHU\MARS\070302\SYRER020.D)    API-ES, Neg, SIM, Frag: 100 (TT)
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 MSD1 179, EIC=178.7:179.7 (2002_FHU\MARS\070302\SYRER020.D)    API-ES, Neg, SIM, Frag: 100 (TT)
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Figur 3.7 Ekstrahert ion kromatogram (EIC) fra injeksjon av 5 ng av syrene MPA (m/z 95, 

191) (1,4 min), EPA (m/z 109, 219) (1,5 min), EMPA (m/z 123, 247) (1,8 min), 
IPMPA (m/z 137, 275) (2,3 min) og PMPA (m/z 179, 359)(13,5 min) ved negativ 
ion modus SIM API-ES-MS 
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4 DISKUSJON 

FFI har tidligere rapportert om en lavere deteksjonsgrense for alkylfosfonsyrer i negativ ion 
modus enn i positiv (3). Dette er ikke tilfelle ved bruk av bordmodell HPLC-API-ES-MS 
systemet. Grunnen til dette kan være ulik utforming på instrumentene som fører til varierende 
følsomhet i de to modusene. Vi har også observert mer støy i negativ ion modus enn i positiv. 
Årsakene til dette er ikke undersøkt nærmere. Dstl (Defence Science and Technology 
Laboratory) har også gjort lignende observasjoner. Ved bruk av 0,05 M ammoniumformiat  
som modifikator i negativ ion modus var følsomheten relativt lavere enn i positiv ved bruk av 
0,1% maursyre (5). 
 
Analyttene NPPA og NPMPA har ikke blitt tatt med i analysemetoden. NPPA har samme 
retensjonstid og masser for [M-H]- og [2M-H]- som EMPA, mens NPMPA har samme 
retensjonstid og addukter med samme masser som IPMPA. Vi har fortsatt ikke klart å separere 
disse analyttene, selv om mobilfasen er en annen enn det som ble benyttet i positiv ion modus 
(1). Det har også tidligere blitt observert vanskeligheter med å separere isomerene NPMPA og 
IPMPA (1) (3). Det har blitt rapportert at analyse av disse koeluerende analyttene kan utføres 
ved kollisjonsindusert dissosiering (CID) (6). 

5 KONKLUSJON 

Alkyfosfonsyrene MPA, EPA, EMPA, IPMPA og PMPA ble separert ved hjelp av HPLC og 
analysert i negativ 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 kapillærspenningen ble bestemt til 2500 V, nebulizertrykket til 25 psi, 
tørkegasstemperaturen til 325 °C og tørkegasshastigheten til 10 l/min. Mono- og disyrene ble 
separert ved hjelp av en Zorbax SB-C18 kolonne. Mobilfase A var 95/5 vann/metanol med 
0,02 M ammoniumformiat, mens mobilfase B var 95/5 metanol/vann med 0,02 M 
ammoniumformiat. Elueringsgradienten var 5% B (0-5 min), 5% B til 95% B (5-10 min) og 
95% B (10-15 min) med en væskehastighet på 0,25 ml/min. Injeksjonsvolumet var 10 µl, og 
temperaturen på kolonnen var 40 °C. Ved injisering av 5 ng ga molekylionet for MPA, EPA, 
EMPA, IPMPA og PMPA et signal/støyforhold større enn 3. I analysemetoden er ikke NPPA og 
NPMPA blitt tatt med. 
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