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Разработана простая и чувствительная методика определения 1-гидроксипирена в моче как биоло-
гического маркера воздействия полициклических ароматических углеводородов. После фермента-
тивного гидролиза для расщепления коньюгата аналит извлекали из матрицы жидкостно–жидкост-
ной экстракцией н-гексаном, экстракт упаривали до сухого остатка и дериватизировали аналит сили-
лирующим реагентом N,O-бис(триметилсилил)трифторацетамидом в триметилсилиловый эфир при
комнатной температуре. Триметилсилильный экстракт анализировали капиллярной газовой хрома-
тографией с масс-селективным детектированием. Количественное высокоточное определение до-
стигнуто за счет использования изотопно-меченного стандарта 1-гидроксипирена-d9. Матричных
эффектов не наблюдали. Предел обнаружения 0.02 нг/мл, линейный диапазон 0.1–100 нг/мл. Отно-
сительные стандартные отклонения в условиях повторяемости и внутрилабораторной прецизион-
ности 0.044 и 0.064 соответственно. Процентная мера правильности 96–102%.
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Полициклические ароматические углеводоро-
ды (ПАУ), обладая высокой канцерогенной и му-
тагенной активностью, представляют серьезную
угрозу здоровью человека и его потомству. В свя-
зи с высокой опасностью ПАУ в России и в боль-
шинстве других стран проводится мониторинг
наиболее опасного бенз(а)пирена в объектах
окружающей среды и в пищевых продуктах. Аль-
тернативный способ оценки влияния ПАУ на че-
ловека основан на определении их метаболитов в
биологических средах, однако его применяют
только в развитых странах.

Концентрация остаточных, не превративших-
ся в метаболиты количеств ПАУ как в кровенос-
ной системе, так и в моче человека настолько ма-
ла, что с трудом поддается измерению современ-
ными аналитическими методами. Зато уровень
содержания некоторых метаболитов достаточно
высок. Самой обычной и легкодоступной биоло-
гической средой при определении метаболитов
ПАУ в организме человека является моча. В по-
давляющем случае ПАУ присутствуют в виде сме-
сей, причем одним из основных компонентов по
уровню концентрации является пирен. Метабо-

лит пирена 1-гидроксипирен – стабильное соеди-
нение, относительно легко и надежно определяе-
мое в моче. На основании большого количества
исследований можно с достаточной уверенно-
стью признать 1-гидроксипирен адекватным био-
маркером присутствия ПАУ в окружающей среде
[1–3].

Для определения 1-гидроксипирена в моче
применяют ВЭЖХ с флуориметрическим детекти-
рованием [4]. Пробоподготовка включает предва-
рительный ферментативный гидролиз β-глюкуро-
нидазой при 37°С в течение 16 ч, твердофазную
экстракцию (ТФЭ) на патроне С18, упаривание
элюата досуха и растворение остатка в метаноле.
Предел обнаружения 0.1 нг/мл, нижняя граница
определяемых содержаний 2 нг/мл при объеме
пробы 10 мл, относительное стандартное отклоне-
ние sr (воспроизводимость) 0.126, коэффициент
корреляции градуировочного графика 0.990, про-
центная мера правильности 88 ± 9%.

Другой подходящий метод определения 1-гид-
роксипирена в моче – газовая хроматография с
масс-селективным детектированием (ГХ–МС) в
режиме электронной ионизации (ЭИ) [5, 6]. Основ-
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ное преимущество метода ГХ–МС по сравнению с
ВЭЖХ – это лучшее разделение компонентов и воз-
можность применения изотопно-меченного стан-
дарта d9-1-гидроксипирен (дейтерированный стан-
дарт). Для метода ГХ–МС 1-гидроксипирен, как и
его дейтерированный аналог, необходимо дерива-
тизировать, так как наличие OH-группы обуслов-
ливает низкую летучесть, низкую чувствитель-
ность и может вызвать взаимодействие аналита с
неподвижной фазой колонки. Наиболее распро-
страненными реакциями дериватизации для ве-
ществ, содержащих гидроксильные группы, яв-
ляются ацилирование и силилирование [7, 8]. В
реакциях ацилирования соединения, содержа-
щие подвижные атомы водорода, превращают в
сложные эфиры при действии карбоновой кисло-
ты или ее ангидридов. Из-за присутствия оста-
точных количеств кислоты продукты нельзя не-
посредственно вводить в газовый хроматограф, и
требуется этап очистки. В реакциях силилирова-
ния подвижные атомы водорода заменяют триме-
тилсилильной или трет-бутилдиметилсилиль-
ной группой [9]. Продукты этой реакции, как пра-
вило, более летучие и термически стабильные. В
отличие от ацилирования, силилирование обычно
не требует стадии очистки, и производные могут
быть введены непосредственно в ГХ. Силилирова-
ние – наиболее распространенный метод дерива-
тизации [9], а классическими реагентами для этого
являются триметилхлорсилан (ТМХС), триметил-
этилсилилимидазол, N-метилтриметилсилилтри-
фтороацетамид, N,O-бис(триметилсилил)трифто-
рацетамид (БСТФА) и N-(трет-бутилдиметил-
силил)-N-метилтрифторацетамид, из которых
наиболее часто используют два последних [10].

Определение методом ГХ–МС включает следу-
ющие стадии [5, 6, 10]: ферментативный гидролиз
β-глюкуронидазой при 37°С в течение 17–18 ч,
ТФЭ, упаривание экстракта в токе азота, дерива-
тизацию сухого остатка силилирующим реаген-
том БСТФА при 60°С в течение 40 мин, анализ
методом ГХ–МС. Продолжительность разделе-
ния 40 мин. Предел обнаружения 0.5 нг/мл, пре-
дел определения 1 нг/мл при объеме пробы 3 мл,
sr составляет 0.067–0.131, коэффициент корреля-
ции градуировочного графика 0.995, процентная
мера правильности 88.7%.

Цель настоящей работы – разработка методи-
ки определения 1-гидроксипирена в моче мето-
дом ГХ–МС с использованием изотопно-мечен-
ного стандарта. Для этого решали следующие за-
дачи: повышение чувствительности определения
за счет увеличения степени экстракции из биоло-
гической матрицы; значительное сокращение
времени пробоподготовки за счет уменьшения
продолжительности ферментативного гидролиза
и дериватизации 1-гидроксипирена силилирую-
щим реагентом БСТФА.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Оборудование. Газовый хроматограф Agilent

7890A с масс-селективным детектором Agilent
5975С (ЭИ), автоматическим дозатором Agilent
7693, капиллярной колонкой HP-5MS (30 м ×
× 0.25 мм, 0.25 мкм). Блочный термостат Stuart
(30–130°С), вибросмеситель Biosan, центрифуга
Eppendorf 5804, система упаривания в токе азота.

Реактивы и стандарты. 1-Гидроксипирен
(99.8%, Aldrich); 1-гидроксипирен-d9 (98.8%,
Santa Cruz); ацетонитрил (Криохром); водный
раствор β-глюкуронидазы Helix Pomatia H-2
(>85 000 ед./мл, Aldrich); уксусно-ацетатный
буферный раствор с рН 5; сульфат магния х. ч.;
н-гексан (Криохром); БСТФА, содержащий
1% ТХМС (Fluka).

Пробоподготовка. К 2 мл мочи в центрифуж-
ной пробирке емк. 15 мл добавляли 20 мкл рас-
твора 1-гидроксипирена-d9 в ацетонитриле
(5 мкг/мл), 1 мл ацетатно-уксусного буферного
раствора с рН 5, 20 мкл водного раствора β-глю-
куронидазы и нагревали 1 ч при 55°С, затем рас-
твор охлаждали в течение 20 мин до комнатной
температуры, добавляли 0.5 г сульфата магния,
2 мл н-гексана и интенсивно встряхивали на виб-
росмесителе в течение 2 мин, разделяли фазы
центрифугированием при 4000 об/мин в течение
10 мин, отделяли гексановый экстракт, перенося
его во флакон емк. 5 мл с коническим дном, снова
добавляли 2 мл н-гексана, повторяли процесс,
экстракты объединяли. Экстракт упаривали досу-
ха в небольшом токе азота при температуре водя-
ной бани 60°С, затем к сухому остатку добавляли
100 мкл реагента БСТФА и выдерживали 5 мин,
после чего переносили в стеклянную вставку в
микрофлакон емк. 200 мкл и анализировали.

Хромато-масс-спектрометрия. Определение
осуществляли в следующих условиях: температу-
ра испарителя 300°С; объем водимой пробы
1 мкл; режим ввода образца без деления потока
0.7 мин; линейная скорость в колонке 40 см/с; ре-
жим термостата колонки: выдержка при 60°С в
течение 2 мин, подъем со скоростью 15 град/мин
до 300°С, выдержка в течение 2 мин; температура
интерфейса 290°С, ионного источника ЭИ 230°С,
квадруполя 150°С; задержка включения нити на-
кала 16.6 мин. Сбор хромато-масс-спектрометри-
чекой информации осуществляли в режиме мони-
торинга выделенных ионов с m/z 290, 275, 299, 284.

1-Гидроксипирен и 1-гидроксипирен-d9 в ви-
де производных (триметилсиланов) идентифици-
ровали на хроматограммах по времени удержива-
ния и соотношению интенсивностей регистриру-
емых ионов (табл. 1).

Для количественного определения использо-
вали метод внутреннего стандарта по растворам с
концентрацией 1-гидроксипирена в моче с 0.1 до
100 нг/мл.
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Силилирование N,O-бис(триметилсилил)трифто-
рацетамидом. Сравнили силилирование 1-гидрок-
сипирена реагентом БСТФА при комнатной темпе-
ратуре (20–25°С) и при 90°С и различной продол-
жительности реакции (табл. 2). Видно, что при
силилировании температура и продолжитель-
ность реакции не оказывают значимого влияния
на аналитический сигнал, особенно если в каче-
стве последнего выступает относительная пло-
щадь (высота) пика. Силилирование достаточно
проводить при комнатной температуре в течение
5 мин с изотопно-меченным стандартом, при
этом значение sr минимально.

Выбор способа извлечения 1-гидроксипирена из
пробы мочи. Установлено, что при ТФЭ степень
извлечения 1-гидроксипирена из мочи составля-
ет 8%, а при жидкостно–жидкостной экстракции
(ЖЖЭ) н-гексаном − около 90% (табл. 3).

Несмотря на то, что ТФЭ − более современ-
ный способ экстрагирования по сравнению с
ЖЖЭ, степень извлечения аналита ТФЭ очень
низкая. Это можно объяснить главным образом
тем, что в образце мочи присутствует большое ко-
личество полярных соединений, содержащих в
своем составе OH–, COOH–, NH=, −NH2-груп-
пы, причем в бóльших концентрациях, чем аналит.
Эти компоненты оказывают мешающее влияние
при силилировании 1-гидроксипирена реагентом
БСТФА, поэтому в реакцию силилирования всту-
пает очень малое количество 1-гидроксипирена.
При ЖЖЭ гексаном извлекаются соединения не-
полярной или малополярной природы, которые не
мешают дериватизации. Оптимальным способом
извлечения 1-гидроксипирена из биологической
матрицы является двукратная ЖЖЭ гексаном.

Выбор условий жидкостно–жидкостной экс-
тракции 1-гидроксипирена с помощью математиче-
ского планирования. Основными факторами, вли-
яющими на эффективность ЖЖЭ, являются тип
экстрагента, продолжительность экстракции,
число экстракций, природа и количество высали-
вающего агента. Установлено, что н-гексан явля-
ется более эффективным экстрагентом, чем ди-
этиловый эфир и толуол, благодаря снижению
мешающих влияний при дериватизации. В каче-
стве высаливающего агента лучше применять

сульфат магния, а не сульфат натрия, так как он
обеспечивает более высокую степень извлечения
аналита. С помощью математического планиро-
вания [11] оптимизировали следующие количе-
ственные параметры ЖЖЭ 1-гидроксипирена:
массу сульфата магния, продолжительность экс-
тракции, кратность экстракции (табл. 4).

В многофакторном эксперименте одновре-
менно варьировали три фактора. Матрица плани-
рования состояла из 8 опытов. За параметр опти-
мизации y приняли степень экстракции аналита.
Каждый опыт в матрице планирования (табл. 5)
повторяли трижды.

Статистическим путем получили уравнение:

(1)

Из уравнения (1) видно, что кратность экстракции
(x3) вносит больший вклад в формирование откли-
ка (степень экстракции), чем масса сульфата маг-
ния и время экстракции (встряхивание в вибро-
смесителе). Степень экстракции аналита выше
при двукратной экстракции вследствие увеличе-
ния концентрации аналита в органической фазе.
Подставляя в уравнение кодированные значения
факторов, рассчитали теоретические значения
параметра оптимизации, которые показывают,
что степень экстракции не меняется (табл. 6).
Следовательно, нет смысла увеличивать массу

3 1 2 1 2 384 8 2.07 2 .y x x x x x x= + + −

Таблица 1. Данные для идентификации на масс-хроматограммах 1-гидроксипирена и его изотопно-меченного
стандарта

Соединение Время удерживания, мин m/z (основной) m/z (подтверждающий)

1-Гидроксипирен-d9
(внутренний стандарт)

17.14 299 (100%) 284 (20 ± 5%)

1-Гидроксипирен 17.16 290 (100%) 275 (20 ± 5%)

Таблица 2. Зависимость степени дериватизации 1-гид-
роксипирена реагентом N,O-бис(триметилсилил)три-
фторацетамидом от времени реакции и температуры

*Sабс – абсолютное значение площади пика триметилсили-
лового эфира 1-гидроксипирена.
**Sотн – отношение площадей пиков триметилсилиловых
эфиров 1-гидроксипирена и 1-гидроксипирена-d9.

Время 
реакции, 

мин

Sабс* Sотн**

20–25оС 90оС 20–25оС 90оС

5 3150 3492 0.38 0.34

30 3039 3065 0.39 0.36

45 3419 3174 0.37 0.33

sr 0.061 0.068 0.026 0.044
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сульфата магния x1 и время экстракции x2. Массу
сульфата магния целесообразно зафиксировать
на нулевом уровне, а время экстракции умень-
шить до 2 мин. Таким образом, оптимальные
условия ЖЖЭ 1-гидрокиспирена из мочи следу-
ющие: масса сульфата магния 0.5 г, время экс-
тракции 1–2 мин, двукратная экстракция.

Ферментативный гидролиз. В табл. 7 приведены
результаты анализа реальных образцов мочи ра-
ботников алюминиевого производства с использо-
ванием двух вариантов гидролиза β-глюкуронида-
зой. Видно, что концентрации 1-гидроксипирена,
полученные двумя способами, различаются не
сильно. Во втором варианте концентрации ана-
лита выше, поэтому ферментативный гидролиз
β-глюкуронидазой лучше проводить при 55°С в
течение 60 мин.

Валидация методики. Оценены предел обнару-
жения, предел определения, линейный диапазон,
повторяемость, внутрилабораторная прецизион-
ность, правильность, матричный эффект, селек-
тивность [12].

Таблица 3. Извлечение 1-гидроксипирена из водной и биологической матриц разными способами

Способ извлечения Матрица Условия R, %

ТФЭ Моча Сорбент С18, элюент – метанол 8
Вода 88

ЖЖЭ Моча Двукратная экстракция гексаном 90

Таблица 4. Условия планирования трехфакторного эксперимента

Фактор Нулевой уровень x0
Интервал 

варьирования J
Нижний уровень 

фактора
Верхний уровень 

фактора

x1 – масса MgSO4, г 0.5 0.5 0 1
x2 – время встряхивания, мин 3 2 1 5
x3 – кратность экстракции 
(качественный фактор)

– – 1 2

Таблица 5. Матрица планирования для проведения
трехфакторного эксперимента и полученные значения
параметра оптимизации

№ 
опыта

Факторы Параметр
оптимизации

yj
(n = 3)

натуральные кодированные

x1 x2 x3 x1 x2 x3

1 0 1 1 – – – 80.3

2 1 1 1 + – – 73.2

3 0 5 1 – + – 71.6

4 1 5 1 + + – 80.0

5 0 1 2 – – + 93.0

6 1 1 2 + – + 93.4

7 0 5 2 – + + 89.8

8 1 5 2 + + + 90.2

Таблица 6. Условия постановки опытов и теоретические значения параметра оптимизации

№ опыта
Натуральные значения факторов Кодированные значения факторов y

x1 x2 x3 x1 x2 x3 92.0

1 0.5 1 2 0 –1 1 92.0
2 0.5 2 2 0 –0.5 1 92.0
3 0.5 3 2 0 0 1 92.0
4 0.5 4 2 0 0.5 1 92.0
5 0.5 5 2 0 1 1 92.0
6 0.6 3 2 0.20 0 1 92.0
7 0.8 3 2 0.60 0 1 92.0
8 1 3 2 1.00 0 1 92.0
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Предел обнаружения, рассчитанный для соот-
ношения сигнал/шум ≥3, составил 0.02 нг/мл,
предел определения (соотношение сигнал/шум
≥10) – 0.1 нг/мл. Линейный диапазон установили
по 6 модельным образцам мочи с разными кон-
центрациями 1-гидроксипирена (0.1, 2, 10, 20, 40,
100 нг/мл), коэффициент корреляции r > 0.999.
Приемлемое значение r не ниже 0.990. Таким об-
разом, линейный диапазон составил от 0.1 до
100 нг/мл. Точность (прецизионность и правиль-
ность) оценивали для 4 образцов мочи с добавка-
ми аналита 0.5, 2, 20 и 40 нг/мл, каждый образец
анализировали дважды в течение пяти дней. По
результатам анализа рассчитывали значения sr
(повторяемость и внутрилабораторная прецизи-
онность) и процентную меру правильности как
отношение значений найденной и введенной кон-
центрации (табл. 8). Все отношения, лежащие в
диапазоне от 96.5 до 102% от номинальной кон-
центрации определяемого вещества, соответство-

вали приемлемому критерию (100 ± 7%). Значения
повторяемости и внутрилабораторной прецизион-
ности удовлетворяют приемлемым критериям (не
выше 12%). Введенные концентрации попадают в
доверительные интервалы найденных значений.

Матричный эффект оценивали как относитель-
ное смещение bмэ, сравнивая относительные сиг-
налы аналита, введенного в органический раство-
ритель (Sотн, р) и в образец мочи (Sотн, м) (табл. 9).
Расчет осуществляли по следующей формуле:

(2)

Максимальный матричный эффект составил
3.9%.

На рис. 1 приведены масс-хроматограммы хо-
лостого образца и трех образцов с разными кон-
центрациями 1-гидроксипирена (0.1, 0.5,
39 нг/мл) (рис. 1). Пик триметилсилил-1-гидрок-
сипирена узкий (полуширина пика 1.5 c), сим-
метричный, мешающие пики отсутствуют. Сле-
довательно, достигнута высокая селективность
определения. Значение sr измерения времен удер-
живания составляет 0.027.

Разработанная методика количественного
определения 1-гидроксипирена в моче апробиро-
вана на образцах мочи работников (31 человек)
производства алюминия. Содержание аналита в
моче составляло от 0.1 до 263 нг/мл. Проанализи-
рованы также образцы мочи работников других
производств (14 человек), где в воздушной среде
отсутствуют ПАУ; концентрации 1-гидроксипи-
рена находились в интервале от 0.08 до 0.9 нг/мл.

* * *
Таким образом, применение данной методи-

ки позволило снизить продолжительность ана-
лиза за счет уменьшения времени ферментатив-
ного гидролиза и дериватизации 1-гидроксипи-
рена по сравнению с известными методиками.
Также достигнуты высокая точность определе-
ния за счет использования изотопно-меченного

М отн, м отн, р отн, р– 100 .b S S S×=Э

Таблица 7. Концентрация (нг/мл) 1-гидроксипирена в
моче работников алюминиевого производства при
разных вариантах ферментативного гидролиза β-глю-
куронидазой

№ образца мочи

Условия ферментативного 
гидролиза β-глюкоронидазой

37оС, 16 ч 55оС, 1 ч

1 0.5 0.6

2 1.2 1.5

3 2.7 2.9

4 2.4 2.5

5 34.5 39

6 0.83 0.96

7 0.31 0.35

8 22.3 25

Таблица 8. Прецизионность и правильность определения 1-гидроксипирена в моче (P = 0.95)

Введено, нг/мл Найдено, нг/мл
Внутрилабораторная 
прецизионность, sr

(n = 5)

Повторяемость, sr
(n = 2)

Правильность, %

0.5 0.51 ± 0.04 0.063 0.044 102

2 1.9 ± 0.1 0.064 0.010 97

20 19 ± 1 0.064 0.017 96.5

40 40 ± 3 0.060 0.039 99.3
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АЛЕКСЕЕНКО и др.

стандарта 1-гидроксипирена-d9 и повышение
чувствительности определения за счет увеличе-
ния степени экстракции из биологической мат-
рицы.
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