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Введение. Для оценки воздействия ПАУ на человека наибольшее распространение получил биологический мониторинг 1-гидрок-
сипирена. Определение 1-гидроксипирена в моче осуществляется с помощью газовой хромато-масс-спектрометрии (ГХ-МС).
Материал и методы. Пробоподготовка заключается в извлечении аналита из биологической матрицы методом 2-кратной 
жидкостной экстракции гексаном, упаривании экстракта до сухого остатка в токе азота, перерастворении сухого остат-
ка в силилирующем агенте БСТФА. В работе использовали газовый хроматограф Agilent 7890A с капиллярной колонкой HP-
5MS и масс-селективным детектором. Идентифицировали 1-гидроксипирен в виде производного (триметилсилана) на масс-
хроматограмме по времени удерживания и соотношению интенсивностей регистрируемых ионов.
Результаты. Оптимизацию условий жидкостной экстракции 1-гидроксипирена осуществляли с помощью математического 
планирования, варьируя массу сульфата магния, время экстракции, кратность экстракции. Матрица планирования включала 
в себя восемь опытов, в качестве параметра оптимизации служила степень извлечения 1-гидроксипирена. Интерпретация 
модели показала, что кратность экстракции вносит больший вклад в формирование степени извлечения, чем масса сульфата 
магния и время экстракции.
Заключение. Выбор оптимальных условий жидкостной экстракции 1-гидроксипирена методом математического планирова-
ния позволил оптимизировать методику определения данного аналита в моче методом ГХ-МС для проведения биологического 
мониторинга.
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Introduction. Biological monitoring of 1-hydroxypyrene is the most widely used method for evaluating the effects of PAHs on humans. The 
determination of 1-hydroxypyrene in urine is performed using gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS).
Material and methods. Sample preparation consists of extracting the analyte from the biological matrix by 2-fold liquid extraction with 
hexane, evaporation the extract to the dry residue in the nitrogen current, and re-dissolution of the dry residue in the silylating agent BSTFA. 
We used gas chromatograph Agilent 7890A with an HP-5MS capillary column and a mass-selective detector. 1-hydroxypyrene was identified 
as trimethyl silane on a mass chromatogram based on the retention time and intensity ratio of the registered ions.
Results. Optimization of the conditions for liquid extraction of 1-hydroxypyrene was performed using mathematical planning, varying the 
mass of magnesium sulfate, the extraction time, and the extraction multiplicity. The planning matrix included eight experiments, and the de-
gree extraction of 1-hydroxypyrene was used as an optimization parameter. Interpretation of the model showed the multiplicity of extraction 
to contribute more to the formation of the degree of extraction than the mass of magnesium sulfate and the extraction time.
Discussion. The proposed method foк the sample preparation, based on the extraction of 1-hydroxypyrene by 2-fold liquid extraction with 
hexane for 2 min with the addition of 0.5 g of magnesium sulfate to the biological sample, allowed reaching the detection limit of 0.1 ng/
ml. The evaluation of metrological characteristics showed RSD of the reproducibility to do not exceed 6.4%, the systematic error is not 
significant, and the accuracy index in the form of a total error is not higher than 15%. Levels of 1-hydroxypyrene in the urine of aluminum 
production workers are 53 – 414 times higher than in the control group. 
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ГХ-МС является недостаточная чувствительность при 
определении 1-гидроксипирена у лиц, не подвергающихся 
воздействию ПАУ, вследствие неполного отражения во-
просов выбора оптимальных условий извлечения из био-
логической матрицы.

Предметом изучения в этой работе явилось повышение 
чувствительности и точности определения за счёт осущест-
вления выбора оптимальных условий извлечения 1-гидрок-
сипирена с помощью математического планирования.

Цель исследования – применить математическое плани-
рование при выборе оптимальных условий жидкостной экс-
тракции 1-гидроксипирена из биологической пробы мочи.

Материал и методы 
Измерительная аппаратура: в работе использовали  

газовый хроматограф Agilent 7890A с масс-селективным 
детектором Agilent 5975, капиллярной колонкой HP-5 MS 
(30	 м	 •	 0,25	 мм	 •	 0,25	 мкм),	 жидкостным	 автосамплером	
Agilent 7693.

Вспомогательное оборудование: водяной термостат с си-
стемой упаривания в токе азота, мультвортекс, центрифуга 
модели 5804 Eppendorf.

Реагенты: 1-гидроксипирен (99,8%, Aldrich), 
1-гидроксипирен-d9 (99,9% Santa-Cruz), ацетонитрил 
(Криохром), ацетатный буфер с рН 5, водный раствор 
β-глукуронидазы (85 000 ед./мл, Aldrich), сульфат магния 
(х.ч.), н-гексан (Криохром), N, O-бис(триметилсилил)
трифторацетамид БСТФА (Fluka).

Приготовление модельных растворов. Растворы 1-ги-
дроксипирена в ацетонитриле с концентрациями 0,1; 2; 10; 
20; 40 мкг/мл готовили из исходного раствора 1-гидрокси-
пирена в ацетонитриле 100 мкг/мл. Растворы 1-гидрокси-
пирена в моче с концентрациями 0,1; 2; 10; 20; 40; 100 нг/мл  
готовили в мерных колбах (25 мл) добавлением алик-
вот (25 мкл) растворов 1-гидроксипирена в ацетонитриле  
(0,1; 2; 10; 20; 40; 100 мкг/мл) в усреднённую мочу лиц,  
не контактирующих с ПАУ. Растворы производного  
1-гидроксипирена в БСТФА готовили добавлением алик-
вот (2 мкл) растворов 1-гидроксипирена в ацетонитриле в 
(реагент для дериватизации БСТФА (100 мкл).

Методика анализа. В центрифужную пробирку вместимо-
стью 15 мл вносили 2 мл исследуемого образца мочи, 20 мкл 
раствора 1-гидроксипирена-d9 (5 мкг/мл), 1 мл ацетатного 
буфера с рН 5, 20 мкл водного раствора β-глукуронидазы, 
далее осуществляли процесс по следующей последователь-
ности (рис. 1).

Введение
Полициклические ароматические углеводороды (ПАУ) – 

это класс химических веществ, образующихся при неполном 
сгорании широкого спектра материалов, таких как уголь, 
масла, древесина и мусор, и оказывающие неблагоприятное 
воздействие на здоровье человека. Источниками воздей-
ствия ПАУ на окружающую среду и людей являются про-
мышленные предприятия, использующие продукты, полу-
ченные из угля, дёгтя или креозота, например, производство 
алюминия, литьё железа и стали, производство кокса; авто-
мобильный транспорт и т. д. [1–6].

Для более полной оценки величины воздействия для здо-
ровья человека помимо контроля за содержанием ПАУ в воз-
духе и других объектах окружающей среды необходим анализ 
содержания самих ПАУ или их метаболитов в биологических 
образцах (биомониторинг). Одним из главных преимуществ 
биологического мониторинга является то, что этот метод 
учитывает поступление веществ в организм всеми возмож-
ными путями (ингаляционный, пероральный и т. д.). Пока-
затели биомониторинга свидетельствуют об уровнях токси-
кантов, которые уже действительно поступили в организм и 
оказывают на него воздействие [2, 7].

ПАУ, попадая в организм, на первом этапе превращают-
ся в арен-оксиды, которые затем переходят в фенолы или 
дигидродиолы. Фенолы и дигидродиолы экскретируют в 
мочу в виде водорастворимых сульфатов глюкуронидов [8].  
По данным из различных литературных источников, для 
оценки воздействия ПАУ на человека наибольшее распро-
странение получил биологический мониторинг их гидрок-
силированных метаболитов, в особенности мониторинг 
1-гидроксипирена [9–21]. В качестве анализируемого объ-
екта при оценке текущего воздействия используется моча. 
По данным литературы, определение 1-гидроксипирена 
в моче осуществляется с помощью высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) или газовой хромато-
масс-спектрометрии (ГХ-МС) [22–26]. Пробоподготов-
ка заключается в предварительном ферментативном ги-
дролизе, извлечении аналита из биологической матрицы 
твёрдофазной или жидкостной экстракцией, упаривании 
экстракта до сухого остатка, который перерастворяют 
в ацетонитриле (для ВЭЖХ) или силилирующем агенте  
БСТФА (для ГХ-МС). Главное преимущество метода  
ГХ-МС по сравнению с ВЭЖХ – это высокая эффектив-
ность и селективность разделения компонентов на колонке 
и возможность применения дейтерированного стандарта  
1-гидроксипирена-d9. Основным недостатком метода  
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Conclusion. The choice of optimal conditions for liquid extraction of 1-hydroxypyrene by mathematical planning allowed developing a 
method for the determination this analyte in urine by GC-MS for biological monitoring.
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Количественное определение в натурных образцах мочи 
осуществляли способом внутреннего стандарта по модель-
ным растворам 1-гидроксипирена в моче в диапазоне 0,1–
100 нг/мл. Градуировочный график строили как зависимость 
отношения высоты пика производного 1-гидроксипирена 
к высоте пика производного 1-гидроксипирена-d9 от от-
ношения концентрации 1-гидроксипирена к концентрации 
1-гидроксипирена-d9. Оптимизация условий жидкостно-
жидкостной экстракции 1-гидроксипирена с помощью ма-
тематического планирования проходила следующие этапы: 
выбор подобласти факторного пространства, получение 
матрицы планирования, определение коэффициентов ма-
тематической модели, статистическая обработка опытных 
данных с использованием программы Microsoft Exсel, оцен-
ка адекватности математической модели, интерпретация мо-
дели, расчёт мысленных опытов [27–29].

Результаты
К важным факторам жидкостной экстракции, оказыва-

ющим влияние на степень извлечения 1-гидроксипирена из 
биологической пробы, следует отнести природу экстрагента, 
время экстракции, кратность экстракции, количество выса-
ливающего агента. Экстрагентом служил гексан. В качестве 
высаливающего агента применяли сульфат магния. С помо-
щью математического планирования выбирали следующие 
количественные факторы: масса сульфата магния, время 
экстракции, кратность экстракции (табл. 1).

Осуществили постановку эксперимента при одновре-
менном варьировании данных трёх факторов по заданному 
плану. Матрица планирования включала в себя 8 опытов, 
так как число варьируемых факторов составляет 3. Каждый 
опыт матрицы провели 3 раза (табл. 2). В качестве параметра 
оптимизации y служила степень извлечения 1-гидроксипи-
рена. Опытным образцом служил раствор 1-гидроксипире-
на в моче с концентрацией 2 нг/мл без добавки внутреннего  

ГХ-МС анализ осуществляли в следующих условиях. 
Температура испарителя 300 °С, вводимый объём 1 мкл, ввод 
образца без деления потока, длительность 0,7 мин, продув-
ка 40 мл/мин, поток гелия через колонку 1,2 мл/мин, режим 
термостата колонки программировали от 60 °С с выдержкой 
2 мин, затем подъём со скоростью 15 °С/мин до 300 °С с вы-
держкой 2 мин, температура интерфейса 290 °С, задержка 
растворителя 16 мин. Регистрировали масс-хроматограммы 
в режиме мониторинга выбранных ионов SIM по отноше-
нию масса-заряд m/z 290, 275.

Идентифицировали 1-гидроксипирен в виде триметил-
силана (ТМС) на масс-хроматограмме по времени удержи-
вания (tR = 17,2 мин) и соотношению интенсивностей реги-
стрируемых ионов (рис. 2).

Количественное определение в модельном образце мочи 
(2 нг/мл) проводили способом абсолютной градуировки по 
растворам 1-гидроксипирена дериватизированного с помо-
щью БСТФА в диапазоне от 2 до 2000 нг/мл без пробопод-
готовки. Градуировочный график строили как зависимость 
высоты пика производного 1-гидроксипирена от его кон-
центрации в БСТФА (нг/мл).
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↑
↑
↑
↑
↑

2 мл образца мочи
20 мкл внутреннего стандарта (5 мкг/мл)

1 мл ацетатного буфера рН 5,0

Ферментативный гидролиз бета-глюкуронидазой 20 мкл 
55 °С 1 ч

Жидкостная экстракция гексаном

Упаривание экстракта в потоке азота до сухого остатка

Дериватизация БСТФА 100 мкл

Газовая хромато-масс-спектрометрия

Рис. 1. Последовательность определения 1-гидроксипирена в моче.
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Рис. 2. Масс-хроматограмма модельного раствора 1-гидроксипирена 
в моче.
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Интервал 
варьирования 

J

Нижний 
уровень 
фактора

Верхний 
уровень 
фактора

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

– – 1 2

Т а б л и ц а  2
Матрица планирования 3-факторного эксперимента ЖЖЭ 
1-гидроксипирена

№ 
опыта

Фактор Степень 
извлечения yj, 

n = 3
натуральный кодированный

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
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МЕТОДЫ ГИГИЕНИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

стандарта – 1-гидроксипирена-d9. Степень извлечения (y), %,  
расcчитывали по формуле:

у = 
Cп ∙ VБСТФА

 Ст ∙ Vпробы
∙ 100,

                                (1),
где Cп – измеренная концентрация производного 1-гидрокси-
пирена в БСТФА, нг/мл; VБСТФА – объём реагента БСТФА, мл; 
Ст – теоретическая концентрация 1-гидроксипирена, нг/мл; 
Vпробы – объём пробы мочи взятого на анализ, мл.

Провели расчёт дисперсий воспроизводимости S2
вj для 

каждого опыта и оценили их однородность по критерию 
Кохрена (G < Gтаб). Затем рассчитали среднюю дисперсию 
S2

в и стандартное отклонение Sв и доверительный интервал 
Δa. Число степеней свободы составило 16.

Из средних значений степени извлечения рассчитали  
8 коэффициентов (a) математической модели с обязатель-
ным учётом знака кодированных значений факторов. Оце-
нили значимость коэффициентов, сравнивая их с довери-
тельным интервалом Δa = 1,7. При условии |a| < Δa сделали 
вывод, что коэффициент не значим, то есть приняли его рав-
ным нулю (табл. 3).

Статистическим путём получили следующую математи-
ческую модель, описываемую уравнением:

y = 84 + 8x3+ 2,07x1x2 – 2x1x2x3                        (2).
Оценили адекватность математической модели, сравнив 

дисперсию адекватности S2
АД, характеризующую расхожде-

ние между экспериментальными (yэ) и теоретическими зна-
чениями (yт) степени извлечения с дисперсией воспроизво-
димости (S2

в) (табл. 4).

Поскольку S2
АД < S2

в, следовательно, математическая 
модель, описываемая уравнением (1), адекватно описывает 
процесс жидкостно-жидкостной экстракции при извлече-
нии 1-гидроксипирена из биоматрицы гексаном.

Опираясь на уравнение (2), дали толкование жидкост-
но-жидкостной экстракции 1-гидроксипирена гексаном. 
Кратность экстракции (x3) вносит больший вклад в форми-
рование степени извлечения, чем масса сульфата магния и 
время экстракции. Степень извлечения 1-OHP выше при 
двукратной экстракции вследствие увеличения концентра-
ции определяемого вещества в гексановом экстракте. Если 
подставить в уравнение кодированные значения факторов, 
то можно рассчитать теоретические значения параметра  
оптимизации, которые показывают, что степень извлечения  
не меняется (табл. 5).

Отсюда следует, что увеличивать массу сульфата магния 
x1 и время экстракции x2 нет смысла. Таким образом, осу-
ществление математического планирования и получение 
математической модели (2) помогли точно подобрать сле-
дующие оптимальные условия жидкостно-жидкостной экс-
тракции 1-гидрокиспирена из биологической пробы: масса 
сульфата магния 0,5 г, время экстракции 2 мин, число экс-
тракций – 2.

Обсуждение
Известные ГХ-МС методики определения 1-гидрок-

сипирена в моче основаны на извлечении данного аналита 
жидкостной экстракцией с последующим упариванием экс-
тракта до сухого остатка, дериватизацией силилирующим 
агентом БСТФА с последующим ГХ-МС анализом. Предел 
обнаружения составляет от 0,5 до 1 нг/мл. Существенным 
недостатком вышеупомянутых методик являются высокие 
пределы обнаружения, по которым нельзя определить 1-ги-
дроксипирен в моче лиц, не работающих на производствах 
с экспозицией ПАУ. Предложенный авторами вариант про-
боподготовки, основанный на извлечении 1-гидроксипире-
на 2-кратной жидкостной экстракцией гексаном в течение 
2 мин с добавкой 0,5 г сульфата магния в биологическую 
пробу, позволил достичь предела обнаружения 0,1 нг/мл.

Линейность градуировочного графика в диапазоне от 
0,1 до 100 нг/мл, характеризуемая коэффициентом кор-
реляции r, составила 0,999. Оценка метрологических ха-
рактеристик1,2 [30] показала, что СКО воспроизводимости  

Т а б л и ц а  3
Расчёт и оценка значимости коэффициентов математической 
модели

Коэффициент 
математической модели Вывод

a0 = (y1 + y2 + y3 + y4 + y5 + y6 + y7 + y8) = 84 Значим (|a| > Δa)

a1 = (–y1 + y2 – y3 + y4 – y5 + y6 – y7 + y8) = 0,26 Незначим (|a| < Δa)

a2 = (–y1 – y2 + y3 + y4 – y5 – y6 + y7 + y8) = –1,03 Незначим (|a| < Δa)

a3 = (–y1 – y2 – y3 – y4 + y5 + y6 + y7 + y8) = 8 Значим (|a| > Δa)

a12 = (y1 – y2 – y3 + y4 + y5 – y6 – y7 + y8) = 2,07 Значим (|a| > Δa)

a13 = (y1 – y2 + y3 – y4 – y5 + y6 – y7 + y8) = –0,07 Незначим (|a| < Δa)

a23 = (y1 + y2 – y3 – y4 – y5 – y6 + y7 + y8) = –0,56 Незначим (|a| < Δa)

a123 = (–y1 + y2 + y3 – y4 + y5 – y6 – y7 + y8) = –2,0 Значим (|a| > Δa)

Т а б л и ц а  4
Оценка адекватности математической модели

№ 
опыта x0 x3 x12 x123 yэ yТ S2

АД S2
в Вывод

1 + – + – 80,25 80,1 9,56 14,56 S2
АД < S2

в

2 + – – + 73,23 71,9 9,56 14,56 S2
АД < S2

в

3 + – – + 71,63 71,9 9,56 14,56 S2
АД < S2

в

4 + – + – 80,01 80,1 9,56 14,56 S2
АД < S2

в

5 + + + + 92,98 92,1 9,56 14,56 S2
АД < S2

в

6 + + – – 93,40 91,9 9,56 14,56 S2
АД < S2

в

7 + + – – 89,84 91,9 9,56 14,56 S2
АД < S2

в

8 + + + + 90,18 92,1 9,56 14,56 S2
АД < S2

в

Т а б л и ц а  5
Теоретические значения степени извлечения

№ 
опыта

Фактор Теоретическое 
значение 
степени 

извлечения

натуральный кодированный

x1 x2 x3 x1 x2 x3

1 0,5 1 2 0 –1,0 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 1,0 1 92,0
6 0,6 3 2 0,2 0 1 92,0
7 0,8 3 2 0,6 0 1 92,0
8 1 3 2 1,0 0 1 92,0

1 РМГ 61-2010. Показатели точности, правильности, прецизи-
онности методик количественного химического анализа. Методы 
оценки. М.: Стандартинформ. 2013.

2 РМГ 76-2014. ГСИ. Внутренний контроль качества результатов 
количественного химического анализа. М.: Стандартинформ. 2016.
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ворительный, так как позволяет обнаружить уровни концен-
траций в моче у лиц, не контактирующих с ПАУ.

Заключение
С помощью математического планирования экспери-

мента установлены следующие оптимальные условия извле-
чения 1-гидроксипирена из биологической пробы методом 
жидкостной экстракции: масса сульфата магния 0,5 г и вре-
мя встряхивания 2 мин, число экстракций – 2. Выбор опти-
мальных условий жидкостной экстракции 1-гидроксипирена 
методом математического планирования позволил разрабо-
тать методику определения данного аналита в моче методом 
ГХ-МС для проведения биологического мониторинга. С ис-
пользованием данной методики с пределом обнаружения 0,1 
нг/мл определили концентрации 1-гидроксипирена в моче не 
только у работников производства алюминия, но и у лиц кон-
трольной группы (не подвергающихся воздействию ПАУ).

METHODS OF HYGIENIC INVESTIGATIONS 

Alekseenko A.N., Zhurba O.M., Merinov A.V., Shayakhmetov S.F. Optimization of conditions for the sample preparation using  
mathematical planning for determination of 1-hydroxypyrene in urine using method of gas chromatography-mass spectrometry

https://dx.doi.org/10.47470/0016-9900-2020-99-10-1153-1158
Original article

не превышает 6,4%, систематическая погрешность незна-
чима, так как tрасч < tтаб (0,95; 4) = 2,8, показатель точности в 
виде суммарной погрешности не выше 15%.

Разработанная методика была использована при из-
учении результатов содержания 1-гидроксипирена в моче 
работников производства алюминия и у лиц контрольной 
группы (14 человек, не имеющих профессионального кон-
такта с ПАУ).

Уровни содержания 1-гидроксипирена в моче работни-
ков алюминиевого производства в 48,9–416 раз выше, чем в 
контрольной группе. Cравнение результатов между работни-
ками разных профессий показало, что у анодчиков наблю-
дался более высокий уровень содержания 1-гидроксипирена 
в моче, чем у лиц других профессий. Фоновые уровни 1-ги-
дроксипирена в моче у лиц контрольной группы составили 
0,28 ± 0,07 нг/мл, что в 3 раза выше предела обнаружения  
0,1 нг/мл. Таким образом, предел обнаружения 1-гидрокси-
пирена в моче 0,1 нг/мл по данной методике вполне удовлет-
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