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Разработана методика одновременного определения фосфорорганических пестицидов (ФОП) 
диазинона, диметоата, ометоата, пиримифос-метила, пиримифос-этила, малатиона, малаок-
сона, хлорпирифос-метила, фозалона в  лекарственном растительном сырье методом жидкост-
ной хромато-масс-спектрометрии высокого разрешения. В  методике используется экспрессный 
способ подготовки проб путем экстракции ацетонитрилом измельченного растительного сырья. 
Оптимизированы условия анализа в варианте обращенно-фазовой хроматографии. Определение 
осуществляется методом внутреннего стандарта с  использованием дейтерированных стандартов 
малатион-d6 и дихлорфос-d6 на основе двух наиболее интенсивных, специфичных для каждого 
индивидуального ФОП, ионных реакций. Методика апробирована на примере растительного сы-
рья – корневищ с корнями валерианы лекарственной (Rhizomata cum radicibus Valerianae officinalis) 
и  валидирована по  параметрам: специфичность, линейность, правильность, аналитическая об-
ласть, предел количественного определения, прецизионность, матричный эффект. Предложенная 
методика может быть использована для определения указанных ФОП в широком диапазоне кон-
центраций от 0.01 до 10 000 нг/г сырья в лекарственном и сельскохозяйственном растениеводстве.

Ключевые слова: фосфорорганические пестициды, лекарственное растительное сырье, масс-спек-
трометрия высокого разрешения, высокоэффективная жидкостная хроматография, валидация.
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Фосфорорганические пестициды (ФОП) 
широко применяются на  всех этапах выра-
щивания растений. С  1960-х гг. они пришли 
на  смену персистентным хлорорганическим 
пестицидам, которые являются популярным 
и  востребованным классом современных пе-
стицидов [1, 2].

В литературе практически отсутствуют све-
дения о том, насколько широко и в каких объе-
мах применяется тот или иной конкретный 
представитель группы ФОП производителями 
и поставщиками лекарственного растительного 
сырья и  сельхозпродукции. Отсутствуют также 

статистические данные о том, в каких регионах 
и  в каких количествах на  территории Россий-
ской Федерации применяются ФОП. То же са-
мое относится и к поставщикам сырья из других 
стран.

Используемые в настоящей работе в качестве 
объектов анализа девять ФОП доступны на рын-
ке пестицидов и  имеют низкую стоимость, по-
этому высока вероятность их широкого при-
менения при выращивании лекарственного 
растительного сырья (ЛРС) и сельхозпродукции.

Известно, что даже при соблюдении сель-
скохозяйственных и  производственных норм 
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обработки ФОП могут оставаться в  обрабаты-
ваемых растениях, а  также поступать в  атмос-
феру, почву и  водоемы [3–5]. Некоторые ФОП 
обладают высокой персистентностью, способны 
оставаться в  неизменном состоянии и  сохра-
нять свою токсичность в  течение длительного 
времени [6]. Кроме того, существует опасность 
попадания пестицидов в  организм человека [7, 
8]. Одним из источников токсичных ФОП может 
являться ЛРС, входящее в состав лекарственных 
препаратов и  БАД [9, 10]. Известно, что расте-
ния способны кумулировать пестициды, поэ-
тому возможность обнаружения и  определения 
низких концентраций ФОП позволяет в течение 
длительного времени отслеживать “жизненный 
цикл” ФОП в растениях и вырабатывать допол-
нительные рекомендации по  их безопасному 
применению.

В Государственной фармакопее (ГФ) РФ XV 
[11] нормируются 33 ФОП, при этом их пределы 
допустимого содержания коррелируют между со-
бой в фармакопеях России, Европы [12] и США 
[13]. В настоящее время в ГФ РФ XV регламенти-
рованы методы определения только хлороргани-
ческих пестицидов, а действующие фармакопеи 
EP 10 и USP 42 NF-37 отошли от регламентиро-
вания унифицированных методик определения 
ФОП в  ЛРС и  предлагают использовать любой 
метод определения ФОП в ЛРС, удовлетворяю-
щий критериям соответствующих общих фар-
макопейных статей (ОФС) и  валидированный 
в соответствии с SANCO/10232/2006 [14] (для EP 
11) или SANTE/11813/2017 [15] и OPPTS 860.1490 
[16] (для USP 45 NF-40).

До недавнего времени при определении ФОП 
наиболее часто использовали метод газовой хро-
матографии (ГХ) в  сочетании с  пламенно-ио-
низационным, азотно-фосфорным или атом-
но-эмиссионным детектором с использованием 
внутренних стандартов (ВС) [17–20]. Поскольку 
ФОП  – это полярные и  слаболетучие соедине-
ния, их определение с помощью ГХ часто вклю-
чает процедуру дериватизации. Для прямого 
определения полярных, слаболетучих соедине-
ний с низкой термической стабильностью пред-
почтительнее использование высокоэффектив-
ной жидкостной хромато-масс-спектрометрии 
(ВЭЖХ-МС). Кроме того, этот метод является 
одним из самых чувствительных и селективных, 
что позволяет определять низкие концентрации 
остаточных ФОП в ЛРС и пищевых продуктах. 

Для повышения точности анализа разви-
ваются направления с  применением дейтери-
рованных ВС [21, 22]. Такой подход позволяет 
учитывать возможные потери аналитов при под-
готовке проб и  хроматографировании, так как 
потери дейтерированных аналогов полностью 
сопоставимы с потерями определяемых веществ. 
Применение при анализе дейтерированных ВС 

нивелирует влияние матричного эффекта, яв-
ляющегося валидационным параметром в  фар-
макопеях Европы и США.

Описаны способы определения ФОП в  ле-
карственных растениях методами газовой хрома-
то-масс-спектрометрии [23, 24] и ВЭЖХ-МС [25, 
26]. В большинстве из них для пробоподготовки 
используется метод твердофазной экстракции 
QuEChERS в различных вариациях. Масс-спек-
трометрия высокого разрешения с  использова-
нием дейтерированных ВС позволяет сократить 
процесс подготовки проб и избежать трудоемких 
манипуляций при подготовке ЛРС к анализу. 

Перечень пестицидов и агрохимикатов, раз-
решенных к применению на территории Россий-
ской Федерации, представлен в  государствен-
ном каталоге [27], где ограничено применение 
персистентных хлорорганических пестицидов. 
Перечень включает девять ФОП: диазинон, 
диметоат, ометоат, пиримифос-метил, пири-
мифос-этил, малатион, малаоксон, хлорпири-
фос-метил, фозалон, которые мы выбрали в ка-
честве образцов для настоящего исследования 
(схема 1).

Цель данной работы  – разработка и  вали-
дация методики одновременного определения 
девяти ФОП, позволяющей определять остаточ-
ные содержания ФОП в  ЛРС и  лекарственных 
препаратах растительного происхождения. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Объекты исследования. Образцы ЛРС – кор-
невища с  корнями валерианы лекарственной 
(Rhizomata cum radicibus Valerianae officinalis), 
приобретенные в аптеке (АО “Красногорсклек-
средства”, Россия, серия 10123). Стандартные 
образцы диазинона (Supelco (Sigma-Aldrich), 
США, Cat. №  74332), диметоата (Supelco (Sig-
ma-Aldrich), США, Cat. №  45449), ометоата 
(Supelco (Sigma-Aldrich), США, Cat. №  36181), 
пиримифос-метила (Supelco (Sigma-Aldrich), 
США, Cat. № 32058), пиримифос-этила (Supelco 
(Sigma-Aldrich), США,Cat. № 45628), малатиона 
(Supelco (Sigma-Aldrich), США, Cat. №  36143), 
малаоксона (Supelco (Sigma-Aldrich), США, Cat. 
№  36142), хлорпирифос-метила (Supelco (Sig-
ma-Aldrich), США, Cat. №  45395), фозалона 
(Supelco (Sigma-Aldrich), США, Cat. №  36194). 
Предварительно мы  синтезировали и  охаракте-
ризовали дейтерированные стандарты малати-
он-d6 и дихлорфос-d6 [28]. 

Растворы и реагенты. Реактивы: ацетонитрил 
HPLC-grade (CarloErba, Германия, Cat. №  7), 
деионизованная вода после очистки системой 
Milli-Q (Millipore, США), муравьиная кислота 
(Merck (Sigma-Aldrich), США, Cat. № 1.00263). 

Рабочие растворы готовили растворением 
точных навесок ФОП в  ацетонитриле в  день 
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проведения анализа в диапазоне концентраций 
от 0.05 до 10 000 нг/мл.

Испытуемые образцы корневищ с  корнями 
валерианы с введенными ФОП готовили из ра-
бочих растворов ФОП в  диапазоне концентра-
ций от 0.01 до 10 000 нг/г.

Оборудование. Использовали аналитиче-
скую станцию, состоящую из жидкостного хро-
матографа Dionex Ultimate 3000 RSLC (Thermo 
Scientific, США), оборудованного системой ав-
томатического ввода пробы, с масс-селективным 
тандемным анализатором высокого разрешения 
Orbitrap Fusion Lumos (Thermo Scientific, США) c 
источником ионов и ионизацией электрораспы-
лением. Для разделения аналитов использовали 
хроматографическую колонку Zorbax 300SB-C18 
(Agilent Technologies, США). Эксперименталь-
ные данные регистрировали и  обрабатывали 
с помощью программных пакетов Xcalibur (Ther-
mo Scientific, США).

Методика определения фосфорорганических 
пестицидов в лекарственном растительном сырье. 
При разработке методики с  целью повышения 
точности идентификации и определения содер-
жания выбранных ФОП, а также для построения 
градуировочных зависимостей использовали 
предварительно синтезированные дейтериро-
ванные ВС малатион-d6 и дихлорфос-d6 [28].

Пробоподготовка. На аналитических весах 
взвешивали 1 г (точная навеска) измельченного 
в лабораторной мельнице растительного сырья, 
проходящего через сито 1 мм, добавляли 5 мл 
ацетонитрила, содержащего дейтерированные 

ВС (500 нг/мл малатион-d6, 500 нг/мл дихлор-
фос-d6), перемешивали в  течение 4 мин при 
500 об/мин. Далее центрифугировали при 
5500 об/мин в  течение 5 мин, надосадочную 
жидкость пропускали через шприцевой фильтр 
для микрофильтрации ПТФЭ с  размером пор 
0.20 мкм. Органический экстракт переносили 
в стеклянную виалу емк. 2 мл.

Определяемые ФОП разделяли в  режиме 
градиентного элюирования, скорость подвиж-
ной фазы 0.35 мл/мин, температура термостата 
колонки 40°C. Подвижная фаза А  – 0.1 об. % 
НСООН в  воде, подвижная фаза Б  – ацетони-
трил. Программа градиентного элюирования: 
0–2 мин: 95% А; 2–10 мин: 5–95% Б; 10–11 мин: 
95% Б; 11–15 мин: 95% A. Объем вводимой про-
бы составлял 0.01 мл.

Использовали электрораспылительную ио-
низацию в  режиме регистрации положительно 
заряженных ионов аналитов (ФОП). Величина 
разрешения масс-анализатора составляла не ме-
нее 30 000 в режиме МС/МС. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Оптимальные условия детектирования ФОП 
представлены в  табл. 1. Температура входного 
ионного капилляра составляла 325°С, темпера-
тура газа-осушителя  – 350°С, скорость подачи 
обдувочного газа составляла 50 усл. ед. (согласно 
номенклатуре производителя), вспомогатель-
ного газа  – 10 усл. ед. (согласно номенклатуре 
производителя) и продувочного газа – 1 усл. ед. 

Схема 1. Структурные формулы фосфорорганических пестицидов.
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(согласно номенклатуре производителя), в  ра-
боте источника ионизации использовали азот 
в  качестве газа-носителя. Напряжение на  рас-
пыляющем капилляре составляло 3500 В. 
Масс-спектры фрагментации получали в  вари-
анте диссоциации, вызванной соударениями 
(CID) и  высокоэнергетической диссоциации 
(HCD). При выборе ионных реакций выбира-
ли две наиболее интенсивные, полученные для 
этих вариантов диссоциации.

В процессе разработки методики выбирали 
и оптимизировали условия масс-спектрометри-
ческого детектирования в режиме сканирования 
фрагментных ионов, образующихся в  резуль-
тате фрагментации ионов-предшественников 
аналитов.

Выбор условий масс-спектрометрического 
детектирования. Исследуемые ФОП (схема 1) 
имеют в своей структуре полярные и основные 
группы, а  также донорно-акцепторные центры. 
За счет наличия в структуре атомов азота, кис-
лорода и серы молекулы ФОП легко протониру-
ются, образуя положительно заряженные ионы 
в  слабокислой среде, поэтому в  ходе выбора 
условий масс-спектрометрического детектиро-
вания использовали электрораспылительную 

ионизацию в режиме регистрации положитель-
но заряженных ионов. В  результате анализа 
масс-спектров выбрали ионные реакции, при-
водящие к  наиболее интенсивным и  устойчи-
вым фрагментным ионам. Условия одновре-
менного детектирования ФОП оптимизировали 
в режиме прямого ввода раствора стандарта ис-
следуемых ФОП (раствор с содержанием каждо-
го пестицида 1 мкг/мл в воде) непосредственно 
в источник ионов. 

Для исследования параметров, отвечающих 
за  настройки работы масс-детектора, напряже-
ния на  входной линзе при настройке ионной 
оптики “нулевого” квадруполя и энергии фраг-
ментации в  ячейке соударений, использовали 
типичные параметры работы масс-спектроме-
трического детектора, рекомендуемые произво-
дителем и прописанные в файле автоматической 
настройки системы  – автотюнинга. Напряже-
ние на входной линзе варьировали в диапазоне 
10–90 В. Для каждого ФОП использовали два 
типа энергии фрагментации – CID и HCD. Оп-
тимальное напряжение на  входной линзе для 
каждого ФОП представлено в  табл. 1. Условия 
масс-спектрометрического детектирования вы-
бранных ФОП приведены в табл. 2.

Таблица 1. Оптимальные условия одновременного детектирования фосфорорганических пестицидов 
с использованием электрораспылительной ионизации в режиме регистрации положительных ионов

Пестицид Ионная реакция Оптимальный режим 
фрагментации

Энергия фрагментации,
В

Диазинон
305.1083 => 169.0794* HCD 35
305.1083 => 153.1022** HCD 35

Диметоат
230.0069 => 198.9647* HCD 10
230.0069 => 170.9698** HCD 20

Ометоат
214.0297 => 182.9875* CID 40
214.0297 => 196.0192** HCD 15

Пиримифос-этил
334.1349 => 198.1059* HCD 35
334.1349 => 182.1288** HCD 35

Пиримифос-метил
306.1036 => 278.0723* CID 40
306.1036 => 164.1182** HCD 35

Малатион
331.0433 => 285.0015* CID 25
331.0433 => 127.0390** HCD 15

Малаоксон
315.0662 => 127.0390* HCD 15

315.0662 => 269.0243** CID 20

Хлорпирифос-метил
321.9023 => 289.8760* CID 25
321.9023 => 124.9821** HCD 25

Фозалон
368.9941 => 322.0064* CID 20
368.9941 => 182.0003** HCD 25

Малатион D6 337.081 => 291.0391* CID 25
Дихлорфос D6 226.9908 => 133.0530** HCD 30

*Ионная реакция для определения содержания, **ионная реакция для подтверждения присутствия. 
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На следующем этапе для ионных MRM-
переходов определяемых ФОП выбирали пики 
ионов, имеющие наибольшую интенсивность 
в масс-спектрах фрагментации протонированных 

молекул аналитов. В качестве ионов-прекурсоров 
выбрали протонированные молекулярные ионы. 
В табл. 3 приведены наиболее интенсивные пики, 
полученные в режиме сканирования.

Таблица 2. Условия масс-спектрометрического детектирования выбранных фосфорорганических пестицидов 
и их дейтерированных аналогов

Параметр Оптимизированное значение

Температура газа-осушителя, °С 350

Температура входного ионного капилляра, °С 325

Скорость подачи газа-осушителя, усл. ед. 50

Скорость подачи газа-распылителя через иглу 
небулайзера, усл. ед. 10

Напряжение источника ионизации, В 3 500

Напряжение на линзе Для каждого соединения устанавливается 
отдельно

Энергия фрагментации Для каждого соединения устанавливается 
отдельно

Ион – предшественник Для каждого соединения устанавливается 
отдельно

Диапазон сканирования, m/z 80–350

Время сканирования, мс 22 для каждой ионной реакции

Разрешение масс-спектрометра 30 000

Полярность регистрируемых ионов Положительные

Таблица 3. Наблюдаемая фрагментация протонированных молекулярных ионов фосфорорганических 
пестицидов и их молекулярные формулы (фрагментация в режимах CID = 25, HCD = 25)

Элементный состав m/zтеор m/zнабл Δm/z, млн–1 Интенсивность, %

Диазинон CID

C8H13N2S 169.0794 169.0792 –0.22 75.29

C8H13ON2 153.1022 153.1021 –0.17 36.93

C10H18O3N2PS 277.077 277.0772 0.21 2.7

Диазинон HCD

C8H13N2S 169.0794 169.0793 –0.1 100

C8H13ON2 153.1022 153.1021 –0.1 50.35

H4O3PS 114.9613 114.9613 –0.04 6.54

Диметоат CID

C4H8O3PS2 198.9647 198.9648 0.05 100

C3H8O2PS2 170.9698 170.9699 0.13 1.92

C4H9O2NPS2 197.9807 197.9815 0.79 1.26

Диметоат HCD

C2H8O3PS 142.9926 142.9924 –0.21 100

C3H8O2PS2 170.9698 170.9696 –0.16 83.08

C4H8O3PS2 198.9647 198.9646 –0.08 35.51
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Элементный состав m/zтеор m/zнабл Δm/z, млн–1 Интенсивность, %

Ометоат CID
C4H8O4PS 182.9875 182.9873 –0.25 100
C5H11O3NPS 196.0192 196.019 –0.18 18.74
C2H8O3PS 142.9926 142.9925 –0.15 3.51

Ометоат HCD
C2H8O3PS 142.9926 142.9924 –0.2 100
C4H8O4PS 182.9875 182.9874 –0.1 39.53
C3H8O3PS 154.9926 154.9924 –0.18 33.32

Пиримифос-этил CID
C11H21O3N3PS 306.1036 306.1041 0.52 45.36
C9H16N3S 198.1059 198.1059 0 71.4
C9H16ON3 182.1288 182.1288 0 17.83

Пиримифос-этил HCD
C9H16N3S 198.1059 198.1059 –0.03 100.00
C9H16ON3 182.1288 182.1288 0.03 28.27
C11H21O3N3PS 306.1036 306.1042 0.61 18.32

Пиримифос-метил CID
C9H17O3N3PS 278.0723 278.0726 0.36 9.46
C9H14N3 164.1182 164.1182 –0.03 7.53
C10 H17O2N3PS 274.0774 274.0778 0.4 5.06

Пиримифос-метил HCD
C9H14N3 164.1182 164.1181 –0.09 17.55
C9H17O3N3PS 278.0723 278.0727 0.42 5.06
C10H17O2N3PS 274.0774 274.0778 0.46 2.22

Малатион CID
C8H14O5PS2 285.0015 285.0019 0.41 100
C6H7O3 127.039 127.0388 –0.12 14.07
C4H3O3 99.0077 99.0076 –0.12 3.73

Малатион HCD
C4H3O3 99.0077 99.0076 –0.11 100
C6H7O3 127.039 127.0388 –0.13 78.88
C2H8O3PS 142.9926 142.9925 –0.1 25.42

Малаоксон CID
C6H7O3 127.039 127.0388 –0.16 100
C8H14O6PS 269.0243 269.0246 0.31 63.77
C4H3O3 99.0077 99.0076 –0.09 58.99

Малаоксон HCD
C4H3O3 99.0077 99.0076 –0.11 100
C6H7O3 127.039 127.0388 –0.13 72.99
C2H8O3PS 142.9926 142.9925 –0.09 18.5

Хлорпирифос-метил CID

C6H4O2NCl3PS 289.876 289.8765 0.45 100

Таблица 3. Продолжение
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Для ометоата, малаоксона, хлорпирифос-ме-
тила, малатиона, пиримифос-метила и фозало-
на оптимальный режим фрагментации для двух 
ионных реакций не  совпадает. Так, на  рис. 1 
в качестве примера представлены масс-спектры 
фрагментаций молекулярных ионов ометоа-
та, полученные в режиме высокого разрешения 
в  вариантах CID и  HCD. Фрагмент для опре-
деления содержания 182.9875 характеризуется 
более высокой интенсивностью в  режиме CID, 
а  фрагмент для подтверждения присутствия 
196.0192, наоборот, лучше проявляется в режиме 

HCD-фрагментации. На основании полученных 
данных для каждого ФОП выбрали по две наи-
более интенсивные ионные реакции. В  табл. 1 
представлены выбранные наиболее интенсив-
ные реакции для каждого ФОП и ВС (дейтери-
рованых аналогов). 

Выбор условий хроматографического разделе-
ния. Установили, что в  качестве неподвижной 
фазы при определении ФОП в ЛРС оптимально 
использование колонки Agilent Zorbax 300SB-
C18, 100 мм × 2.1 мм с диаметром зерна сорбента 
3.5 мкм.

Элементный состав m/zтеор m/zнабл Δm/z, млн–1 Интенсивность, %

C2H8O3PS 142.9926 142.9925 –0.12 3.67

C2 H6 O2PS 124.9821 124.9819 –0.14 1.12

Хлорпирифос-метил HCD

C2H8O3PS 142.9926 142.9925 –0.14 100

C6H4O2NCl3PS 289.876 289.8765 0.45 48.23

C2H6O2PS 124.9821 124.9819 –0.13 9.76

Фозалон CID

C11H14O4NClPS 322.0064 322.0068 0.42 100

C8H5O2NCl 182.0003 182.0003 –0.04 35.91

C10H10O3NClPS2 321.9523 321.9524 0.12 8.07

Фозалон HCD

C8H5O2NCl 182.0003 182.0003 –0.03 100

H4O3PS 114.9613 114.9613 –0.06 11.6

C10H15O3NClPS2 326.9914 327.0783 86.91 4.21

Малатион-d6 CID

C8H8[2]H6O5PS2 291.0391 291.0393 0.17 100

C6H7O3 127.039 127.0389 –0.08 11.16

C4H3O3 99.0077 99.0076 –0.06 3.08

Малатион-d6 HCD

C4H3O3 99.0077 99.0075 –0.13 100

C6H7O3 127.039 127.0388 –0.17 82.03

C5H2[2]H6O3PS2 217.0024 217.0023 –0.04 19.32

Дихлорфос-d6 CID

C2H2[2]H6O4P 133.0531 133.0529 –0.2 79.23

C2H[2]H6O3ClP 151.0192 151.0191 –0.19 39.14

C3[2]H6O2Cl 115.0427 115.0429 0.15 0.16

Дихлорфос-d6 HCD

C2H2[2]H6O4P 133.0531 133.0529 –0.23 100

C2H[2]H6O3ClP 151.0192 151.0191 –0.14 7.07

C3[2]H6O2Cl 115.0427 115.0428 0.1 0.07

Таблица 3. Продолжение
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Для разделения ФОП использовали подвиж-
ную фазу, состоящую из  ацетонитрила и  0.1%-
ного раствора водного муравьиной кислоты. 
Использование муравьиной кислоты способ-
ствует наименьшему размыванию пиков ФОП. 
В табл. 4 представлены условия и параметры хро-
матографического разделения ФОП. Расчетная 
величина мертвого времени составляет 0.7 мин. 
В  табл. 5 приведены параметры хроматографи-
ческого разделения ФОП в выбранных условиях.

В качестве критерия присутствия ФОП 
в  пробах использовали относительное время 
удерживания и представленные в табл. 1 ионные 
реакции (совпадение двух выбранных ионов 
из масс-спектров фрагментации протонирован-
ных молекул аналитов, соответствующих опре-
деляемому компоненту).

Оптимизация процедуры подготовки проб. 
Распространенным способом подготовки 

образцов при определении ФОП является систе-
ма QuEChERS, разработанная в 2003 г. для ана-
лиза пищевых продуктов [29]. Для достижения 
удовлетворительных результатов определения 
ФОП проанализировали различные условия экс-
тракции (тип растворителя для экстракции и тип 
очистки). Использование системы QuEChERS 
показало неудовлетворительные результаты, что, 
вероятно, связано с большими потерями образца 
в ходе процедуры пробоподготовки.

В качестве оптимального метода пробопод-
готовки выбрали экстракцию ацетонитрилом 
без использования твердофазной очистки экс-
тракта. За основу взяли методику, предложенную 
Аматэ и др. [30], для определения афлатоксинов, 
красителей и пестицидов в специях.

На рис. 2 в  качестве примера приведены 
хроматограммы малатиона в  пробах корневищ 
с  корнями валерианы в  выбранных условиях 

Рис. 1. Масс-спектры фрагментаций протонированного молекулярного иона ометоата с m/z 214.0297, полученные 
в вариантах CID (25 B) и HCD (25 B). Режим регистрации положительных заряженных ионов.



	 ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ	 том 79	 № 8	 2024

918	 ФАТЕЕНКОВА и др.

разделения и подготовки проб. На хроматограм-
мах представлена величина аналитического сиг-
нала иона из масс-спектров фрагментации про-
тонированных молекул аналитов, выбранного 
для количественного анализа.

Валидацию методики определения ФОП 
в ЛРС методом жидкостной хромато-масс-спек-
трометрии высокого разрешения проводили 

на основе ОФС 1.1.0012 “Валидация аналитиче-
ских методик” и ОФС 1.5.3.0011 “Определение 
содержания остаточных пестицидов в  лекар-
ственном растительном сырье и лекарственных 
растительных препаратах” Государственной 
фармакопеи РФ XV издания [11] по  следую-
щим параметрам: специфичность, линейность, 
правильность и аналитическая область, предел 

Таблица 4. Условия хроматографического разделения

Параметр Значение

Объем вводимой пробы, 
мл 0.010

Элюент А 0.1%-ная муравьиная 
кислота в воде

Элюент Б Ацетонитрил

Температура термостата 
колонки, оС 40

Скорость подачи 
элюента, мл/мин 0.350

Программа 
элюирования, 
состав подвижной фазы

0.00–2.00 мин 5% 
элюента Б;
2.01–10.00 мин 5–95% 
элюента Б;
10.01–11.00 мин 95% 
элюента Б;
11.01–15.00 мин 5% 
элюента Б
(градиентный режим)

Таблица 5. Параметры хроматографического разделения фосфорорганических пестицидов 

Пестицид Время удерживания, мин Коэффициент емкости Число теоретических тарелок

Диазинон 9.0 ± 0.2 11.9 268 366

Диметоат 5.5 ± 0.2 6.9 50 232

Ометоат 1.8 ± 0.2 1.6 6355

Пиримифос-этил 9.7 ± 0.2 12.9 310 628

Пиримифос-метил 9.0 ± 0.2 11.9 336 017

Малатион 8.5 ± 0.2 11.1 156 127

Малаоксон 6.9 ± 0.2 8.8 208 024

Хлорпирифос-метил 9.3 ± 0.2 12.2 118 868

Фозалон 9.3 ± 0.2 12.2 205 796

Рис. 2. Суперпозиция хроматограмм стандартно-
го раствора, содержащего 100 нг/мл малатиона, 
по двум ионным реакциям. 1 – ионная реакция для 
определения содержания 214.0297 => 182.9875; 2  – 
ионная реакция для подтверждения присутствия 
214.0297 => 196.0192.
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количественного определения, прецизион-
ность.

Согласно требованиям к  валидации анали-
тических методик SANCO, оценивали влияние 
матричного эффекта, хотя это не входит в обяза-
тельные критерии валидации.

Специфичность. Для подтверждения специ-
фичности использовали пробы корневищ с кор-
нями валерианы, не содержащие ФОП, и срав-
нивали с  модельными пробами данного ЛРС, 
в  которые в  ходе пробоподготовки добавляли 
рабочий стандартный раствор ФОП в ацетонит-
риле. На полученных хроматограммах отсут-
ствовали пики компонентов, мешающих опре-
делению ФОП. Время удерживания основного 
пика на хроматограммах испытуемых растворов 
совпало с  временем удерживания основного 
пика на хроматограммах для каждого ФОП. Вре-
мя удерживания для каждого пестицида, коэф-
фициент емкости и  эффективность разделения 
приведены в табл. 5. 

Линейность. Для каждого определяемо-
го пестицида готовили серию градуировоч-
ных растворов в  диапазоне концентраций 0.01 
до  10 000 нг/г. В  качестве ВС использовали 
добавку 500 нг/мл малатион-d6 и  500 нг/мл 
дихлорфос-d6. Для хлорсодержащего пестицида 
хлорпирифоса площадь пика нормировали с пе-
ресчетом на дихлорфос-d6, в остальных случаях 
с  пересчетом на  малатион-d6. Для построения 
градуировочных зависимостей использовали 
отношения площадей пиков выбранной ионной 
реакции для определения ФОП к площадям пи-
ков дейтерированных аналогов. По полученным 
значениям строили градуировочные графики. 
Установили, что графики зависимостей отно-
шений площади пика каждого ФОП к площади 

пика ВС от его содержания линейны и описыва-
ются уравнением y = ax. Полученные результаты 
приведены в табл. 6 и удовлетворяют критериям 
приемлемости по показателю “линейность”.

Предел количественного определения. В  соот-
ветствии с  полученными данными валидируе-
мая методика обеспечивает следующие значения 
пределов количественного определения, нг/г: 
0.01 для диазинона, 0.1 для диметоата, 0.1 для 
ометоата, 0.01 для пиримифос-этила, 0.01 для 
пиримифос-метила, 0.1 для малатиона, 0.01 для 
малаоксона, 10 для фозалона. Для этих значений 
отношение сигнал/шум для каждого компонен-
та превышает 10 : 1. Данные значения предела 
количественного определения позволяют опре-
делять ФОП в ЛРС в количествах, соответствую-
щих пределам допустимого содержания, обозна-
ченных в ОФС 1.5.3.0011.15.

Правильность разработанного подхода про-
веряли методом введено–найдено. Для этого 
готовили серии проб корневищ с корнями вале-
рианы с  внесенными ФОП с  концентрациями 
каждого аналита (нг/г) 0.04, 0.4, 4, 40, 400, 4000. 
Степень извлечения каждого пестицида лежала 
в диапазоне 70–110% (табл. 7).

Прецизионность. Повторяемость методики 
характеризует ее прецизионность при выполне-
нии повторных испытаний в пределах коротко-
го промежутка времени в  условиях сходимости 
на одном и том же оборудовании. Определение 
проводили на шести испытуемых растворах кор-
невищ с  корнями валерианы лекарственной. 
Каждый раствор хроматографировали три раза. 

Прецизионность оценивали методом вве-
дено-найдено на  примере трех концентраций 
с тремя повторами для каждой и выражали в виде 
стандартного отклонения, относительного 

Таблица 6. Метрологические характеристики определения фосфорорганических пестицидов в модельных 
пробах корневищ с корнями валерианы

Пестицид Уравнение градуировочной 
зависимости

Диапазон линейности 
градуировочного графика, нг/г R2

Диазинон Si = 9.04 × 10–2ci 0.01–10 0.996

Диметоат Si = 0.22ci 0.1–100 0.997

Ометоат Si = 0.186ci 0.1–100 0.998

Пиримифос-этил Si = 0.322ci 0.01–10 0.995

Пиримифос-метил Si =6.51 × 10–2 ci 0.01–10 0.993

Малатион Si = 3.46 × 10–3ci 0.1–100 0.997

Малаоксон Si = 3.32 × 10–2ci 0.01–10 0.994

Хлорпирифос-метил Si = 1.11 × 10–4ci 1–500 0.997

Фозалон Si = 1.71 × 10–4ci 10–5000 0.996
Примечание: Si = Sопр/Sвн.ст. – отношение площадей пика выбранной ионной реакции для количественной оценки опреде-
ляемого аналита к площади пика соответствующего дейтерированного ВС; сi – концентрация определяемого компонента 
в пробе, нг/г.
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стандартного отклонения и  относительной по-
грешности. Результаты представлены в  табл. 7 
и  удовлетворяют валидационному критерию 
“прецизионность”. 

Матричный эффект. Для каждого пестицида 
определяли матричный эффект (МЭ), сравнивая 
наклон градуировочных кривых в матрице (корне-
вища с корнями валерианы) и ацетонитриле, ис-
пользую формулу, приведенную в работах [21, 31]:

МЭ, % = 

Наклон градуировочного 
графика в матрице  –1) × 100.

Наклон градуировочного 
графика в ацетонитриле

Для большинства пестицидов МЭ оказался 
отрицательным со  значениями ниже 20%, т.е. 

происходит подавление интенсивности ана-
литического сигнала на  хроматограммах. Это 
может быть связано с  присутствием в  корне-
вищах с  корнями валерианы эфирных масел 
и  других вторичных метаболитов, конкури-
рующих с аналитами при хроматографическом 
разделении либо изменяющих свойства элю-
ента, которые влияют на  процесс дальнейшей 
ионизации. Так, МЭ для диазинона составил 
–13.7%, для диметоата –14.6%, для ометоата 
–7.6%, для пиримифос-метила –10.3%, для пи-
римифос-этила –17.0%, для малатиона –2%, 
для малаоксона –0.4%, для фозалона –10.7%. 
Хлорпирифос-метил показал при анализе уве-
личение хроматографического сигнала и  соот-
ветственно положительный МЭ – +13.4%. Учет 
МЭ свидетельствует о приемлемости методики 
для анализа ЛРС. 

Таблица 7. Правильность и прецизионность определения фосфорорганических пестицидов в модельных 
пробах корневищ с корнями валерианы

Пестицид Введено, нг/г Найдено, нг/г sr, % s, нг/г Степень 
извлечения, %

Диазинон
0.04 0.037 4.02 0.0015 91.7
0.4 0.42 2.53 0.0107 106.0
4 4.09 2.41 0.0987 102.3

Диметоат
0.4 0.39 8.28 0.032 97.4
4 3.69 6.07 0.22 92.2

40 42.3 6.67 2.82 105.8

Ометоат
0.4 0.41 4.45 0.018 102.8
4 3.74 2.04 0.076 93.6

40 41.3 6.33 2.61 103.3

Пиримифос-
этил

0.04 0.036 6.55 0.0024 90.4
0.4 0.42 2.17 0.0092 106.3
4 4.16 4.4 0.18 104.1

Пиримифос-
метил

0.04 0.039 3.1 0.0012 96.8
0.4 0.42 2.98 0.012 103.9
4 3.70 2.91 0.11 92.5

Малатион
0.4 0.42 7.12 0.030 105.2
4 4.23 3.36 0.14 105.9

40 40.5 20.1 8.1 101.2

Малаоксон
0.04 0.038 6.11 0.0023 93.9
0.4 0.37 7.01 0.026 93.0
4 4.16 3.2 0.13 104.0

Хлорпирифос-
метил

4 3.78 1.1 0.043 94.3
40 36.2 4.5 1.64 90.5

400 387.7 10.6 41.1 96.9

Фозалон
40 34.5 8.07 2.78 86.2

400 378.8 2.29 8.67 94.7
4000 4133.2 9.2 380.4 103.3



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ	 том 79	 № 8	 2024

	 ОПРЕДЕЛЕНИЕ ДЕВЯТИ ФОСФОРОРГАНИЧЕСКИХ ПЕСТИЦИДОВ	 921

* * *

Разработана и  валидирована методика од-
новременного определения девяти ФОП, до-
пустимых к  применению на  территории РФ, 
в ЛРС методом жидкостной хромато-масс-спек-
трометрии высокого разрешения. Методика 
валидирована по  следующим валидационным 
параметрам: специфичность, линейность, пра-
вильность и  аналитическая область, предел 
определения, прецизионность, матричный эф-
фект. Показано, что результаты валидации удов-
летворительны по  всем указанным критериям. 
Предложенный подход может быть успешно ис-
пользован для идентификации и  определения 
ФОП в  ЛРС в  широком диапазоне концентра-
ций от  0.01 до  10 000 нг/г. Наряду с  фармацев-
тическими компаниями, которые занимаются 
переработкой ЛРС и производством лекарствен-
ных растительных препаратов, предлагаемая 
методика может использоваться для анализа со-
держания ФОП в сырье производителями сель-
хозпродукции.
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DETERMINATION OF NINE ORGANOPHOSPHORUS PESTICIDES BY 
HIGH-RESOLUTION HPLC-MS/MS IN MEDICINAL PLANT MATERIALS
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Abstract. A method for the simultaneous determination of organophosphorus pesticides (OPPs)—dia-
zinon, dimethoate, omethoate, pirimiphos-methyl, pirimiphos-ethyl, malathion, malaoxon, chlorpy-
rifos-methyl, and phosalone—in medicinal plant materials using high-resolution liquid chromatogra-
phy-mass spectrometry has been developed. The method involves a rapid sample preparation procedure, 
where ground plant material is extracted with acetonitrile. Analytical conditions were optimized using re-
verse-phase chromatography. The determination is carried out using the internal standard method with 
deuterated standards of malathion-d6 and dichlorvos-d6, based on two of the most intense, specific ion 
reactions for each individual OPP. The method was tested on plant materials, specifically the rhizomes with 
roots of valerian (Rhizomata cum radicibus Valerianae officinalis), and validated for specificity, linearity, 
accuracy, analytical range, limit of quantification, precision, and matrix effect. This method can be used to 
determine the mentioned OPPs in a wide concentration range, from 0.01 to 10,000 ng/g of raw material, in 
both medicinal and agricultural plant cultivation.

Keywords: organophosphorus pesticides, medicinal plant materials, high-resolution mass spectrometry, 
high-performance liquid chromatography, validation.
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