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РЕЗЮМЕ

Введение. Полиароматические углеводороды (ПАУ) метаболизируются в гидроксильные производные, которые выводятся из организма человека 
с мочой. Газовая хроматография с масс-селективным детектированием – наиболее чувствительный и эффективный метод для разделения и 
последующего определения содержания гидроксильных ПАУ.
Материалы и методы. В исследовании использовали газовый хроматограф с масс-селективным детектором и капиллярной колонкой HP-5MS. 
Извлечение проводили с помощью дисперсионной жидкостно-жидкостной микроэкстракции, экстрагирующим растворителем служил хлороформ, 
а диспергирующим растворителем – этанол. Дериватизацию гидроксильных ПАУ выполняли в онлайн-режиме, одновременно вводя в испаритель 
хроматографа хлороформный экстракт и силилирующий реагент.
Результаты. Рассчитаны характеристики разделения гидроксильных ПАУ в виде триметилсиланов на капиллярной колонке: эффективность, ко-
эффициент разделения, разрешение. Исследовано влияние температуры испарительного порта на сигнал детектора. Осуществлён подбор диспер-
гирующего растворителя (этанола, ацетона, ацетонитрила, метанола) для изучения его влияния на степень экстракции. Максимальная степень 
экстракции отмечена при применении этанола. Исследованы закономерности изменения степени экстракции от объёма этанола и времени встря-
хивания. Оценены следующие метрологические характеристики: повторяемость, воспроизводимость, полнота извлечения, точность.
Ограничения исследования. Совершенствование методического похода к измерению гидроксильных ПАУ в моче проведено без апробации метода 
на реальных биопробах работников, подвергающихся воздействию токсикантов в производственных условиях.
Заключение. В усовершенствованном методическом подходе к определению содержания гидроксильных ПАУ методом газовой хроматографии с 
масс-селективным детектированием использование дисперсионной жидкостно-жидкостной микроэкстракции вместо классической жидкостной 
экстракции ускорило пробоподготовку, исключило стадию упаривания экстракта. Степень экстракции составила 70–100%. Дериватизация реа-
гентом силил-991 в испарительном порте обеспечила экспрессность реакции.
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Determination of the content of metabolites of polyaromatic 
hydrocarbons in urine by chromatography with mass-selective detection
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ABSTRACT

Introduction. Polyromatic hydrocarbons (PAHs) are metabolized into hydroxyl derivatives, which are excreted from the human body in urine. Gas chromatography 
with mass-selective (GC-MS) detection is a more sensitive and efficient method for separation and subsequent measurement of hydroxyl PAHs.
Materials and methods. The study used a gas chromatograph with a mass-selective detector and a capillary column HP-5MS. Extraction was performed using 
dispersive liquid-liquid microextraction, where chloroform served as the extracting solvent, and ethanol as the dispersing solvent. Derivatization of hydroxyl PAHs 
was carried out online – simultaneously introducing chloroform extract and silylating reagent into the chromatograph injector.
Results. There were calculated characteristics of trimethylsilanes hydroxyl PAH separation on a capillary column as follows: efficiency, separation factor, resolution. 
The effect of the evaporation port temperature on the detector signal was studied. A dispersing solvent (ethanol, acetone, acetonitrile, methanol) was selected to study 
its effect on the degree of extraction. The maximum extraction degree is obtained when using ethanol. The patterns of the change in the extraction degree from the 
ethanol volume and shaking time were studied. The following metrological characteristics were estimated: repeatability, reproducibility, recovery, and accuracy.
Limitations. Improvement of the methodological approach to measuring hydroxyl PAHs in urine was carried out without testing the method on real samples 
of workers exposed to toxicants in industrial conditions.
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Conclusion. In the improved methodical approach of GC-MS determination of hydroxyl PAHs, the use of dispersive liquid-liquid microextraction instead of 
classical liquid extraction accelerated sample preparation and eliminated the extract evaporation stage. The degree of extraction was 70–100%. Derivatization with 
the silyl-991 reagent in the evaporation port ensured the rapidity of the reaction.
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Введение
Полициклические ароматические углеводороды (ПАУ) 

в процессе метаболизма биотрансформируются в гидрок-
сильные производные [1, 2]. Измерение содержания ги-
дроксильных ПАУ в моче проводят следующими методами: 
высокоэффективная жидкостная хроматография с флуори-
метрическим детектированием (ВЭЖХ-ФД), газовая хрома-
тография с масс-селективным детектированием (ГХ-МС). 
Последний является более селективным, чувствительным 
и эффективным для разделения и последующего определе-
ния содержания гидроксильных ПАУ [3–6]. При измерении 
содержания гидроксильных метаболитов ПАУ методом ГХ-
МС необходима дериватизация в менее полярные и более 
летучие соединения.

Для дериватизации гидроксильных ПАУ чаще всего ис-
пользуют силилирование, которое имеет следующие особен-
ности: строго безводные условия, так как реагент, дериваты 
склонны к гидролизу; продолжительность реакции от 30 
до 60 мин; повышенная температура (не менее плюс 60 °C).

В последние годы получило распространение силили-
рование в разогретом испарителе газового хроматографа 
за счёт реакции в газовой фазе между дериватизирующим 
реагентом и аналитом [7, 8]. Это снижает возможность раз-
ложения производных и уменьшает воздействие на окру-
жающую среду. Дополнительное экспериментальное обо-
рудование (нагревательный блок и реакционные флаконы) 
не требуется, поскольку реагент и аналит вводятся одно-
временно внутрь испарительного порта ГХ или ГХ-МС. 
Кроме того, минимальны объёмы силилирующего реагента 
и экстракта образца. Дериватизация в испарительном порте 
гораздо эффективнее в сравнении с дериватизацией во фла-
коне (автономном режиме), что снижает пределы измерения 
и повышает точность метода.

Для извлечения метаболитов ПАУ из биологических 
и водно-солевых матриц применяют жидкостно-жидкост-
ную экстракцию (ЖЖЭ), твердофазную микроэкстракцию 
(ТФМЭ) и дисперсионную жидкостно-жидкостную микро-
экстракцию [8–12].

Методический подход с жидкостно-жидкостной экс-
тракцией в ГХ-МС-определении гидроксильных ПАУ ос-
нован на извлечении гексаном с последующим концен-
трированием экстракта в потоке азота и силилировании 
в сухом остатке N,O-бистриметилсилилтрифторацетами
дом (БСТФА) в течение 45 мин [13]. В данном методиче-
ском подходе экстракция и дериватизация продолжительны 
по времени, а в процессе упаривания экстракта существу-
ет вероятность потерь 2-, 3-ядерных гидроксильных ПАУ. 
В методическом походе с применением ТФМЭ требуется 
длительное время выдержки волокна (от 45 мин до 12 ч), 
что делает его неэффективным для рутинного анализа [14]. 
Дисперсионная жидкостно-жидкостная микроэкстракция 

(ДЖЖМЭ) является экономным, быстрым и простым спо-
собом извлечения [15–22].

Методический подход с ДЖЖМЭ при ГХ-МС-измерении 
гидроксильных ПАУ в донных отложениях основан 
на ускоренной экстракции из твёрдой матрицы смесью 
воды с ацетонитрилом в течение 10 мин и последующей 
дисперсионной жидкостно-жидкостной микроэкстракции 
хлорбензолом (100 мкл) из водно-ацетонитрильной смеси, 
концентрировании экстракта до сухого остатка упарива-
нием, силилировании в сухом остатке метил(трет-бутил)
диметилсилилтрифторацетамидом (МТБСТФА) в течение 
1 ч при температуре плюс 60 °С [23]. Данный подход имеет 
недостатки, к которым можно отнести возможность потерь 
лёгких аналитов в процессе концентрирования экстракта, 
длительность дериватизации (60 мин) и ГХ-МС-анализа 
(48 мин). Изучение существующих методических подходов 
к измерению гидроксильных ПАУ в моче показало широ-
кое применение длительного автономного силилирования 
и редкое использование ДЖЖМЭ.

Цель настоящего исследования – совершенствование мето-
дического подхода ГХ-МС-определения содержания гидрок-
сильных ПАУ (2-гидроксинафталина, 2-гидроксифлуорена, 
9-гидроксифенантрена, 3-гидроксифенантрена, 2-гидрокси-
фенантрена, 1-гидроксипирена, 6-гидроксихризена) в моче 
за счёт сочетания дисперсионной жидкостно-жидкостной ми-
кроэкстракции и дериватизации силилирующим агентом си-
лил-991 (смесь 99% N,O-бистриметилсилилтрифторцетамида 
и 1% триметилхлорсилана) в испарительном порте.

Материалы и методы
Оборудование. В работе использовали следующее обо-

рудование: газовый хроматограф с масс-селективным де-
тектором Agilent 5975C, оснащённым жидкостным авто-
самплером Agilent 7693 и капиллярной колонкой HP-5MS 
(30 м × 0.25 мм, 0,25 мкм); центрифугу Eppendorf 5804.

Стандартные образцы и реактивы. Использовали следу-
ющие стандартные образцы: 2-гидроксинафталин (99,8%, 
Fluka, Швейцария), 2-гидроксифлуорен (98%, Aldrich, 
США), 9-гидроксифенантрен (98,2%, Aldrich, США), 
3-гидроксифенантрен (99,5%, Dr. Ehrenstorfer, Германия), 
2-гидроксифенантрен (94%, Dr. Ehrenstorfer, Германия), 
1-гидроксипирен (98,2%, Aldrich, США), 6-гидроксихризен 
(99,8%, Dr. Ehrenstorfer, Германия). В качестве реактивов 
применяли ацетонитрил (Криохром, Россия), 0,1 М соля-
ную кислоту, дистиллированную воду, этанол (96%), аце-
тон (Экрос, Россия), метанол, хлороформ перегнанный х. ч.  
(Экос, Россия), силилирующий реагент силил-991  
(99% N,O-бистриметилсилилтрифторцетамида с 1% три-
метилхлорсилана). Также использовали образцы мочи 
Seronorm для приготовления стандартных растворов ги-
дроксильных ПАУ.
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испарительного порта на эффективность дериватиза-
ции в виде зависимостей площадей пиков от температу-
ры испарителя исследовали в интервале плюс 150–370 °C  
(табл. 2).

В дисперсионной жидкостно-жидкостной микроэк-
стракции роль диспергирующего растворителя заключа-
ется в диспергировании экстрагента в водной фазе в виде 
мелких капель, то есть в образовании трёхкомпонентной 
эмульсии: проба + экстрагент + диспергирующий раство-
ритель. При образовании эмульсии контакт между водной 
фазой и экстрагентом значительно возрастает, что помогает 
быстро достичь равновесия, повысить степень экстракции 
и сократить её продолжительность. Выбор эффективного 
диспергирующего растворителя осуществляли, изучая за-
висимость степени экстракции R от диспергирующего рас-
творителя (ацетонитрил, ацетон, метанол и этанол) (рис. 2). 
Степень экстракции рассчитывали как отношение экспери-
ментально измеренной массы аналита в экстракте к массе 
аналита, ведённого в образец мочи.

Приготовление стандартных растворов. Исходный рас-
твор гидроксильных ПАУ (100 мкг/мл) готовили растворе-
нием точной навески каждого стандартного образца в ацето-
нитриле. Разбавлением исходного раствора гидроксильных 
ПАУ ацетонитрилом получали растворы следующих кон-
центраций: 40; 20; 10; 5; 2; 0,5 мкг/мл. Растворы гидроксиль-
ных ПАУ в моче (25 мл) с концентрациями 40; 20; 10; 5; 2; 
0,5 нг/мл готовили добавлением в мочу 25 мкл растворов ги-
дроксильных ПАУ в ацетонитриле с концентрациями 40; 20; 
10; 5; 2; 0,5 мкг/мл.

Методика эксперимента. Во флакон вместимостью 5 мл  
с острым коническим дном вносили пробу мочи (2 мл),  
2 мл 0,1 М соляной кислоты, 100–500 мкл этилового спирта,  
100 мкл хлороформа; вручную встряхивали в течение 5–25 с  
для образования эмульсии; центрифугировали при 5000 об./мин  
в течение 10 мин; переносили нижний (хлороформный) 
слой во флакон объёмом 250 мкл и автоматически вводили 
микрошприцем в испарительный порт хроматографа трёх-
фазную систему (1 мкл реагента силил-991, 0,2 мкл воз-
духа и 1 мкл хлороформного экстракта) для последующего  
ГХ-МС-анализа. ГХ-МС-анализ осуществляли в капилляр-
ной колонке HP-5MS (30 м × 0,25 мм, 0,25 мкм) в следую-
щих условиях: температура испарителя плюс 300 °С; режим 
ввода образца без деления потока 0,7 мин; поток газа-носи-
теля в колонке 1,2 мл/мин; режим термостата колонки: вы-
держка при температуре плюс 100 °С в течение 2 мин, подъ-
ём со скоростью 20 °С/мин до температуры плюс 280 °С, 
выдержка в течение 8 мин, температура интерфейса плюс 
290 °С, ионного источника – плюс 230 °С, квадруполя – 
плюс 150 °С; задержка включения нити накала 7 мин. Сбор 
хромато-масс-спектральной информации осуществляли 
в режиме селективного ионного мониторинга количествен-
ных ионов (m/z 216, 254, 266, 290, 316) и подтверждающих 
ионов (m/z 201, 239, 251, 275, 301).

Идентификацию проводили по времени удерживания, 
количественным и подтверждающим ионам. Для расчёта со-
держания гидроксильных ПАУ предлагаемым способом ис-
пользовали абсолютную градуировку по стандартным раство-
рам гидроксильных ПАУ в моче в диапазоне от 0,5 до 40 нг/мл.

Результаты
Хроматограмма стандартного раствора гидроксильных 

ПАУ представлена на рис. 1.
По данным времён удерживания (tR) и ширины пиков 

(wb) провели расчёт основных хроматографических харак-
теристик – эффективности разделения (N), коэффициента 
разделения (a), разрешения (Rs) (табл. 1).

Дериватизация реагентом силил-991 в порте испарителя.  
Поскольку дериватизация осуществляется внутри испа-
рительного порта газового хроматографа, температуру ис-
парителя можно рассматривать как температуру реакции 
аналитов с реагентом силил-991. Влияние температуры 
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Рис. 1. Хроматограмма стандартного раствора гидроксильных ПАУ 
в моче (триметилсиланы гидроксильных ПАУ).

Fig. 1. Chromatogram of the standard solution of hydroxyl PAHs in urine 
(trimethylsilanes of hydroxyl PAHs).

Т а б л и ц а  1  /  T a b l e  1
Хроматографические и масс-спектральные характеристики разделения триметилсиланов гидроксильных ПАУ на капиллярной 
колонке HP-5MS
Chromatographic and mass-spectral characteristics of the separation of trimethylsilanes of hydroxyl PAHs on a capillary column HP-5MS

Вещество 
Compound

tR,  
мин | min m/z wb,  

мин | min
N,  

т. т. | t. p. a Rs

2-ОН-нафталин | 2-OH-naphalene 7.365 216 0.068 187 693 1.31 36.0
2-ОН-флуорен | 2-OH-fluorene 9.672 254 0.06 415 767
9-ОН-фенантрен | 9-OH-phenanthrene 10.335 266 0.046 807 654 1.07 12.5
3-ОН-фенантрен | 3-OH-phenanthrene 10.455 266 0.05 699 565 1.01 2.5
2-ОН-фенантрен | 2-OH-phenanthrene 10.635 266 0.07 369 317 1.02 3.0
1-ОН-пирен | 1-OH-pyrene 12.156 290 0.136 127 827 1.14 14.8
6-ОН-хризен | 6-OH-chrysene 13.775 316 0.129 182 442 1.13 12.2
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Т а б л и ц а  2  /  T a b l e  2
Влияние температуры испарителя на дериватизацию гидроксильных ПАУ реагентом силил-991
The impact of injector temperature on derivatization of hydroxyl PAHs with silyl-991 reagent

Tисп, °С 
Tinj, °С

Площадь пиков / Areas Peaks

2-гидроксинафталин
2-hydroxynaphthalene

2-гидроксифлуорен
2-hydroxyfluorene

9-гидроксифенантрен
9-hydroxyphenanthrene

3-гидроксифенантрен 
3-hydroxyphenanthrene

2-гидроксифенантрен
2-hydroxyphenanthrene

1-гидроксипирен
1-hydroxypyrene

6-гидроксихризен
6-hydroxychrysene

150 1685 103 0 0 0 0 0
200 3559 2366 1509 1526 1259 555 106
250 3667 3381 2692 3195 3124 2232 1500
300 3750 3405 2821 3511 3610 3739 3238
350 3745 3403 2839 3551 3694 3778 3240
370 3702 3406 2833 3592 3730 3729 3245

Т а б л и ц а  3  /  T a b l e  3
Закономерность изменения степени экстракции (R) гидроксильных ПАУ от объёма этанола и времени встряхивания
The pattern of changes in the recovery of extraction (R) of hydroxyl PAHs from the volume of ethanol and shaking time

Объём 
этанола, мкл 

Volume of 
ethanol, µl

Время 
встряхивания, с 

Shaking time, s

Степень экстракции, % / Recovery of extraction, %

2-OH-Нафт 
2-ОН-Naph

2-OH-Флу 
2-OH-Flu

9-OH-Фен 
9-OH-Phe

3-OH-Фен 
3-OH-Phe

2-OH-Фен 
2-OH-Phe

1-OH-Пир 
1-OH-Pyr

6-OH-Хри 
6-OH-Chr

100 5 44.6 54.6 58.0 59.4 58.9 59.7 54.5
150 5 46.1 57.6 62.4 64.0 64.1 63.9 57.0
200 5 47.7 60.7 66.8 68.5 69.3 68.1 59.5
250 5 49.2 63.7 71.1 73.0 74.5 72.3 61.9
300 5 50.7 66.7 75.5 77.5 79.7 76.5 64.4
300 10 56.5 77.7 83.1 91.6 92.2 83.4 65.9
300 15 62.3 88.7 90.7 105.6 104.7 90.2 67.3
300 20 68.1 99.7 98.3 119.7 117.2 97.1 68.8
300 25 73.9 110.7 105.9 133.7 129.7 103.9 70.2
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Этанол / Ethanol Ацетон / Acetone Ацетонитрил / Acetonitrile Метанол / Methanol

Рис. 2. Влияние диспергирующего растворителя на степень экстракции R.

Fig. 2. Effect of dispersing solvent on the recovery of extraction.
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графика газового хроматографа с масс-селективным детек-
тированием по рекомендациям РМГ 76–2014 (см. табл. 5).

Обсуждение
В хроматограмме стандартного раствора гидроксильных 

ПАУ пики острые и симметричные, коэффициент разде-
ления (a) для изомеров 9-гидроксифенантрена 3-гидрок-
сифенантрена, 2-гидроксифенантрена выше 1, разрешение 
(Rs) не менее 2,5. В процессе дериватизации гидроксильных 
ПАУ в испарительном порте выявлено, что в интервале тем-
ператур плюс 150–300 °C сигналы возрастают, при темпера-
туре выше плюс 300 °C не наблюдается значительного роста 
сигналов. Для двухъядерных гидроксильных ПАУ сигналы 
можно наблюдать при температуре плюс 150 °С и выше, 
для более тяжёлых 3,4-ядерных гидроксильных ПАУ – на-
чиная с температуры плюс 200 °С. С увеличением молеку-
лярной массы соединения требуется более высокая темпера-
тура. В качестве оптимальной температуры испарительного 

Поскольку на степень экстракции (R) в ДЖЖМЭ влия-
ют объём диспергирующего растворителя этанола и время 
встряхивания, нами были исследованы закономерности из-
менения степени экстракции от объёма этанола и времени 
встряхивания (табл. 3).

Провели оценку следующих метрологических характе-
ристик: повторяемость, воспроизводимость, правильность, 
точность. Применяли образцы мочи с ведёнными гидрок-
сильными ПАУ в концентрациях 0,5, 10 и 40 нг/мл, каждый 
образец анализировали пять раз. Рассчитали полноту извле-
чения как отношение определённого содержания аналита 
в моче (Сопр) к введённому значению (Св) (табл. 4).

По полученным экспериментальным данным рассчита-
ли показатель повторяемости в виде относительного средне-
квадратического отклонения (табл. 5). Расчётным способом 
установили показатель воспроизводимости; показатель точ-
ности (границы относительной погрешности) рассчитали 
суммированием составляющих погрешностей приготовле-
ния стандартных растворов, построением градуировочного 

Т а б л и ц а  4  /  T a b l e  4
Результаты оценки полноты извлечения гидроксильных ПАУ в моче методом ГХ-МС
Results of evaluation of completeness of the recovery of hydroxyl PAHs in urine by GC-MS

Аналит 
Analyt

Св, нг/мл 
Ca, ng/ml

Сопр, нг/мл 
Cm, ng/ml

Полнота извлечения, % 
Recovery, %

n = 5

2-гидроксинафталин / 2-hydroxynaphthalene 0.5
10
40

0.55
10.8
37.4

109
108
93

2-гидроксифлуорен / 2-hydroxyfluorene 0.5
10
40

0.48
9.5
38

96
95
95

9-гидроксифенантрен / 9-hydroxyphenanthrene 0.5
10
40

0.64
9.3
37

129
93
92

3-гидроксифенантрен / 3-hydroxyphenanthrene 0.5
10
40

0.44
9.6

37.8

88
96
95

2-гидроксифенантрен / 2-hydroxyphenanthrene 0.5
10
40

0.52
9.5

37.9

105
95
95

1-гидроксипирен / -hydroxypyrene 0.5
10
40

0.49
9.7

39.2

98
97
98

6-гидроксихризен / 6-hydroxychrysene 0.5
10
40

0.53
9.7
37

106
97
92

Т а б л и ц а  5  /  T a b l e  5
Метрологические характеристики методического похода к измерению содержания гидроксильных ПАУ в моче методом ГХ-МС
Metrological characteristics of the methodical approach to measuring the content of hydroxyl PAHs in urine by GC-MS

Аналит 
Analyt

Диапазон, нг/мл 
Range, ng/ml

СКО повторяемости, % 
Standard deviation (SD) of 

repeatability, %

СКО воспроизводимости, % 
SD of- reproducibility, %

Точность, % 
Accuracy, %

2-гидроксинафталин / 2-hydroxynaphthalene 0.5–40 2.6 3.6 20
2-гидроксифлуорен / 2-hydroxyfluorene 0.5–40 3.3 4.6 25
9-гидроксифенантрен / 9-hydroxyphenanthrene 0.5–40 6.3 8.8 25
3-гидроксифенантрен / 3-hydroxyphenanthrene 0.5–40 5.5 7.7 30
2-гидроксифенантрен / 2-hydroxyphenanthrene 0.5–40 6.9 9.7 25
1-гидроксипирен / -hydroxypyrene 0.5–40 2.6 3.7 15
6-гидроксихризен / 6-hydroxychrysene 0.5–40 5.2 7.3 25
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Оценка полноты извлечения гидроксильных ПАУ пока-
зала, что результаты анализа не имеют значимых системати-
ческих погрешностей (средняя полнота извлечения не менее 
80%). Точность в виде границ относительной погрешности 
не превышает 30%.

Заключение
Для простого и быстрого ГХ-МС-измерения гидрок-

сильных ПАУ в моче применили комбинацию ДЖЖМЭ 
с дериватизацией в испарительном порте. ДЖЖМЭ вместо 
классической жидкостной экстракции с упариванием экс-
тракта упростило и ускорило пробоподготовку и обеспечи-
ло извлечение 70–100% аналитов. Благодаря дериватизации 
реагентом силил-991 в испарительном порте удалось исклю-
чить стадию упаривания экстракта и обеспечить экспресс-
ность дериватизации.

порта при дериватизации гидроксильных ПАУ реагентом 
силил-991 выбрано значение плюс 300 °C.

В дисперсионной жидкостно-жидкостной микроэк-
стракции для извлечения из проб мочи лучшим дисперги-
рующим растворителем оказался этанол, обеспечивающий 
степень экстракции 76–85% для всех аналитов, кроме 2-ги-
дроксинафталина (R = 70%) и 6-гидроксихризена (R = 55%). 
Несмотря на более низкие значения степеней экстракции 
у 2-гидроксинафталина и 6-гидроксихризена, использова-
ние этанола как диспергирующего растворителя позволяет 
получить лучшие показатели в сравнении с метанолом, аце-
тоном и ацетонитрилом.

При изучении зависимости изменения степени экс-
тракции от объёма этанола и времени встряхивания уста-
новлено, что максимальные значения степеней экстракции 
получаются при объёме этанола 300 мкл и времени встря-
хивания 25 с.
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