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Достижение пределов обнаружения на уровне ppb и ниже позволяет проводить монито-
ринг не только профессионально обусловленного воздействия пестицидов, но и низкоуровне-
вого хронического воздействия на человека пестицидов, присутствующих в окружающей среде. 
Ранее в РФ отсутствовали методики для оценки низких концентраций пестицидов в биологи-
ческих жидкостях человека.

В данной работе предложен метод количественного определения в цельной крови и моче 
шести фосфорорганических пестицидов (ФОП): дихлофоса, диметоата, хлорпирифоса, фоза-
лона, диазинона и метилпаратиона путем жидкость-жидкостной экстракции аналитов ацетони-
трилом с высаливанием и последующим определением методом газовой хроматографии с тан-
демным масс-селективным детектированием (ГХ-МС/МС). Методика прошла метрологическую 
аттестацию (Свидетельство об аттестации методики измерений  № 222.0320/01.00258/2013) и 
может быть применена в целях мониторинга работников, занятых в сфере производства и при-
менения пестицидов, а также лиц с пониженным уровнем активности холинэстеразы, либо с 
соответствующими клиническими симптомами.

Пределы обнаружения составляют 1 нг/мл (1 ppb). Опробование разработанного метода 
проведено в токсикологическом эксперименте на кроликах-самцах при внутрижелудочном вве-
дении смеси шести ФОП в дозах эквивалентных от 1/10 LD50 до 1/50 LD50. Установлено, что пе-
риоды времени, в течение которых возможно определение ФОП, составляют до 6 дней. Опре-
делены основные токсикокинетические параметры диметоата, диазинона, метилпаратиона, 
хлорпирифоса и фозалона. 

Ключевые слова: фосфорорганические пестициды, кровь, моча, хроматомасс-спектро-
метрия.
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Введение
Одной из задач аналитической токсикологии 

является диагностика отравлений разной степени 
тяжести. Для подтверждения диагноза отравления 
в первую очередь необходимо идентифицировать 
негативный химический фактор и измерить концен-
трацию токсикантов и (или) их метаболитов в био-
пробах в целях оценки полученной дозы.

Идентификация ксенобиотиков в биологиче-
ских образцах и оценка полученных доз необходи-
ма для оценки т.н. “химической нагрузки на орга-
низм человека” [1]. Преимущество такого подхода 
заключается в совокупной оценке абсорбированной 
дозы токсиканта, способного поступать в организм 
различными путями. Например, сценарий экспози-
ции пестицидами может значительно отличаться в 
различных сферах деятельности человека. Для лю-
дей, не связанных с производством и применени-
ем пестицидов, наиболее вероятен пероральный 
путь их поступления в организм с питьевой водой 
и продуктами. Нередки случаи отравления пести-
цидами при использовании в быту канистр и дру-
гих емкостей, в которых ранее находились пести-
циды. Для лиц, профессиональная деятельность 
которых связана с производством или применени-
ем пестицидов, основным способом проникновения 
пестицидов в организм является абсорбция через 
кожу, а также через дыхательные пути [2]. Абсорб-
ция через желудочно-кишечный тракт в производ-
ственных условиях обычно менее значима и воз-
никает по причине заглатывания больших частиц, 
депонированных в верхних дыхательных путях [3-5]. 

Достижение пределов обнаружения на уров-
не ppb и ниже позволяет проводить мониторинг не 
только профессионально обусловленного воздей-
ствия пестицидов, но и низкоуровневого хрониче-
ского воздействия на человека пестицидов, при-
сутствующих в окружающей среде [6]. В отличие от 
США и стран ЕС, в РФ отсутствовали методики для 
оценки низких концентраций пестицидов в биологи-
ческих жидкостях человека. В современных мето-
диках низкие пределы обнаружения и надежность 
определения пестицидов в биопробах достигаются 
за счет применения масс-спектрометрии высоко-
го разрешения и изотопномеченых стандартов [7]. 
Наши исследования показали, что требуемые чув-

ствительность и надежность анализа могут быть по-
лучены в рамках менее затратных решений, так как 
оборудование для тандемного масс-селективного 
детектирования значительно уступает в цене при-
борам высокого разрешения. 

Целью настоящей работы являлась разработ-
ка методов определения группы фосфорорганиче-
ских пестицидов (ФОП) в моче и крови, опробова-
ние  разработанного метода в токсикологическом 
эксперименте на лабораторных животных для выяв-
ления периодов, в течение которых возможно опре-
деление ФОП в биологических образцах после от-
равления. В группу определяемых ФОП включены 
дихлофос, диметоат, хлорпирифос, фозалон, диази-
нон и метилпаратион. Все пестициды применяются 
в странах СНГ, за исключением высокотоксичного 
дихлофоса, который не разрешен для применения 
в настоящее время, но фактически не исключен из 
обращения, и, кроме того, является метаболитом 
лекарственного средства Метрифонат. 

Результатом работы является аттестован-
ная методика измерений массовых концентраций 
фосфорорганических пестицидов в биопробах ме-
тодом газовой хроматографии с тандемным масс-
спектрометрическим детектированием (Свиде-
тельство об аттестации методики измерений  № 
222.0320/01.00258/2013), пределы обнаружения со-
ставляют 1 нг/мл.

Экспериментальная часть
Оборудование. В работе использовали газо-

вый хроматограф Agilent 7890A с тандемным масс-
селективным детектором Agilent 7000 и капилляр-
ной колонкой HP-5MS, 30 м х 250 мкм, толщина слоя 
фазы 0.25 мкм. Условия газохроматографического 
разделения и масс-селективного детектирования 
ФОП приведены в табл. 1.

Реактивы и материалы. Для приготовления 
модельных растворов использовали ГСО фосфо-
рорганических пестицидов (см. табл. 2).  Произво-
дитель ГСО: ФГУП «Всероссийский Научно-иссле-
довательский институт химических средств защиты 
растений», научно-производственный коопера-
тив «Блок-1». Таким образом, в модельную группу 
вошли один чрезвычайно опасный, один высокоо-
пасный и четыре умеренно опасных ФОП соглас-
но ГОСТ 12.1.007-76.
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Отбор проб. Пробу крови объемом не ме-
нее 5 мл отбирали в вакуумную пробирку с антико-
агулянтом ЭДТА. Пробы мочи отбирали в стериль-
ные контейнеры. Отобранные образцы допускается 
хранить в холодильнике не более 1 суток при тем-
пературе от 4 до 6 °С  и не более 30 суток при тем-
пературе не выше минус 20 °С.

Подготовка проб. В пробирку для центри-
фугирования объемом 10 мл, содержащую 250 мг 
сульфата натрия безводного и 500 мг хлорида на-
трия, вносили 2 мл ацетонитрила и 1 мл анализи-
руемой крови (мочи).

Пробирки тщательно встряхивали в течение 
одной минуты и подвергали центрифугированию 
в течение 5 минут при 4000 об/мин. После центри-
фугирования верхний органический слой отбира-
ли из пробирок с помощью дозатора и переноси-

ли в пробирки Eppendorf объемом 2 см3, в которые 
было предварительно внесено по 50 мг безводного 
сульфата натрия. Пробирки тщательно встряхива-
ли в течение одной минуты и подвергали центри-
фугированию в течение 5 минут при скорости вра-
щения центрифуги 14000 об/мин. Затем экстракты 
помещали в хроматографические виалы с кониче-
ским дном, упаривали досуха под током азота при 
комнатной температуре и незамедлительно пере-
растворяли в 50 мкл ацетонитрила. Аликвотную 
часть объемом 1 мкл вводили в инжектор газово-
го хроматографа.

Токсикологический эксперимент. Для экс-
периментальных исследований использовали кро-
ликов-самцов породы шиншилла, полученных из 
питомника «Рапполово». Условия содержания экс-
периментальных животных соответствовали «Са-

Таблица 1
Условия газохроматографического разделения и масс-селективного детектирования

Условия анализа Характеристики
Газ-носитель Гелий газообразный высокой чистоты марки 6.0, объемная доля гелия не 

менее 99.9999 % об.
Режим ввода пробы Объем пробы 1 мкл, без деления потока (1 мин), под давлением 69 кПа
Температурный режим термоста-
та колонки

1 минута при температуре 70 °С, подъем до 200 °С со скоростью 10 °С/мин, 
подъем до 270 °С со скоростью 15 °С/мин, 10 минут при конечной темпера-
туре.

Температура инжектора 250 °С
Объёмная скорость газа-носителя 
через колонку

1 мл/мин

Режим работы масс-спектрометра Температура источника ионов: 280 °С. Температура квадруполей: 150 °С. 
Температура интерфейса: 280 °С. Масс-селективное детектирование в ре-
жиме мониторинга множественных реакций (MRM), см. табл. 3 

Газ в ячейке соударений Азот особой чистоты, объемная доля азота не менее 99.999 % об.
Режим работы ячейки соударений Поток азота в ячейке соударений 1.5 мл/мин, поток гелия – 2.25 мл/мин.

Таблица 2
Фосфорорганические пестициды: системетические названия, номера ГСО, среднесмертельные дозы

№ Соединение, систематическое название Номер ГСО
LD50 per os (кролики), 

мг/кг

1
Дихлофос

(O,O-диметил-O-2,2-дихлорвинилфосфат)
7407-97 11-12.5 [8, 9]

2
Диметоат

(O,O-диметил-S-[2-(метиламино)-2-оксоэтил] дитио-
фосфат)

7406-97 400-500 [10]

3
Диазинон

(O,O-диэтил-O-[4-метил-6-(пропан-2-ил)пиримидин-
2-ил]фосфоротиоат)

7405-97 143 [10, 11]

4
Метилпаратион

(O,O-диэтил-O-(4-нитрофенил)фосфоротиоат)
7888-2001 420 [12, 13]

5
Хлорпирифос

(O,O-диэтил-O-3,5,6-трихлорпиридин-2-ил фосфо-
ротиоат)

7418-97 1000 [10]

6
Фозалон

(6-хлоро-3-(диэтоксифосфинотиоил-
сульфанилметил)-1,3-бензоксазол-2-он)

7416-97 1530 [14]
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нитарным правилам по устройству, оборудованию и 
содержанию экспериментально-биологических кли-
ник (вивариев)», утвержденных МЗ СССР 06.07.1973 
г. и Приказом МЗ СССР №755 от 12.08.1977г. Введе-
ние токсикантов осуществляли перорально.

Токсикометрические данные ФОП (LD50) при 
пероральном введении лабораторным животным 
взяты из литературных источников и приведены в 
табл. 1. Навески всех ФОП объединяли и готовили 
ex tempore раствор в 50 %-м этаноле (w/v), из рас-
чета 1 мл/кг. Дихлофос, диметоат, диазинон и ме-
тилпаратион вводили в дозе 1/10 LD50, хлорпири-
фос и фозалон – в дозе 1/50 LD50.

В токсикологическом эксперименте исполь-
зовали четырёх кроликов. Отбор крови осущест-
вляли из краевой вены уха сначала до введения 
ФОП (фоновый контроль), затем через 20-30 мин, 1, 
2, 3, 4 и 6 часов, 1, 2, 3, 4 и 6 суток после введения 
ФОП. Мочу кроликов собирали до введения ФОП, 
затем в течение первых 3-6 часов, далее через 1, 
2, 3, 5, 7, 14 и 21 сутки.

Вычисление токсикокинетических пара-
метров. Экспериментально определены следую-
щие фармакокинетические параметры: константа 
скорости элиминации (Кэл, мин-1), константа скоро-
сти абсорбции (К01, мин-1), кажущаяся начальная 
концентрация препарата (C0, нг/мл), период полу-
выведения (tl/2, мин), величина максимальной кон-
центрации (Сmax, нг/мл), время установления мак-
симальной концентрации (tmax, мин), площадь под 
фармакокинетической кривой «концентрация–вре-
мя» (AUC0-t, нг∙мин/мл), среднее время пребывания 
препарата в организме (MRT, час).

Для вычисления токсикокинетических пара-
метров использовали модели внесосудистого од-
нократного введения и внутривенного однократно-
го введения. Вычисления производили с помощью 
лицензионного программного обеспечения (ПО) 
Prism версии 5.04.

Обсуждение результатов
Экспозиция ФОП обычно выявляется через 

определение ингибирования активности ацетил-
холинэстеразы (AChE) в крови различными мето-
дами. Однако для этого метода необходимо опре-
деление исходного уровня активности фермента у 
неэкспонированных людей [15]. Определение типа 
ФОП, вызвавшего отравление, невозможно.

Подбор условий подготовки проб крови и 
мочи. В качестве метода извлечения пестицидов из 
крови был использован метод жидкость-жидкост-
ной экстракции, так как он позволяет использовать 
в качестве образцов кровь различного качества: 
цельную, плазму крови, сыворотку, разморожен-
ную и гемолизованную, что особенно актуально 
при определении причин отравления post mortem. 
Методика количественного анализа разработана 
при использовании именно цельной крови в каче-
стве матрицы для определения ФОП, однако было 
показано, что пределы обнаружения в 1 нг/мл до-
стигаются и в других матрицах.

В качестве растворителя для жидкость-жид-
костной экстракции с высаливанием был исполь-
зован ацетонитрил. Значительным преимуществом 
ацетонитрила является возможность извлечения 
полярных метаболитов ФОП без дополнительной 
подготовки проб. Степени извлечения определяли 
следующим образом: в 1 мл крови или мочи вно-
сили ФОП и получали модельные растворы с кон-
центрацией 10 мкг/мл. Затем проводили экстракцию 
ацетонитрилом согласно процедуре, приведенной 
в Экспериментальной части, с той разницей, что ко-
нечный экстракт не упаривали, а непосредственно 
анализировали. Полученные площади хроматогра-
фических пиков сравнивали с площадями анали-
тов в модельном растворе ФОП в ацетонитриле с 
концентрацией 5 мкг/мл.

Степени извлечения ФОП в ацетонитрил из 
крови и мочи приемлемы и составляют: димето-
ат 55 % (71 %), диазинон 67 % (64 %), метилпара-

Масс-хроматограмма экстракта из образца цельной крови с внесенными 5 нг каждого компонента, зарегистрирован-
ная по оптимальным переходам с оптимальной энергией столкновений
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тион 46 % (62 %), хлорпирифос 60 % (61 %), фоза-
лон 54% (68 %), дихлофос 44 % (63 %). В скобках 
приведены степени извлечения аналита из мочи. 

Подбор условий хроматографического 
разделения. Режим разделения на стандартной 
колонке с неполярной фазой выбран эмпирически, 
так чтобы целевые соединения не элюировались 
одновременно с основными компонентами матрицы.

На рисунке приведена масс-хроматограмма 
экстракта из образца цельной крови с внесенны-
ми 5 нг каждого компонента, зарегистрированная 
по оптимальным переходам с оптимальной энер-

гией соударений. Над пиками указаны значения 
сигнал/шум (S/N).

Подбор условий масс-селективного детек-
тирования. Оптимизация условий масс-селективного 
детектирования включала выявление реакций (ре-
жим МРМ) и энергий соударений, характеризующих-
ся максимальным значением отношения сигнал/шум 
при анализе биологического образца. Полученные 
в ходе оптимизации аналитические характеристики 
приведены в табл. 3. Стоит отметить, что в данных 
условиях анализа, на масс-хроматограмме практи-
чески отсутствуют посторонние пики.

Таблица 3
Аналитические характеристики целевых соединений. Временные интервалы регистрации и характери-
стичные реакции (режим ММР)

№
п/п

Временной интер-
вал, мин

Название соеди-
нения

Время удержива-
ния, мин

m/z => m/z 
Энергия соуда-

рений, В1

1 8.00 – 13.00 Дихлофос 10.082 109 =>79 5
2 14.00 – 16.60 Диметоат 16.199 87 =>46 15
3 16.85 – 17.40 Диазинон 16.942 137 => 84 15
4 17.40 – 18.20 Метилпаратион 17.796 263 => 109 15
5 18.20 – 21.50 Хлорпирифос 18.601 197 =>169 15
6 22.30 – 30.60 Фозалон 22.600 182 =>111 15

Примечание: 1 – энергия соударений приведена в вольтах, так как это один из параметров режима работы ячейки со-
ударений в тандемном масс-спектрометре.

Таблица 4
Метрологические характеристики определения ФОП методом газовой хроматографии с тандемным масс-
селективным детектированием

Метрологическая характеристика Значение
Диапазон определяемых концентраций, мг/см3 от 1.0·10-6 до 1.0·10-3

Повторяемость (относительное стандартное отклонение σr), % 6

Внутрилабораторная прецизионность (относительное стандартное откло-
нение σRл), %

8

Правильность (границы неисключённой относительной систематической 
погрешности δс), %

6

Точность (границы относительной погрешности δс), % 17

Таблица 5
Средние значения токсикокинетических параметров ФОП

Параметр
Модель однократного внутривенного введения

Модель однократного внесосу-
дистого введения

Диметоат Диазинон Метилпаратион Хлорпирифос Фозалон
C0, нг/мл 206432 308 954 92 19
K01, мин-1 -* - - 0.,037 0.024
Kэл, мин-1 0.012 0.011 0.0075 0.0014 0.0011

AUC0-t, нг∙мин/мл 13221667 48608 183522 95149 15683
tmax, мин 23 23 23 200 280

Cmax, нг/мл 154146 243 836 78 17
t1/2, мин 60 74 96 652 740

MRT0-144, час 6 25 30 41 50
Период** детекти-

рования, сут 3 3 3 3 6
Примечания:* – при внутривенном введении отсутствует фаза абсорбции; ** – период времени после отравления в 
течение которого возможно количественное определение токсиканта в крови или моче.
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В табл. 4 приведены метрологические характе-
ристики разработанного метода определения ФОП.

Токсикологический эксперимент. Опро-
бование методики определения ФОП на экспери-
ментальных животных было проведено с целью 
выявления периодов, в течение которых возмож-
но обнаружение ФОП, а также установления зави-
симости между полученными дозами токсикантов 
и их концентрациями в биологических образцах. В 
табл. 5 приведены основные токсикокинетические 
параметры ФОП, за исключением дихлофоса, кото-
рый крайне быстро метаболизируется, а его опре-
деление в течение продолжительного времени воз-
можно при дозах больших, чем 0.1 LD50. 

Полный набор токсикокинетических параме-
тров ФОП в литературе приводится крайне редко, 
между тем экспериментальная оценка токсикоки-
нетических параметров позволяет не только мате-
матически описать кривую зависимости концентра-
ции токсиканта в крови от времени, но и произвести 
приблизительную оценку полученной дозы ФОП на 
основании измеренной концентрации токсиканта.

Заключение
Количественное определение ФОП с помощью 

предложенной методики возможно на уровне 1 нг/
мл в биологических образцах. Методика измере-
ний массовых концентраций фосфорорганических 
пестицидов в биопробах методом газовой хрома-
тографии с тандемным масс-спектрометрическим 
детектированием прошла метрологическую ат-
тестацию (Свидетельство об аттестации методи-
ки измерений  № 222.0320/01.00258/2013) и может 
быть применена в целях мониторинга работников, 
занятых в сфере производства и применения пе-
стицидов, а также лиц с пониженным уровнем ак-
тивности холинэстеразы, либо с соответствующи-
ми клиническими симптомами.

В эксперименте на кроликах-самцах опреде-
лены основные токсикокинетические параметры 
диметоата, диазинона, метилпаратиона, хлорпири-
фоса и фозалона. Показано, что достигнутые пре-
делы обнаружения позволяют определять ФОП в 
течение 6 дней после отравления дозами, эквива-
лентными от 1/10 LD50 до 1/50 LD50.
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GC-MS/MS QUANTIFICATION of CHLOROPHOS, DIMETHOATE, 
CHLOROPYRIFOS, FOSALON, DIAZINON AND METHYL 
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A method was developed for quantification of six organophoshorus pesticides (OPP): chlorophos, 
dimethoate, chloropyrifos, fosalon, diazinon, and methyl parathion. The method allows the target compounds 
to be determined at a level of 1 ng/ml (1 ppb) in blood and urine samples by gas chromatography with 
tandem mass-selective detection. Sample preparation procedure includes salting and liquid-liquid extraction 
with acetonitrile. Method has passed methrological certification (certificate № 222.0320/01.00258/2013), 
and can be used for monitoring of employees engaged in the production and use of pesticides, as well 
as those with low levels of cholinesterase activity, or with the corresponding clinical symptoms. The 
detection limit makes it possible to reveal the intake of OPPs over a period of up to 6 days post exposure 
at doses equvalent to 1/10−1/50 LD50. 

The method was tested in a toxicological experiment on male rabbits after oral administration of 
mixture of six OPP’s. Doses of OPP’s was equivalent to 1/10 LD50 and 1/50 LD50. The main toxicokinetic 
parameters of dimethoate, chloropyrifos, fosalon, diazinon, and methyl parathion was evaluated.

Key words: organophosphorus pesticides, GC-MS, blood, urine.
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