
Hygiene & Sanitation (Russian Journal). 2019; 98(3)

343

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2019

Нурисламова Т.В., Уланова Т.С., Попова Н.А., Мальцева О.А.

МЕТОДИЧЕСКОЕ ОБЕСПЕЧЕНИЕ КОНТРОЛЯ СОДЕРЖАНИЯ СТОЙКОГО 
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ре защиты прав потребителей и благополучия человека, 614045, Пермь

Введение. Опасную группу соединений, оказывающих негативное влияние на здоровье населения и загрязня-
ющих окружающую среду, представляют стойкие органические загрязнители (СОЗ), в том числе хлорорга-
нические пестициды, гексахлобензол. Цель исследования – методическое обеспечение контроля содержания 
гексахлорбензола в биологических средах человека. 
Материал и методы. Для контроля гексахлорбензола в крови разработана газохроматографическая ме-
тодика определения. Определение гексахлорбензола в крови основано на использовании капиллярной газовой 
хроматографии с режимом линейного программирования температуры колонки, детектора электронного 
захвата (ДЭЗ), экстракции органическим растворителем на этапе пробоподготовки. При реализации разра-
ботанной методики оценивали показатели – точность и характеристики погрешности результатов анали-
за. Нижний предел количественного определения (LOQ) гексахлорбензола в крови составил 0,000024 мкг/см3, 
при диапазоне определяемых концентраций от 0,00015 до 0,005 мкг/см3 (погрешность методики определения 
≥20%), что позволяет адекватно диагностировать химическую нагрузку в крови высокотоксичного стойкого 
органического загрязнителя. 
Результаты. Показатели качества результатов количественного химического анализа гексахлорбензола в 
крови составили: точность (правильность и прецизионность) – 15,62%, повторяемость – 3,45%, воспроиз-
водимость – 4,65%. В процессе апробации методики в крови обследуемой группы обнаружены концентрации 
гексахлорбензола в диапазоне 0,0003 ± 0,0001 ÷ 0,0007 ± 0,0001 мкг/см3. Высокая эффективность газохрома-
тографического определения гексахлорбензола в образцах крови достигнута путём подбора оптимальных 
условий газохроматографического анализа: капиллярная колонка серии HP-1- 35м ∙ 0,32мм ∙ 0,25мкм с про-
граммированием температуры, оптимальной температуры испарителя и ДЭЗ. 
Заключение. Отработанный способ подготовки пробы крови к анализу, включающий жидкостную экстрак-
цию толуолом, денатурации белка центрифугированием биосреды при 7000 об/мин в течение 15 мин при  
рН 6–7 в сочетании с газохроматографическим анализом и ДЭЗ позволил достичь полноты извлечения гексах-
лорбензола из крови на 99,7%.
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METHODICAL SUPPORT FOR CONTROL OVER THE CONCENTRATION OF PERSISTENT ORGANIC 
POLLUTANT HEXACHLOROBENZENE IN BLOOD
Federal Scientific Center for Medical and Preventive Health Risk Management Technologies, Perm, 614045, Russian Federation

Introduction. Persistent organic pollutants (POP) are extremely dangerous compounds contaminating the environment 
and exerting the negative impact on human health. Organochlorine pesticides, including hexachlorobenzene, are a 
specific group among POP. Our research goal is methodological support for the hexachlorobenzene content control 
in human biological environments. 
Material and methods. We developed highly both sensitive and selective procedure for determining hexachlorobenzene 
in blood. Hexachlorobenzene determination in blood is based on the application of capillary gas chromatography with 
linear programming of a column temperature, electron capture detector (ECD), and extraction with an organic solvent 
at a sample preparation stage. When implementing the developed methodology, the following indices were evaluated: 
accuracy and error characteristics of the analysis results. The lower limit of hexachlorobenzene quantification 
(LOQ) in blood amounted to 0.000024 µg/cm3, with the range of detectable concentrations from 0.00015 to 0.005 
(determination method error ≥ 20%), which allows to adequately diagnose chemical burden with a highly toxic 
persistent organic pollutant in blood. 
Results. The results of quantitative chemical analysis of hexachlorobenzene contents in blood had the following 
quality indices: precision and correctness amounted to 15.621%; repeatability - 3.45%; reproducibility - 4.65%. In 
the process of testing the method, concentrations of hexachlorobenzene in the range of 0.0003 ± 0.0001 ÷ 0.0007 ± 
0.0001 μg/cm3 were detected in the blood of the examined group.
Discussion. The high efficiency of gas chromatography determination of hexachlorobenzene in blood was achieved 
via selection of optimal conditions for chromatographic analysis: capillary column HP-1- 35m∙0.32mm∙0.25µm with 
linear programming of column temperature, carrier gas (nitrogen), electron capture detector (ECD). The developed 
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Для выполнения решений Стокгольмской конвенции по СОЗ 
необходимо обеспечить гармонизацию существующих и вновь 
разрабатываемых методик анализа на содержание СОЗ, а также 
разработать скрининговые методики анализа СОЗ не только в 
объектах окружающей среды, но и в биологических средах че-
ловека. 

В настоящее время перечень нормируемых показателей СОЗ 
в объектах окружающей среды расширяется, что требует разра-
ботки высокочувствительных и селективных методик, позволя-
ющих выполнять определение опасных для человека токсичных 
соединений с высокой точностью и достоверностью4 [13–16]. 

Целью настоящих экспериментальных исследований яви-
лась разработка методического обеспечения контроля содержа-
ния гексахлорбензола в крови человека.

Материал и методы
Достоверность и прослеживаемость результатов анализа, по-

лученных при применении методики количественного химиче-
ского анализа (МКХА), зависит от её метрологического уровня, 
который определяется качеством реализации самой процедуры 
разработки МКХА5 и её валидации при оценке пригодности6 .

Согласно ГОСТ Р 8.563–2009 показатель точности измере-
ния устанавливали с учётом составляющих погрешностей, та-
ких как методическая, инструментальная, вносимая оператором 
при отборе и приготовлении пробы.

В соответствии с рекомендациями РМГ 61–2010 [17] и 
ГОСТ Р ИСО 5725-1-6–20027 выполняли оценку характеристик 
погрешности измерений для методики [18, 19].

Реактивы и материалы. Для приготовления градуировоч-
ных растворов и отработки условий метода пробоподготовки 
использовали стандартные образцы состава пестицида гексах-
лорбензола квалификации ГСО № 9106–2008 (ООО «Научно-
производственный и аналитический центр Эколан», Москва); 
толуол химически чистый CAS 108-88-3 с массовой долей ос-
новного вещества 99,7% (ООО «Экос-1»).

Введение
Стойкие органические загрязнители (СОЗ) представляют 

группу опасных соединений, которые загрязняют окружающую 
среду и оказывают негативное влияние на здоровье человека, 
широко используются в промышленности и сельском хозяйстве 
(хлорорганические пестициды) [1, 2]. По Стокгольмской кон-
венции в перечень стойких органических загрязнителей входит 
гексахлорбензол1 [3, 4]. 

Среди СОЗ, появление которых в окружающей среде об-
условлено воздействием человека, выделяются хлорорганиче-
ские пестициды (ХОП), в том числе гексахлорбензол [5]. В Рос-
сии гексахлорбензол широко используется в сельском хозяйстве 
в составе фунгицидов (гамма-гексан, гексатиурам, меркурбен-
зол, фагус и др.) как протравитель семян для предотвращения 
заболеваний пшеницы, гречихи, ржи, сои и других зерновых 
культур. В промышленности гексахлорбензол используется в 
качестве огнестойкой пропитки, как пластификатор для поли-
винилхлоридов в электроизоляционных материалах и в органи-
ческом синтезе. В настоящее время применяется в оборонной 
промышленности для производства пиротехнических средств.  
В Европейских странах гексахлорбензол запрещён к примене-
нию ввиду экотоксикологических свойств.

Гексахлорбензол – хлорированное моноциклическое арома-
тическое соединение, в котором бензольное кольцо полностью 
замещено атомом хлора, агрегатное состояние – кристаллы свет-
ло-серого цвета с неприятным запахом, пары гексахлорбензола 
раздражают слизистые оболочки и оказывают наркотическое 
действие2. Смертельная доза составляет 50 граммов. Гексахлор-
бензол устойчив в окружающей среде и накапливается в пище-
вой цепи. Его длительное воздействие вызывает заболевание 
печени, центральной нервной системы, сердечно-сосудистой 
системы и репродуктивных органов. Накапливается в жировых 
тканях человека, считается возможным канцерогеном для чело-
века (группа 2 В МАИР)3 [6–10].

По Стокгольмской конвенции определены меры по сокра-
щению и устранению выбросов СОЗ в окружающую среду, что 
послужило мощным импульсом для развития химико-аналити-
ческого контроля СОЗ [11, 12].

method of the preparing a blood sample for analysis, including liquid extraction with toluene, protein denaturation 
by centrifuging the biological medium at 7000 rpm for 15 min at pH of 6-7 in combination with gas chromatographic 
analysis and an electron capture detector (ECD) made it possible to complete extraction of hexachlorobenzene from 
blood in an amount of 99.7%.
K e y w o r d s :    hexachlorobenzene; biological medium (blood); electron capture detector (ECD); extraction with an organic 
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бавок определяемого компонента с применением набора стан-
дартных образцов с известными характеристиками и погрешно-
стями. Для оценки точности методики проводили эксперимент 
по внесению известных количеств аналитического стандарта в 
биологическую матрицу на двух уровнях (один равен пределу 
определения, другой в сто раз больше) в пяти повторениях каж-
дого уровня (параллельно 2 контрольных образца).

Предел количественного определения (LOQ) оценивали пу-
тём определения минимального содержания гексахлорбензола 
в образце крови с заданной степенью точности, характеризую-
щейся предельно допустимой величиной относительного СКО 
полученных результатов [20]. 

Полнота извлечения гексахлорбензола из крови. Экспери-
ментально устанавливали полноту извлечения гексахлорбензо-
ла методом «введено–найдено» на трёх уровнях концентраций 
аналита в пяти измерениях. Затем вычисляли среднее значение 
полноты извлечения.

Точность и достоверность результатов определяли на 
нижней границе диапазона, верхней (75%) и середине (50%) 
линейного диапазона методики (3 аналитические серии). Из-
мерения проводили в течение трёх дней для каждого диапазона 
методики. Установленное значение среднеквадратического от-
клонения, соответствующее пределу количественного определе-
ния, не превышало 20% (требования FDA и EMA) [21]. Досто-
верность полученных результатов рассчитывали как отношение 
среднего значения концентрации внутри одной или между тремя 
аналитическими сериями к истинному значению концентрации 
гексахлорбензола. Полученные предельно допустимые значения 
достоверности концентраций гексахлорбензола стандартного 
образца для нижней границы диапазона составили 95,8–100%, 
для остальных уровней концентраций – 97–100% [22]. 

Результаты
Хроматографическое определение гексахлорбензола в кро-

ви с ДЭЗ. В процессе экспериментальных исследований по раз-
работке методики изучали факторы, влияющие на разделение 
гексахлорбензола и компонентов матрицы биологической сре-
ды: тип и толщину пленки неподвижной фазы (НЖФ) капилляр-
ной колонки, геометрические размеры, природу газа-носителя и 
его скорость, температурный режим колонки, ДЭЗ и испарителя 
[23, 24]. В исследованиях апробированы капиллярные колонки 
различных серий и различных типов НЖФ: DB-624, HP-FFAP, 
HP-1. Эффективное разделение гексахлорбензола с матричными 
компонентами достигнуто на капиллярной колонке серии HP-1 
длиной 35 м, толщиной фазы 0,25 мкм и внутренним диаметром 
0,32 мм. Для повышения чувствительности и селективности 
определения гексахлорбензола в крови применяли режим про-
граммирования колонки, варьировали скоростью нагревания ко-
лонки, расходом газа-носителя и делением потока (газ:воздух). 
Экспериментально отработанные оптимальные газохроматогра-
фические параметры представлены в табл. 2.

В режиме 2 (см. табл. 2) интерференций гексахлорбензола 
с компонентами матрицы не установлено, поэтому этот режим 
выбран для дальнейших экспериментальных исследований.

Аппаратура. Исследования по разработке методического 
обеспечения контроля гексахлорбензола в крови выполняли на 
газовом хроматографе «Кристалл-5000» с ДЭЗ и капиллярной 
колонкой HP-1- 35м ∙ 0,32мм ∙ 0,25мкм. 

Метод абсолютной градуировки. Приготовление стан-
дартного раствора № 1. В мерную колбу вместимостью 100 
см3, заполненную на 70 см3 гексаном, вносили навеску гексах-
лорбензола массой 10 мг. Доводили объём смеси гексана в колбе 
до метки. Полученный раствор имел массовую концентрацию 
гексахлорбензола С = 100 мкг/см3 .

Приготовление стандартного раствора № 2. В мерную 
пробирку объёмом 10 см3 дозатором добавляли деионизованную 
воду в объёме 4 см3, вводили микрошприцем 2 мм3 стандартного 
раствора гексахлорбензола концентрацией 100 мкг/см3. Концен-
трация стандартного раствора № 2 составляет 0,05 мкг/ см3 .

Приготовление растворов для градуировочной характе-
ристики гексахлорбензола. Растворы для градуировочной ха-
рактеристики готовили в мерных пробирках вместимостью 10 
см3. Для этого в каждую пробирку дозатором вносили биологи-
ческую среду (кровь) объёмом 5 см3, затем вносили стандартный 
раствор № 2 объёмом 15, 30, 60, 125, 250 и 500 мм3. Диапазон 
полученных концентраций составил 0,00015, 0,0003, 0,0006, 
0,00125, 0,0025 и 0,005 мкг/см3 соостветственно. 

Приготовление раствора для контроля качества. Из стан-
дартного раствора гексахлорбензола № 2 путём последователь-
ного разбавления деионизованной водой готовили растворы для 
контроля качества QC (0,0002, 0,005, 0,01 мг/см3).

Пробоподготовка. В приготовленный градуировочный рас-
твор объемом 5 см3 дозатором добавляли органический раство-
ритель (толуол) объемом 3 см3 и выполняли жидкостную экс-
тракцию (время контакта фаз 5 мин). После экстракции раствор 
центрифугировали при 7 000 об/мин в течение 15 мин. Затем 1 
мм3 верхнего слоя органического растворителя (толуол) вводили 
в хроматографическую колонку через испаритель.

Условия газохроматографического определения гексахлор-
бензола в крови. Выполненные экспериментальные исследова-
ния позволили установить оптимальные газохроматографиче-
ские параметры (табл. 1) 

Хроматограмма гексахлорбензола стандартного раствора в 
крови представлена на рисунке.

Аналитические характеристики методики. Оценку вли-
яния (интерференций) биологической матрицы на результаты 
химического анализа гексахлорбензола выполняли на образцах 
крови различных доноров (n = 11) с внесёнными стандартными 
образцами. Образцы крови проверены на отсутствие интерфе-
ренций на времени удерживания аналита. Критерий селективно-
сти составил 98%. Стандартное квадратичное отклонение (СКО) 
полученных результатов между образцами крови не превышало 
14%.

Метрологическая аттестация методики. Аттестация ме-
тодики определения гексахлорбензола в крови выполнена рас-
чётным способом с известной концентрацией для нижней, сред-
ней и верхней границ измеряемого диапазона. Систематическую 
составляющую погрешности измерения оценивали методом до-
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Т а б л и ц а  1
Оптимальные параметры газохроматографического анализа

Параметр Состояние

Капиллярная колонка, м НЖФ HP–1 длиной 35

Начальная температура, °С 70

Скорость подъема температуры, °С/мин С 25 до 180 
С 10 до 210 
С 5 до 230

Конечная температура нагрева, °С 230 

Температура испарителя, °С 270

Расход газа-носителя, см3/мин 20 

Режим детектора, °С 270

72

70

68

66

64

62

60
1       2     3     4      5      6      7     8     9    10    11

мВ, ЭЗД

Время, мин

Ге
кс

ах
ло

рб
ен

зо
л

Хроматограмма стандартного раствора гексахлорбензола с содержа-
нием (Сгхб = 0,05 мкг/см3).
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лорбензола из крови (время контакта 5 мин) органическим рас-
творителем (толуол) объёмом 3 см3, денатурации белка центри-
фугированием биосреды при 7 000 об/мин в течение 15 мин, при 
рН = 6-7 и последующем определении на газовом хроматографе 
с ДЭЗ.  

Среднее значение полноты извлечения гексахлорбензола из 
крови при оптимально отработанных параметрах экстракции со-
ставило 99,9% (n = 6). 

Метод абсолютной градуировки. Для количественного 
определения гексахлорбензола в крови выполняли по 5 изме-
рений концентраций каждого уровня диапазона 0,00015–0,005 
мкг/см3. Построенный градуировочный график имел линейный 
характер с коэффициентами корреляции 0,994–0,996, СКО не 
превышало 10%.

Точность и достоверность. Проанализированы три серии 
образцов QC, результаты приведены в табл. 5.

Точность определения гексахлорбензола внутри аналитиче-
ской серии изменялась от 4,09 до 8,4%, достоверность составила 
99,6–100%. Между сериями точность определения изменялась 
от 5,4 до 13,6%, достоверность от 98,8 до 101,4%.

Обсуждение
В процессе апробации разработанной газохроматографиче-

ской методики выполнены скрининговые исследования образ-
цов крови детей Пермского края на содержание гексахлорбен-
зола. 

В образцах крови обследуемых детей обнаружено со-
держание гекахлорбензола в диапазоне концентраций  
0,0003 ± 0,0001 ÷ 0,0007 ± 0,0001 мг/дм3 .

Выводы
1. Разработанная высокочувствительная и селективная 

газохроматографическая методика позволяет выполнять опре-
деление гексахлорбензола в крови в диапазоне концентраций 
0,00015-0,005 мг/дм3 при погрешности не более 20%.

2. Высокая эффективность газохроматографического 
определения гексахлорбензола в образцах крови с пределом ко-
личественного определения на уровне 0,000024 мг/дм3 достиг-
нута путём подбора оптимальных условий газохроматографиче-
ского анализа: капиллярной колонки серии HP-1-35м ∙ 0,32мм ∙ 
0,25мкм, температурного режима колонки, детектора электрон-
ного захвата, испарителя и расхода газа носителя.

3. Применение разработанного способа подготовки про-
бы крови к анализу, включающего жидкостную экстракцию то-

Для количественного определения гексахлорбензола в крови 
применяли метод абсолютной градуировки.

Комплексное использование газохроматографического ана-
лиза в сочетании с экстракцией органическим растворителем и 
оптимальных условий пробоподготовки крови к химическому 
анализу гексахлорбензола позволило установить нижний LOQ, 
который составил 0,000024 мкг/см3 .

При отработанных оптимальных условиях газохромато-
графического анализа и пробоподготовки эффекта матрицы на 
увеличение или подавление аналитического сигнала гексахлор-
бензола не наблюдалось. Среднеквадратическое отклонение ма-
тричного эффекта составило 4,33%.

Подготовка образца крови к химическому анализу гексах-
лорбензола. Для достижения оптимальной полноты извлечения 
гексалорбензола из крови экспериментально отработаны ус-
ловия процедуры экстракции [25–30]. Для этого использовали 
органические растворители различной полярности (полярные, 
малополярные, неполярные), варьировали объёмами экстраген-
та – органического растворителя, числом экстракций, рН-среды 
и временем достижения межфазного равновесия. Результаты ис-
следований приведены в табл. 3, 4.

Экспериментальным путём установлено, что полнота из-
влечения гексахлорбензола из крови при максимальной селек-
тивности достигнута при подобранных оптимальных условиях 
газохроматографического анализа, концентрировании гексах-
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Т а б л и ц а  2 
Газохроматографические параметры для определения гексах-
лорбензола в крови

Режим
Температура, °С

Испаритель Колонка Детектор

1 260 150–250 280
2 270 70–230 270
3 260 80–220 270

Т а б л и ц а  3 
Результаты отработки оптимальных параметров процесса  
экстракции гексахлорбензола из крови

Экстрагент
Концентрация, мкг/см3 Полнота 

экстракции, 
%введено обнаружено

Органические растворители:
гексан 0,008 0,0059 ± 0,002 73,8
толуол 0,00785 ± 0,0045 98,0
ацетон 0,00495 ± 0,0032 61,8

Объём растворителя  
(толуол), см3:

3 0,008 0,00795 99,4
2 0,0025 32
1 0,0018 23

Время контакта фаз, мин: 
5 0,008 0,00795 ± 0,00051 99,5
10 0,0073 ± 0,00044 91,5
15 0,0078 ± 0,00049 97,5

Скорость центрифугирова-
ния, об/мин:

5000 0,008 0,0069 ± 0,00042 86,3
6000 0,0075 ± 0,00065 93,8
7000 0,00799 ± 0,0053 99,9

Т а б л и ц а  4 
Оптимальные параметры процесса полноты извлечения  
гексахлорбензола из биологической среды

Органиче-
ский 

растворитель

Объём 
растворителя, 

см3

Время 
контакта 
фаз, мин

Скорость 
центрифугиро-
вания, об/мин

рН
Полнота 

экстракции, 
%

Толуол 3 5 7 000 6–7 99,9

Т а б л и ц а  5
Точность и достоверность определения гексахлорбензола  
экстракцией органическим растворителем

Введено, мг/дм3 Обнаружено, мг/ дм3 Точность, % Достоверность, %

Внутри одной аналитической серии
0,00015 0,00015 ± 0,0000 8,40 100,0
0,0025 0,00249 ± 0,00001 4,09 99,6
0,005 0,00501 ± 0,00005 6,52 100,2

Между тремя аналитическими сериями
0,00015 0,00015 ± 0,00001 13,6 100,6
0,0025 0,00247 ± 0,00004 5,4 98,8
0,005 0,00507 ± 0,00007 9,8 101,4
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луолом, денатурации белка центрифугированием биосреды при 
7 000 об/мин в течение 15 мин при рН 6–7 в сочетании с газохро-
матографическим анализом и ДЭЗ позволило достичь высокую 
полноту извлечения гексахлорбензола из крови, которая соста-
вила 99,9%.

4. Выполненная метрологическая аттестация разработан-
ной методики определения гекахлорбензола в крови позволила 
установить показатели качества результатов количественного 
химического анализа: показатель точности – 15,62%, показатель 
повторяемости – 3,45%, показатель внутрилабораторной преци-
зионности – 4,65%. 

5. Проведённые скрининговые исследования образ-
цов крови групп детского населения Пермского края позволи-
ли обнаружить концентрации гексахлорбензола в диапазоне  
0,0003 ± 0,0001 ÷ 0,0007 ± 0,0001 мкг/см3 .

Методика может быть использована для практического при-
менения научными учреждениями в области профпатологии и 
экологии человека.
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