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Оптимизированы процедуры отбора, подготовки и хранения проб выдыхаемого воздуха, а также
условия определения в выдыхаемом воздухе летучих органических соединений методом газовой
хроматографии–масс-спектрометрии (ГХ–МС), наличие или изменение концентрации которых
может быть вызвано раком легких. Схема анализа включает групповое сорбционное концентриро-
вание с последующими термодесорбцией и определением аналитов методом ГХ–МС. Для отбора
проб использованы полимерные мешки из пленки Tedlar®. Установлены условия и сроки хранения
проб в мешках и сорбционных трубках. Предложен способ очистки и кондиционирования мешков.
Для целей концентрирования компонентов выдыхаемого воздуха использованы гидрофобные сор-
бенты (Porapak™ P, Porapak™ Q, Tenax® TA) и трехсекционные трубки, содержащие Tenax® GR,
Carbopack™ B и Carbosieve® S-III. Оценена их относительная эффективность (остаточный фон га-
зовыделений из сорбента, величина аналитического сигнала, эффективность сорбции/десорбции,
эффективность хранения). Оптимизированы условия концентрирования летучих органических со-
единений (объем и скорость аспирирования, время и температура термодесорбции). Идентифици-
рованы и оценены содержания основных летучих органических соединений в выдыхаемом воздухе
условно здоровых добровольцев.
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Злокачественные новообразования – одна из
основных причин смерти и инвалидизации населе-
ния развитых стран. По данным Международного
агентства по изучению рака заболеваемость злока-
чественными новообразованиями в мире превыша-
ет 14 млн случаев в год, из них свыше 1.8 млн (13%)
приходится на рак легких (РЛ) – ведущую лока-
лизацию в общей структуре онкологической за-
болеваемости [1]. Одно из направлений исследо-
ваний последних лет на кафедре аналитической
химии Института химии СПбГУ – создание мето-
да ранней диагностики РЛ на основе анализа вы-
дыхаемого воздуха (ВВ) человека [2].

Эффективность лечения РЛ зависит от рас-
пространенности опухоли в месте ее локализации
на момент начала реализации клинических меро-
приятий. На протяжении последних 30–40 лет око-
ло 70% заболеваний РЛ выявляются на III−IV ста-
дии, когда уровень выживаемости больных в тече-
ние пяти лет составляет 0–5% [3]. Это обусловлено
практически полным отсутствием характерных
симптомов и определяющих признаков РЛ, не-
доступностью достаточно высоко чувствитель-
ных, специфичных и приемлемых методов скри-
нинга, врачебными ошибками, поздним обра-
щением больного к врачу [4].

УДК 543.544.33,616.24-006,616.24-008.7

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 74  № 11  2019

ОПТИМИЗАЦИЯ УСЛОВИЙ АНАЛИЗА ВЫДЫХАЕМОГО ВОЗДУХА 871

Современная программа скрининга раннего РЛ
включает следующую схему обследования: рент-
генография или низкодозная спиральная ком-
пьютерная томография грудной клетки, цитологи-
ческое исследование мокроты и аутофлуоресцент-
ная бронхоскопия. Все перечисленные методы
нельзя назвать эффективными, поскольку каждый
из них имеет ряд существенных недостатков [5–7].
Это создает острую необходимость в разработке
новых методов скрининга раннего РЛ. В контек-
сте создания такого метода развиваются принципи-
ально иные подходы, на которые возлагаются боль-
шие надежды: молекулярно-генетический анализ и
анализ ВВ.

Анализ ВВ имеет ряд преимуществ по сравне-
нию с анализом биологических жидкостей [8].
Его отличают простота и неинвазивность проце-
дуры отбора проб, относительно малые матрич-
ные влияния, возможность проведения измерений
сколь угодно часто в режиме on-line. Недостаток
этого метода заключатся в возможной неодно-
значности взаимосвязи между содержанием со-
единений в ВВ и определенным заболеванием, т.е.
в невысокой специфичности. Существует боль-
шое число публикаций по этой теме в различных
областях медицины: инфектология [9], респира-
торные заболевания [10], онкологические заболе-
вания [11] и др. Однако для клинического исполь-
зования одобрено ограниченное количество ды-
хательных тестов [12].

Возможность контроля различных процессов
в организме путем анализа ВВ основана на осо-
бенностях метаболизма и газообмена. Кислород и
оксид углерода(IV) пассивно диффундируют че-
рез альвеолярно-капиллярную мембрану, увле-
кая за собой более 3000 идентифицированных ле-
тучих органических соединений (ЛОС) с суммар-
ной концентрацией менее 100 млн–1 [13, 14].
Водяной пар, которым насыщен ВВ, также участ-
вует в переносе многих полярных соединений [15].
Метаболические пути образования эндогенных
ЛОС известны только для ограниченного числа
соединений [16–18]. Другие ЛОС – экзогенные,
т.е. являются результатом внешнего загрязнения
посредством вдыхаемого воздуха, приема пищи
либо проникновения через кожу [19].

Ряд методов позволяет определять наличие РЛ
на основе анализа ВВ [2]. Из них наиболее эф-
фективными при проведении скрининга являют-
ся масс-спектрометрия с реакцией переноса про-
тона [20], спектрометрия ионной подвижности с
мультикапиллярной колонкой [21] и особенно
мультисенсорная система типа “электронный
нос” [22]. Однако эти методы недостаточно се-
лективны и не всегда позволяют получить одно-
значный результат. Наиболее универсальным,
высокоселективным и чувствительным методом
анализа ВВ является ГХ–МС, позволяющая оце-

нивать содержания всех известных в настоящее
время маркеров РЛ. Его недостатками являются
трудоемкость, низкая производительность и тре-
буемая высокая квалификация аналитиков, вы-
полняющих анализ. Сама процедура проведения
анализа и обработки его результатов при совре-
менном уровне автоматизации обычно не вызы-
вает затруднений. Ключевым отличием от упомя-
нутых выше методов является практическая не-
возможность проведения on-line анализа и, как
следствие, необходимость транспортировки и
хранения пробы.

Анализ ВВ технически сложен. В зависимости
от используемой методологии разброс результа-
тов достаточно широк. Существует внушитель-
ный список маркеров РЛ, но однозначного экс-
периментально подтвержденного набора нет. Од-
на из причин этого – отсутствие каких-либо
стандартных протоколов или рекомендаций по
отбору, хранению и анализу проб ВВ для диагно-
стики заболеваний [23]. Обычно схема анализа
ВВ включает четыре последовательные стадии:
отбор пробы, групповое концентрирование ком-
понентов ВВ, анализ и обработка полученных
данных.

На этапе отбора возможна наибольшая дис-
криминация пробы. На итоговый результат влия-
ют техника дыхания [24], кратность отбора [25],
тип ВВ [26], способ отбора, хранения и транспорти-
ровки [27–29], влияние эндогенных соединений,
присутствующих в комнатном воздухе, а также
микробный состав полости рта в норме и при раз-
личных патологиях [30–32]. Один из наиболее
важных этапов подготовки пробы – ее хранение.
Для сравнения результатов метода ГХ–МС и дру-
гих упомянутых выше методов необходима транс-
портировка отобранных проб в место проведения
анализа. Таким образом, должна быть обеспечена
возможность хранения отобранных проб в тече-
ние не менее 24–48 ч. В противном случае органи-
зовать подобные исследования чрезвычайно слож-
но, а в ряде случаев – невозможно. С целью груп-
пового концентрирования используют криогенное
концентрирование и различные сорбционные ме-
тоды, такие как концентрирование на твердых сор-
бентах [33] и твердофазная микроэкстракция [34].

Определение ВВ методом ГХ–МС подразуме-
вает большое количество манипуляций и дли-
тельную работу с пробой, что сопряжено с риском
дискриминации состава проб, влияющей на до-
стоверность и прогностическую силу метода в ди-
агностике заболевания. Поэтому вопрос оптими-
зации и стандартизации этих процедур имеет
ключевое значение. В опубликованных до насто-
ящего времени работах по анализу ВВ не уделено
внимание оптимизации процедур отбора и подго-
товки проб к анализу, не исследуются возможно-
сти хранения отобранных проб ВВ.
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Цель настоящей работы – оптимизация усло-
вий отбора проб ВВ, группового концентрирова-
ния ЛОС и их определения методом ГХ–МС для
неинвазивной диагностики РЛ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Пробы ВВ условно здоровых добровольцев от-

бирали в газовые мешки из полимерной пленки
Tedlar® емкостью 1 л (Supelco, США) и 3 л (Restek,
США). Новые мешки перед использованием кон-
диционировали абсолютированным этанолом пор-
циями по 100–150 мл при 50°С и сушили путем 15–
20-кратной продувки газообразным сжатым азотом
(марка “ВЧ”, ГОСТ 10157-79, ООО “Центргаз”,
Россия).

Процедура отбора проб ВВ заключалась в сле-
дующем: доброволец ополаскивает ротовую по-
лость водой, спокойно дышит, делает максималь-
но глубокий вдох, затем медленно выдыхает воз-
дух в мешок, используя диафрагменное дыхание,
чтобы удалить максимальный объем воздуха из
легких. Процедуру повторяли несколько раз до
заполнения всего объема мешка. Мешок соеди-
няли с одноразовым мундштуком, в качестве ко-
торого использовали цилиндр стерильного меди-
цинского шприца. Мешки с пробами ВВ хранили
при температуре окружающего воздуха 22 ± 3°С в
защищенных от воздействия прямого солнечного
света и источников тепла условиях. Продолжи-
тельность хранения проб ВВ от отбора до начала
анализа, за исключением экспериментов по хра-
нению проб, составляла не более 3 ч.

Для оптимизации условий анализа методом
ГХ–МС выбрали набор из девяти ЛОС: 1,2-ди-
метилбензола, 1,3-диметилбензола, бензальде-
гида, гептана, додекана, метилциклогексана,
пропан-1-ола, пропионовой кислоты и этилбен-
зола, которые принадлежат к разным классам ор-

ганических соединений (в том числе изомеры) и
по данным [35–38] предположительно являются
маркерами РЛ.

Для оценки скорости деградации пробы про-
вели серию экспериментов. Четыре очищенных
мешка наполняли ВВ условного здорового добро-
вольца, концентрировали аликвоту пробы (200 мл)
с помощью сорбционной трубки (СТ) и анализи-
ровали в выбранном режиме (табл. 1). Получен-
ное значение аналитического сигнала принимали
за 100%. Затем мешки с ВВ помещали на хране-
ние в темное место при комнатной температуре,
через определенные промежутки времени отби-
рали аликвоты и анализировали. Для термодесорб-
ции (ТД) сконцентрированных ЛОС использовали
многофункциональный пиролизер EGA/PY-3030D
(Frontier Laboratories Ltd., Япония) с микропро-
точной криогенной ловушкой MJT-1030Ex (Fron-
tier Laboratories Ltd., Япония) для криофокусиро-
вания.

Газохроматографический анализ выполняли
на газовом хроматографе GCMS-QP2010 Ultra (Shi-
madzu, Япония) c масс-спектрометрическим детек-
тором Dual Stage TMP. Разделение аналитов прово-
дили на капиллярной колонке Ultra ALLOY®-5
(Frontier Laboratories Ltd., Япония) длиной 30 м,
внутренним диаметром 0.25 мм и толщиной не-
подвижной фазы 0.25 мкм (95% диметилполиси-
локсан, 5% фенильных групп). Выбор колонки
обусловлен тем, что ее чаще всего применяют в
работах по анализу ВВ [19, 39, 40]. Параметры си-
стемы ТД–ГХ–МС во время анализа представле-
ны в табл. 1. Соединения идентифицировали пу-
тем сравнения времен удерживания индивиду-
альных веществ и компонентов пробы ВВ, а также
сравнением экспериментальных и библиотечных
масс-спектров (NIST08, версия 2.0, 220 тыс. со-
единений), полученных ионизацией электрона-

Таблица 1. Параметры системы газовой хроматографии−масс-спектрометрии с термодесорбцией

Параметр Значение

Температура печи пиролизера 230°С
Температура интерфейса пиролизера 230°С
Температура инжектора 230°С
Температурная программа термостата колонки 40°С (3 мин)–30 град/мин–220°С (0 мин)–40 град/мин–

300°С (2 мин)
Газ-носитель Гелий (марка “6.0”)
Расход газа-носителя 1.20 мл/мин (общий поток 28.2 мл/мин)
Соотношение деления потока газа-носителя 1 : 20
Температура интерфейса масс-спектрометра 200°С
Температура ионного источника 200°С
Диапазон сканирования масс-спектра 30–250 ед. m/z
Скорость сканирования спектра 1250 а. е. м./с
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ми, с использованием автоматизированных си-
стем поиска (GCMS Solution, версия 2.72).

Материалом для бактериологического иссле-
дования служили соскобы с 10 см2 внутренней по-
верхности газового мешка и 5 мл пробы ВВ из
мешка (условно здорового добровольца). Мате-
риал с поверхности пакета отбирали стерильным
тампоном, смоченным в физиологическом рас-
творе, засевали на “кровяной” агар, среду Сабу-
ро, желточно-солевой и мясопептонный агар в
чашках Петри. Выдыхаемый воздух через шприц
засевали в стерильный флакон с мясопептонным
бульоном в соотношении 1 : 10 и инкубировали в
течение 16 ч при 37°С. Исследования проводили
согласно рекомендациям [41, 42]. После подсчета
выросших колоний и получения чистой культуры
проводили идентификацию микроорганизмов,
изучали морфологию колоний, осуществляли
микроскопию выросших микроорганизмов, прово-
дили биохимическое типирование с использовани-
ем тест-систем API® Coryne (bioMérieux, Франция).
Все полученные изоляты независимо идентифици-
ровали методом масс-спектрометрии. Исследуе-
мую культуру наносили в виде тонкого мазка на чип
MSP 96 (Bruker Daltonics, Германия), сверху насла-
ивали 0.001 мл насыщенного раствора матрицы
((E)-2-циано-3-(4-гидроксифенил)проп-2-еноат в
среде, содержащей 50% ацетонитрила и 2.5% три-
фторуксусной кислоты). Масс-спектры собира-
лись в автоматическом режиме на масс-спектро-
метре MicroflexTM LT MALDI-TOF (Bruker Dal-
tonics, Германия). Для анализа спектров и
идентификации микроорганизмов использовали
программное обеспечение MALDI Biotyper 3.0
(Bruker Daltonics, Германия).

Для концентрирования ЛОС использовали
СТ. Изучены различные типы и марки сорбентов:
Porapak™ P (50/80 меш, Waters Associates, Inc.,
США), Porapak™ Q (50/80 меш, Waters Associates,
Inc., США), Tenax® TA (60/80 меш, Scientific Instru-
ment Services, Inc., США), трехсекционные трубки
на основе Tenax® GR (35/60 меш), Carbopack™ B
(60/80 меш) и Carbosieve® S-III (60/80 меш). Перед
наполнением СТ твердые сорбенты активирова-
ли, т.е. удаляли соединения (в частности, моно-
меры, адсорбировавшиеся высококипящие со-
единения и т.д.), блокирующие активные центры
на поверхности сорбента. Для этого сорбенты об-
рабатывали в аппарате Сокслета в течение 24 ч
последовательно пропан-2-оном, пентаном и аб-
солютизированным этоксиэтаном. После обра-
ботки сорбенты сушили в течение 48 ч в чашках
Петри в стеклянном вакуум-эксикаторе (остаточ-
ное давление не более 10–2 Па). Использовали
кварцевые трубки длиной 85 мм, внутренним
диаметром 2 мм, внешним диаметром 4 мм. Сорб-
ционные трубки заполняли сорбентом высотой
60 ± 3 мм на расстоянии 5 мм от нижнего края

(количество сорбента ограничено зоной нагрева
печи термодесорбера). Гранулы полимерных сор-
бентов склонны к электризации и слипанию, по-
этому непосредственно перед заполнением их за-
мораживали в жидком азоте. После заполнения
трубки закрывали с обоих концов пробками из
силанизированной стекловаты (Restek, США).

Перед использованием СТ кондиционировали
по следующей схеме: продували ток в направле-
нии, противоположном направлению при отборе
проб, каталитически очищенного гелия (содер-
жание O2 не более 1 млн–1) при комнатной темпе-
ратуре и давлении 200 кПа в течение 15 мин и за-
тем в течение 24 ч при 240°С для Porapak™ P и Po-
rapak™ Q, при 340°С для Tenax® TA, при 300°С для
трехсекционной трубки. По истечении времени
нагрева СТ охлаждали до комнатной температуры
и анализировали в обычном хроматографическом
режиме для получения холостого показания, что-
бы установить чистоту сорбента и выявить нали-
чие артефактов. При отрицательных результатах
тестирования (уровень холостого показания не-
приемлем) процедуру кондиционирования по-
вторяли. Подготовленные СТ закрывали с помо-
щью тефлоновых заглушек с обеих сторон и хра-
нили до использования не более 1–2 нед.

Жидкие модельные смеси с концентрациями
интересующих ЛОС 10, 1, 0.1 и 0.01 мл/л готовили
объемно-объемным способом в мерных колбах
емк. 10 мл (Schott Duran, Германия) с помощью
автоматического микрошприца eVol XR (SGE Ana-
lytical Science, Австралия). В качестве растворителя
использовали метанол (хроматогр. ч., J.T. Baker,
Нидерланды). Смеси вводили в испаритель хрома-
тографа с помощью микрошприца NanoVolume
Syringe (SGE Analytical Science, Австралия). Жид-
кие модельные смеси использовали для получения
градуировочных зависимостей аналитического
сигнала (площадь под пиком полного ионного
тока, мВ мс) от массы введенного ЛОС (нг). Ве-
личины пределов обнаружения ЛОС рассчитыва-
ли по 3σ-критерию.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Подготовка газовых мешков к использованию.
Согласно данным производителей пленку Tedlar®

(поливинилфторид) изготавливают без примене-
ния пластификаторов [43]. Однако в остаточном
фоне газовыделений обнаруживаются артефакты:
N,N-диметилацетамид и фенол (рис. 1). Установ-
лено, что первое соединение выполняет роль рас-
творителя поливинилфторида при его производ-
стве, а второе – пластификатора [44]. В результа-
те эмиссии N,N-диметилацетамида и фенола из
материала мешка происходит не только дискрими-
нация состава пробы, но и перегрузка сорбента, что
резко снижает сорбцию целевых ЛОС из пробы ВВ.
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Соотношение суммы аналитических сигналов
основных макрокомпонентов ВВ (пропан-2-он
и 2-метилбута-1,3-диен) и суммы сигналов
N,N-диметилацетамида и фенола – 1 : 500 (рис. 1).
Кондиционирование мешка при 80°С в течение 24 ч
незначительно улучшает ситуацию (1 : 390). При
использовании мешков другого производителя
(Restek Corp.) появления артефактов в пробе не
наблюдали. Таким образом, следует проверять
качество мешков из пленки Tedlar® перед работой
с ними.

Мешки используются многократно, поэтому
необходима эффективная процедура их очистки
из-за частичной сорбции некоторых целевых
компонентов на внутренних стенках мешка. Пред-
ложено проводить очистку мешков многократ-
ным продуванием высокочистого инертного газа
(Ar или N2). Изучена зависимость аналитических
сигналов компонентов, склонных к сорбции на
стенках мешка, от кратности продувания (табл. 2).
Установлено, что такие летучие соединения, как
гептан и пропан-1-ол, удаляются довольно быст-
ро, а относительно малолетучие додекан и этилбен-
зол требуют большего количества продувок. Для
эффективной очистки рекомендована 5–7-кратная
продувка мешков после их использования.

Хранение проб выдыхаемого воздуха в мешках
и сорбционных трубках. Из рис. 2 следует, что в
течение 24 ч происходит изменение состава
пробы ВВ, не превышающее инструментальную
погрешность. Однако в дальнейшем происходит
либо накопление ряда компонентов ВВ (гексан,
гептан, 1-метил-4-(проп-1-ен-2-ил)циклогекс-1-ен,
пропан-1-ол и др.), либо потеря других (бутано-
вая и пропионовая кислоты, додекан). Потеря,
по-видимому, объясняется сорбцией компонен-
тов материалом мешка. Концентрирование ряда
компонентов может быть вызвано жизнедеятель-
ностью микроорганизмов и накоплением их ме-
таболитов внутри замкнутого пространства меш-
ка, поскольку влажная среда ВВ благоприятствует
этому. Такое предположение согласуется с типич-
ной S-образной кривой изменения количества
метаболитов от времени. В предварительных ис-
следованиях изучена возможность адгезии бакте-
рий, персистирующих на слизистом эпителии
верхних дыхательных путей, на внутренней по-
верхности мешка. Самые распространенные ви-
ды комменсалов ротовой полости в крайне низ-
кой степени адгезировались на внутренней поверх-
ности мешка для отбора ВВ. При микроскопии его
поверхности отмечались единичные бактериаль-
ные клетки, которые после суточной экспозиции
пробы ВВ в мешке не давали роста в питательной
среде. В условиях отсутствия питательных ве-
ществ бактерии, попавшие при выдыхании возду-
ха на стенку мешка, не размножались, а с течени-
ем времени погибали. Таким образом, накопле-

ние регистрируемых веществ можно объяснить
лишь остаточной жизнедеятельностью бактерий,
находящихся в замкнутом пространстве мешка.

В то же время из ВВ, собранного сразу в пита-
тельную среду, высевались бактерии, характер-
ные для верхних дыхательных путей. В случае воз-
духа, находившегося в мешке, отмечался скудный
рост бактерий. Этот факт объясняется тем, что
бактерии в отсутствие питательных веществ не
способны поддерживать популяцию и постепенно
отмирают. Таким образом, микробный состав ВВ
существенно не влиял на результаты анализа.

Хранение в СТ обеспечивает лучшую сохран-
ность целевых ЛОС из проб ВВ, что подтвержда-
ется экспериментальными данными (табл. 3), но
только при условии герметичного закрытия кон-
цов СТ с помощью политетрафторэтиленовых
пробок. Это обеспечивает неизменность состава
пробы по сравнению с хранением в мешках, что
может быть обусловлено отсутствием влаги, по-
скольку использовались гидрофобные сорбенты.
Отмечена высокая эффективность хранения (от-

Рис. 1. Хроматограмма пробы выдыхаемого воздуха
условно здорового добровольца, отобранная в мешок
Supelco®: 1 – пропан-2-он, 2 – 2-метилбута-1,3-диен,
3 – N,N-диметилацетамид, 4 – фенол. Условия хро-
матографического анализа приведены в табл. 1.
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Таблица 2. Зависимость эффективности очистки меш-
ка (%) от кратности продувки

Соединение
Кратность продувки

1 2 3 4 5 6 7

Гептан 97 99 100 100 100 100 100
Додекан 86 89 93 96 98 99 100
Пропан-1-ол 100 100 100 100 100 100 100
Этилбензол 94 96 98 98 99 100 100
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ношение аналитического сигнала через 24 ч после
концентрирования к аналитическому сигналу сра-
зу после концентрирования, выраженное в про-
центах) для сорбентов Porapak™ P и Porapak™ Q
(табл. 3). Транспортировать и хранить пробы це-
лесообразнее в СТ, однако это увеличивает время
отбора проб на месте и исключает возможность
дальнейших параллельных анализов другими ме-
тодами.

Сравнение различных типов сорбентов проведе-
но по следующим параметрам: остаточный фон
газовыделений из сорбента, величина аналитиче-
ского сигнала, конверсия (эффективность цикла
сорбция–десорбция), эффективность хранения.
Для наполнения СТ выбраны следующие сорбен-
ты: Porapak™ P, Porapak™ Q, Tenax® TA и трехсек-
ционные СТ на основе Tenax® GR, Carbopack™ B
и Carbosieve® S-III. Количество сорбента ограни-
чено конструкцией пиролизера, а точнее разме-
рами керамического нагревателя печи (объем зо-
ны сорбента 188 ± 9 мм3), поэтому сравнение про-
водили в условиях одинакового объема, а не массы.

По остаточному фону газовыделений все сор-
бенты, кроме трехсекционной СТ, являются при-
емлемыми для исследований (рис. 3). Примене-
ние трехсекционной СТ осложнено наличием на
хроматограмме пиков артефактов в диапазоне вре-
мен удерживания 1.4–2.8 мин, совпадающих с со-
ответствующими величинами компонентов ВВ:
2-метилбута-1,3-диена (1.854 ± 0.024 мин), про-
пан-2-ола (1.90 ± 0.03 мин), пропан-1-ола (2.14 ±
± 0.03 мин) и гексана (2.280 ± 0.026 мин).

Величины аналитических сигналов соедине-
ний из пробы ВВ добровольца представлены в
табл. 3. Для сорбентов Porapak™ P и Porapak™ Q
характерны на порядок более высокие величины
аналитических сигналов, что обусловлено их вы-
сокой гидрофобностью (вода не блокирует актив-
ные центры на поверхности сорбента) по сравне-

Рис. 2. Зависимость относительного аналитического
сигнала от продолжительности хранения пробы вы-
дыхаемого воздуха в мешке: 1 – пропан-1-ол, 2 – геп-
тан, 3 – додекан, 4 – пропионовая кислота.
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Рис. 3. Остаточный фон газовыделений из различных сорбентов. Условия хроматографирования приведены в табл. 1.
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нию с Tenax® TA и СТ на основе Tenax® GR, Car-
bopack™ B и Carbosieve® S-III. Таким образом,
исходя из величин аналитических сигналов, для
решения поставленной задачи наиболее подходят
Porapak™ P и Porapak™ Q.

Эффективность цикла сорбция–десорбция
ЛОС для различных сорбентов оценивали и срав-
нивали по обобщенному параметру – конверсии.
Результаты расчета конверсии представлены в
табл. 3. Видно, что наиболее эффективен сорбент

Porapak™ P. Качественное сравнение сорбентов
по всем показателям приведено в табл. 4. По ре-
зультатам всех проведенных экспериментов вы-
бран сорбент Porapak™ P.

Оптимизация условий определения методом
ГХ–МС. Результаты оптимизации объема прока-
чиваемой пробы через сорбент представлены на
рис. 4. Оптимальный объем составил 300 мл при
скорости аспирирования 100 мл/мин. Исходя из
полученных зависимостей величины аналитиче-

Таблица 3. Сравнение сорбентов по различным параметрам

Соединение Porapak™ P Porapak™ Q Tenax® TA Трехсекционная СТ

Эффективность хранения пробы выдыхаемого воздуха в сорбционной трубке в течение 24 ч, %
Гептан 99 98 100 77
Додекан 100 98 50 50
Октан-1-аль 100 100 100 99
Пропан-1-ол 96 97 100 55
Пропионовая кислота 100 100 63 98
Этилбензол 100 100 100 93
Среднее 99 99 86 79

Аналитические сигналы проб выдыхаемого воздуха, мВ мс
Гептан 9.0 × 105 4.6 × 105 5.3 × 104 3.5 × 104

Додекан 1.6 × 105 1.5 × 105 9.8 × 104 5.1 × 104

Октан-1-аль 1.9 × 105 9.9 × 104 7.5 × 104 8.0 × 104

Пропан-1-ол 1.7 × 106 2.0 × 106 1.3 × 106 2.2 × 105

Пропионовая кислота 3.3 × 105 4.4 × 105 4.4 × 105 3.9 × 104

Этилбензол 1.1 × 105 8.8 × 104 6.0 × 104 1.8 × 104

Среднее 5.7 × 105 5.4 × 105 3.4 × 105 7.4 × 104

Конверсия, %
Гептан 99 95 95 98
Додекан 86 55 92 76
Октан-1-аль 84 51 76 78
Пропан-1-ол 98 96 99 93
Пропионовая кислота 100 100 99 95
Этилбензол 98 95 93 98
Среднее 94 82 92 90

Таблица 4. Качественное сравнение сорбентов

Параметр Porapak™ P Porapak™ Q Tenax® TA Трехсекционная СТ

Эффективность хранения + + – –
Остаточный фон газовыделений + + + –
Величина аналитического сигнала + + – –
Эффективность сорбции + + + +
Эффективность десорбции + – + +
Конверсия + – + +
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ского сигнала от времени и температуры термоде-
сорбции (рис. 5), оптимальны время десорбции
5 мин и температура 230°С, но из соображений
сохранности сорбента для работы выбрана темпе-
ратура 210°С.

Особенность пробы ВВ заключается в том, что
в ней присутствуют компоненты как с высоким
содержанием (пропан-2-он, 2-метилбута-1,3-диен,
пропан-1-ол, пропан-2-ол) на уровне 100 млрд–1,

так и с низким – на уровне долей млрд–1 (этил-
бензол, пропионовая кислота и др.). В связи с
этим при вводе пробы в капиллярную колонку га-
зового хроматографа использовали компромисс-
ное значение деления потока газа-носителя 1 : 20,
чтобы получить сигналы всех целевых соедине-
ний на одной хроматограмме. Если работать без
деления потока или с его меньшим значением, то
происходит перегрузка детектора и его отключе-

Рис. 4. Зависимость аналитического сигнала от объема прокачиваемой пробы для пропан-1-ола (а), октаналя (б), геп-
тана (в), додекана (г), пропионовой кислоты (д) и 1,3-диметилбензола (е). Концентрации: 1 млн–1 по массе (а), (б), 100
млрд–1 по массе (в)−(е).

100

80

60

40

20

0 200 400 800600 1000

(г)

1200

800

400

0 200 400 800600 1000

(а) 500

250

375

125

0 200 400 800600 1000

(б)

600

400

200

0 200 400 800600 1000

(д)

600

400

200

0 200 400 800600 1000

(в)

120

80

40

0 200 400 800600 1000

(е)

А
на

ли
ти

че
ск

ий
 с

иг
на

л

Обьем аспирирования пробы, мл

Рис. 5. Зависимость аналитического сигнала от продолжительности (а) и температуры термодесорбции (б): 1 – пропи-
оновая кислота, 2 – додекан, 3 – октаналь, 4 – гептан (×100), 5 – этилбензол (×10), 6 – пропан-1-ол (×10). Условия:
температура термодесорбции 210°С (а), продолжительность термодесорбции 5 мин (б).
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ние, что, в свою очередь, приводит к потере по-
лезных аналитических сигналов. При увеличении
деления потока наблюдается ухудшение значе-
ний прецизионности в условиях повторяемости.
Типичная хроматограмма ВВ условно здорового
добровольца, полученная в оптимизированных
условиях пробоотбора, пробоподготовки и опреде-
ления методом ТД–ГХ–МС, приведена на рис. 6.

Оценка содержания потенциальных маркеров
рака легких. Для выбранного набора ЛОС с помо-
щью жидких модельных смесей получены градуи-
ровочные зависимости S = ac + b, характеристики
которых представлены в табл. 5. Проверка стати-
стической значимости коэффициентов b показа-
ла, что ими можно пренебречь. Относительное
стандартное отклонение sr для разных компонентов
пробы ВВ при работе с модельными смесями варьи-
руется в диапазоне 0.01–0.05, а при работе с реаль-
ными пробами ВВ – 0.11–0.30. Это обусловлено
сложным составом пробы и влиянием паров воды.
Высокие значения sr отмечаются и другими автора-
ми – в работе [45] получены значения 0.09–0.26.

Результаты оценки содержания ЛОС в про-
бах ВВ представлены в табл. 6. Разброс значений
содержаний компонентов для группы доброволь-
цев довольно большой. Эти отличия носят есте-
ственный характер в силу индивидуальных осо-
бенностей метаболизма. Подобный разброс на-
блюдается и в работе [35]. В целом полученные
значения концентраций ЛОС в ВВ также соответ-
ствуют данным [35].

* * *
Таким образом, рассмотрены возможности

применения ГХ−МС-анализа для диагностики
рака легких по составу выдыхаемого воздуха; осо-

бое внимание уделено унификации процедуры
отбора и подготовки проб, имеющей ключевое
значение для реализации данной задачи. Показа-
но, что разработанную процедуру анализа можно
использовать в качестве контрольной методики
после валидации.

Исследования проведены с использованием обору-
дования Научного парка СПбГУ “Методы анализа
состава вещества” и “Ресурсного образовательного
центра по направлению Химия”. Работа выполнена

Рис. 6. Типичная хроматограмма пробы выдыхаемого
воздуха условно здорового добровольца, полученная
в оптимизированных условиях отбора и подготовки
проб: 1 – пропан-1-ол, 2 – гептан, 3 – метилцикло-
гексан, 4 – пропионовая кислота, 5 – этилбензол, 6 –
1,3-диметилбензол, 7 – 1,2-диметилбензол, 8 – бен-
зальдегид, 9 – додекан. Условия хроматографическо-
го анализа приведены в табл. 1.
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Таблица 5. Характеристики уравнения градуировочной зависимости S = ac + b (n = 13, P = 0.95) для различных
соединений и достигнутые пределы обнаружения (сигнал/шум = 3)

Соединение Коэффициент a r cmin, трлн–1 по массе

1,2-Диметилбензол (8.53 ± 0.08) × 104 0.999 200

1,3-Диметилбензол (8.9 ± 0.2) × 104 0.999 200

Бензальдегид (4.78 ± 0.03) × 104 0.999 100

Гептан (1.01 ± 0.01) × 105 0.999 30

Додекан (1.05 ± 0.03) × 105 0.997 500

Метилциклогексан (1.101 ± 0.009) × 105 0.999 100

Пропан-1-ол (1.25 ± 0.07) × 104 0.996 100

Пропионовая кислота (1.8 ± 0.1) × 104 0.993 700

Этилбензол (7.9 ± 0.1) × 104 0.997 200
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