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1-пиренол в моче принадлежит к биологическим маркерам экспозиции полиароматических 
углеводородов. Ряд методик определения 1-пиренола в моче обязательно включает ферментативный 
гидролиз, извлечение из биопробы, дериватизацию силилирующим агентом. Ферментативный гидролиз 
и силилирование занимают весьма продолжительное время: 16 часов и 40 минут соответственно. 
Предлагается менее продолжительный и более чувствительный вариант определения 1-пиренола 
в моче методом газовой хроматографии с масс-селективным детектированием. Для расщепления 
коньюгированной формы 1-пиренола (в виде глюкуронида) применяли ферментативный гидролиз 
β-глюкуронидазой в течение 1 часа. После ферментативного гидролиза аналит извлекали из 
биологической матрицы экстракцией гексаном с дальнейшим упариванием экстракта до сухого 
остатка в токе инертного газа. Оптимальные условия жидкостной экстракции устанавливали путём 
вариации соотношения – высаливающий агент : время экстракции : кратность экстракции. Сухой 
остаток перерастворяли и дериватизировали в силилирующим реагенте N,O-бис(триметилсилил)
трифторацетамиде (БСТФА) в триметилсилиловый эфир при комнатной температуре в течение 
5 мин. Анализ триметилсилильного экстракта осуществляли методом газовой хроматографии 
на капиллярной колонке HP-5MS с масс-селективным детектированием. Идентификацию ана-
лита проводили по времени удерживания и соотношению основного и подтверждающего ионов. 
Высокоточное определение обеспечивалось за счёт использования внутреннего стандарта 
1-пиренол-d9. Диапазон определяемых концентраций методики от 0.1 до 100 мкг/л. Повторяемость 
и внтрилабораторная прецизионность составили 4.4 % и 6.4 % соответственно. Систематическая 
погрешность оказалась незначимой. Точность составила 15 %. Метод апробировали на образцах 
мочи работников алюминиевого производства разных профессий.
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Urinary 1-pyrenol belongs to the biological markers of exposure to the polyaromatic hydrocarbons. Several 
methods for the determination of 1-pyrenol in urine necessarily include enzymatic hydrolysis, extraction from 
the biological sample, and derivatization with the silylating agent. Enzymatic hydrolysis and silylation take very 
long time: 16 hours and 40 minutes respectively. A shorter and more sensitive version of the determination of 
1-pyrenol in urine by gas chromatography with mass-selective detection is proposed. Enzymatic hydrolysis 
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with β-glucuronidase is used for 1h to digest the conjugated form of 1-pyrenol (as glucuronide). After the 
enzymatic hydrolysis, the analyte is extracted from the biological matrix by hexane extraction, followed by 
evaporation of the extract to dry residue in an inert gas stream. The optimum conditions for liquid extraction 
are established by varying the ratio of salting out agent : extraction time : extraction ratio. The dry residue is 
re-dissolved and derivatized in the silylating reagent N, O-bis (trimethylsilyl) trifluoroacetamide (BSTFA) into 
trimethylsilyl ether at room temperature for 5 minutes. The analysis of the trimethylsilyl extract is carried out by 
gas chromatography on HP-5MS capillary column with mass-selective detection. The analyte is identified by 
the retention time and the ratio of the main and confirming ions. The high-accuracy determination is ensured 
by using the internal standard 1-pyrenol-d9. The range of detectable concentrations of the method is from 0.1 
to 100 μg/l. Repeatability and interlaboratory precision are 4.4% and 6.4% respectively. The systematic error 
turns out to be insignificant. The accuracy is 14%. The method is tested on the urine samples of workers 
with the main professions in the aluminum production industry.
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ВВЕДЕНИЕ
Для оценки воздействия полиароматических 

углеводородов (ПАУ) на организм человека наи-
большее распространение получил биологический 
мониторинг их гидроксилированных метаболитов, в 
особенности мониторинг 1-пиренола (1-гидроксипирена), 
являющегося метаболитом пирена [1–6]. В качестве 
анализируемого объекта используется моча.

Для определения 1-пиренола в моче применяют 
высокоэффективную жидкостную хроматографию 
(ВЭЖХ) с флюориметрическим детектором, газовую 
хроматографию с масс-селективным детектированием 
(ГХ-МС). 

Методика ВЭЖХ включает в себя предваритель-
ный ферментативный гидролиз β-глюкуронидазой 
при 37 оС 16 часов, твёрдофазную экстракцию на 
сорбенте С18, упаривание элюата в токе инертного 
газа, перерастворение в метаноле, ВЭЖХ анализ. 
Предел обнаружения 0.1 мкг/л, нижний предел 
количественного определения 2 мкг/л при объёме 
пробы 10 мл, относительное стандартное отклонение 
воспроизводимости (СКОотн) 13 % [7]. 

Главное преимущество метода газовой хрома-
тографии с масс-селективным детектором (ГХ-МС) 
по сравнению с ВЭЖХ – это высокая эффективность 
и селективность разделения на колонке, а также  
возможность применения внутреннего стандарта 
1-пиренол-d9 [8, 9]. В случае метода ГХ-МС 1-пиренол, 
как и его дейтерированный аналог необходимо 
дериватизировать, так как наличие гидроксильной 
группы в молекуле аналита скажется на низкой 
летучести, следовательно, на низкой чувствитель-
ности определения. Наиболее распространен-
ными реагентами для дериватизации являются 
N,O-бис-триметилсилилтрифторацетамид (БСТФА) 
и метилтретбутилдиметилсилилтрифторацетамид 
(МТБСТФА) [10-12].

Методика ГХ-МС включает в себя следующие 
этапы: гидролиз β-глюкуронидазой при 37 оС в течение 
16 часов, твёрдофазную экстракцию, концентриро-
вание экстракта в токе азота, дериватизацию сухого 
остатка в БСТФА 40 минут при 60 оС, ГХ-МС анализ 
на капиллярной колонке в течение 40 минут. Предел 
обнаружения 0.5 мкг/л, предел количественного 

определения 1 мкг/л, относительное стандартное 
отклонение воспроизводимости (СКОотн) 6.7–13 %. 

Основными недостатками вышеупомянутых 
методик являются высокая продолжительность 
следующих стадий: ферментативный гидролиз, 
силилирование, а также низкая чувствительность 
при определении 1-пиренола у лиц, не работающих 
в условиях производства ПАУ, высокие значения 
относительного стандартного отклонения. 

Цель исследования – разработать и апробировать 
методику определения 1-пиренола в моче методом 
ГХ-МС. Для достижения данной цели поставили 
следующие задачи: повышение чувствительности и 
точности определения, сокращение продолжитель-
ности пробоподготовки и газохроматографического 
измерения.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Для реализации ГХ-МС анализа использовали 

газовый хроматограф 7890A с одноквадрупольным 
масс-селективным детектором 5975C фирмы Agilent 
Technologies, оснащённый автоматическим пробо-
отборником 7693 и капиллярной колонкой HP-5MS 
(30 м, 0.25 мм, 0.25 мкм).

Модельные растворы 1-пиренола в моче, го-
товили добавлением аликвот растворов 1-пиренола 
в ацетонитриле в мочу условно здоровых лиц, не 
работающих на промышленных предприятиях. Перед 
пробоподготовкой в каждый стандартный раствор 
1-гидроксипирена в моче вносили 20 мкл раствора 
внутреннего стандарта с концентрацией 5 мкг/мл. 

При пробоподготовке применяли водяной 
термостат, мультвортекс, центрифугу модели 5804 
Eppendorf  и следующие реактивы: 1-пиренол (99.8%,), 
1-пиренол-d9 (98.8 %) как внутренний стандарт, раствор 
β-глюкуронидазы в воде Helix Pomatia H-2 (>85000 
ед/мл,), буферный раствор из уксусной кислоты и 
ацетата натрия с рН 5, магний сернокислый («х.ч.»), 
н-гексан для хроматографии, силилирующие реагенты 
БСТФА и МТБСТФА. Пробоподготовку и ГХ-МС 
анализ проводили по следующей схеме (рис. 1)

Градуировку осуществляли способом вну-
треннего стандарта по растворам 1-пиренола в 
моче в диапазоне от 0.1 до 100 мкг/л. Внутренним 
стандартом служил 1-пиренол-d9. Материалом для 
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исследования биосред на содержание 1-пиренола 
послужили пробы мочи работников алюминиевого 
производства, отобранные во время медицинского 
осмотра на базе поликлиники данного предприятия. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Хромато-масс-спектрометрия. Полученные 

производные 1-пиренола и 1-пиренола-d9 после 
дериватизации двумя силилирующими реагентами 
БСТФА и МТБСТФА содержат триметилсилильную 
(ТМС) и третбутилдиметилсилильную группы (ТБДМС). 

Хромато-масс-спектральные характеристики 
вышеупомянутых соединений приведены в табл. 1

Молекулярные ионы данных производных 
соответствуют молекулярной массе только в случае 
ТМС производных. В случае ТБДМС производных 
молекулярные ионы не самые интенсивные, что 
объясняется другой фрагментацией. Индексы удер-
живания (ИУ) оценены по смеси н-алканов С10 – С30. 
Для ТБДМС дериватов значения ИУ больше чем ИУ 
ТМС дериватов, так как ТБДМС дериваты обладают 
большей молекулярной массой и поэтому дольше 
удерживаются на колонке. Тем не менее, разница 
времён удерживания ТМС и ТБДМС производных 
составляет 1.5 минуты. Также необходимо изме-
нить условия проведения ГХ-МС анализа именно в 
плане уменьшения его продолжительности. Выбор 
другого режима температурного программирования 
и увеличение потока газа-носителя через колонку 
позволил существенно сократить время ГХ-МС 
измерения от 34 минут до 20 минут, а также уменьшить 
полуширину пика (табл. 2). 

Рост скорости подъёма температуры и 
потока в колонке, а также уменьшение ступеней 
программирования привели к снижению времени 
удерживания и соответственно продолжительности 
газохроматографического процесса. 

Силилирование. Изучили дериватизацию 
1-пиренола двумя силилирующими реагентами 
БСТФА и МТБСТФА при двух температурах и разной 

Рис.1. Схема определения 1-пиренола в моче методом 
ГХ-МС.

Fig.1. Scheme for the determination of 1-pyrenol in urine 
by GC-MS.

Таблица 1
Хромато-масс-спектральные характеристики 1-пиренола и 1-пиренола-d9

Table 1
Chromato-mass spectral characteristics of 1-pyrenol and 1-pyrenol-d9

Производные Структурная формула
Молекуляр-
ная масса

Характерные m/z
Индекс удержи-

вания

1-пиренол-ТМС 290 290 (100 %), 275 (24 %) 2530

1-пиренол-d9-ТМС 1-Pyr-d9-OSi(CH3)3 299
299 (100 %)
284 (30 %)

2520

1-пиренол- ТБДМС 332
275 (100 %)
332 (74 %)

2820

1-пиренол-d9-ТБДМС 1-Pyr-d9-OSi(CH3)2C(CH3)3 341
284(100 %)
341 (78 %)

2815
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продолжительности процесса: от 10 до 60 минут 
интервалом 10 минут (рис. 2).

Закономерная зависимость между относи-
тельными высотами отсутствует, так разброс между 
значениями высот носит случайный характер. Это 
объясняется тем, что температура и время реакции 
силилирования не оказывают значимого влияния на 
увеличение интенсивности сигнала деривата. Тем 
не менее, природа дериатизирующего реагента и 
температура реакции оказывают своё влияние на 
величину разброса (СКОотн) значений высот пиков. 
Наименьший разброс получается в случае применения 
реагента БСТФА и при комнатной температуре 20 
оС. Это объясняется, большей устойчивостью ТМС 
производных в сравнении с ТБДМС производными. 
Таким образом, с целью сокращения продолжитель-
ности пробоподготовки, дериватизацию 1-пиренола 
достаточно осуществлять реагентом БСТФА при 
температуре 20 – 25 оС не более 5 минут. 

Экстракция 1-пиренола из биологической 
матрицы. К важным факторам жидкостной экстракции, 
влияющих на степень извлечения определяемых 

веществ, следует отнести природу экстрагента, 
время экстракции, кратность экстракции, количество 
высаливающего агента. Экстрагентом служил гексан. 
В качестве высаливающего агента использовали 
сульфат магния. Опытным путём подбирали со-
отношение следующих факторов, влияющих на 
извлечение 1-пиренола из мочи: масса сульфата 
магния, время экстракции, число экстракций (табл. 3).

Больший вклад в степень извлечения вносит 
число экстракций, чем масса сульфата магния и время 
экстракции. Степень извлечения 1-пиренола выше 
при двукратной экстракции, вследствие увеличения 
концентрации определяемого вещества в гексановом 
экстракте. Отсюда следует, что увеличивать массу 
сульфата магния и время экстракции нет смысла. 

Ферментативный гидролиз. Сопоставлены 
два варианта ферментативного гидролиза β-глю-
куронидазой проб мочи работников алюминиевого 
производства (табл. 4). Значимое расхождение между 
концентрациями 1-пиренола отсутствует. Следова-
тельно, ферментативный гидролиз β-глюкуронидазой 

Рис. 2. Относительные высоты пиков (hотн) ТМС и ТБДМС дериватов 1-пиренола при разных значениях времени 
и температуры реакции силилирования. hотн – относительное значение высоты пика ТМС-1-пиренола 
(отношение высоты пика ТМС-1-пиренол к TMС-1-пиренол-d9).

Fig. 2. Relative peak heights (hrel) of TMS and TBDMS derivatives of 1-pyrenol at different values of time and temperature of 
the silylation reaction. hrel - the relative peak height of TMS-1-pyrenol (the ratio of the peak height of TMS-1-pyrenol 
to TMS-1-pyrenol-d9).

Таблица 2 
Сравнение режимов ГХ-МС анализа ТМС и ТБДМС производных 1-пиренола

Table 2
Comparison of GC-MS analysis modes of TMS and TBDMS derivatives of 1-pyrenol

Температурная программа
60 оС с выдержкой 3 мин
10 оС/мин до 210 оС 5 мин

10 оС/мин 300 оС 2 мин
60 оС 2 мин, 15 оС/мин до 300 оС 2 мин

Поток гелия в колонке, мл/мин 1 1.2
Время удерживания производ-

ного 1-пиренола, мин
ТМС ТБДМС ТМС ТБДМС
25.55 27.85 16.79 18.31

Полуширина пика, с 2.2 2.1 1.5 1.4
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можно осуществлять менее продолжительным 
вариантом течение 60 мин при 55 оС.

Метрологические характеристики. Оценены 
метрологические характеристики в диапазоне кон-
центраций 1-пиренола 0.1–100 мкг/л: повторяемость, 
внутрилабораторная прецизионность, правильность, 
точность [13].

Оценку проводили экспериментальным способом 
по образцам для оценивания (ОО), представляющих 
собой 5 образцов мочи с концентрациями 1-пиренола 
от 0.5 до 100 мкг/л. Каждый образец анализировали 
два раза в течение пяти дней. По результатам анализа 
рассчитали относительное среднее квадратичное 
отклонение повторяемости, внутрилабораторной 
прецизионности, значение t-критерия для оценки 
значимости систематической погрешности, показатель 
точности – характеристику суммарной погрешности 
методики (табл. 5). Как показывают результаты, 
систематическая погрешность не значима, так как 
tрасч < tтаб(0.95;4) = 2.8, СКО внутрилабораторной 
прецизионности не превышает 6.3 %, суммарная 
погрешность не выше 15 %.

Приведены масс-хроматограммы 3-х модельных 
смесей с разными концентрациями 1-пиренола 
(2, 10, 20 мкг/л) (рис. 3). Пик 1-пиренола острый, 

симметричный, имеет полуширину 1.5 c, соседние 
пики не оказывают интерферирующего влияния. 

Апробация методики. Методика ГХ-МС 
определения 1-пиренола в моче апробирована на 
образцах мочи работников производства алюминия. 
Полученные результаты содержания 1-пиренола в 

Таблица 5
Метрологические характеристики определения 1-пиренола в моче

Table 5
Metrological characteristics of the determination of 1-pyrenol in urine

Ведённая кон-
центрация 1-пи-

ренола, мкг/л

Найденная кон-
центрация 1-пи-

ренола, мкг/л

СКОотн, %
tрасч

Показатель 
точности, %Повторяемость

Внутрилабораторная 
прецизионность

0.5 0.5 4.4 6.3 0.42 15
2 1.9 1.7 4.2 1.2 11
10 10.3 5.4 2.1 0.9 7.6
40 39.7 3.9 6.0 0.17 14
100 99.2 2.5 2.7 0.25 8

Таблица 4
Содержание 1-пиренола моче (мкг/л) в зависимости 
от продолжительности ферментативного гидролиза 
β-глюкуронидазой

Table 4
Contents of 1-pyrenol in urine (μg/l) depending on the 
duration of enzymatic hydrolysis with β-glucuronidase

№ образца 
мочи 

Гидролиз при 
37 оС 

в течение 16 ч

Гидролиз при 
55 оС 

в течение 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 39.0
6 0.83 0.96
7 0.31 0.35
8 22.3 25.0

Таблица 3
Выбор оптимальных условий экстракции 1-пиренола

Table 3
Selection of optimal conditions extraction for 1-pyrenol

№ опыта
Масса 

MgSO4, г

Время 
экстрак-
ции, мин

Число 
экстрак-

ций

Степень 
извлече-
ния 1-пи-
ренола

1 0 1 1 80

2 1 1 1 73

3 0 5 1 72

4 1 5 2 90

5 0.5 2 2 92

6 1 3 2 92

Таблица 6
Результаты содержания 1-пиренола в моче работни-
ков алюминиевого производства 

Table 6
Results of the content of 1-pyrenol determination in the 
urine of workers in aluminum production industry

Профессия Число лиц
Содержание 
1-пиренола в 
моче, мкг/л

Электролиз-
ники

44 15 ± 3

Анодчики 29 117 ± 20
Машинисты 

штыревого кра-
на

37 19 ± 3

Группа сравне-
ния

14 0.28 ± 0.07
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моче оценивали относительно контрольной группы, 
которую составили 14 человек, не занятых в произ-
водстве алюминия. Результаты биомониторингового 
исследования содержания 1-пиренола в моче у 
работников данного производства представлены 
в табл. 6.

Как видно из таблицы уровни содержания 
1-пиренола в моче работников алюминиевого произ-
водства были в 53–414 раз выше, чем в контрольной 
группе. Cравнение результатов между работниками 
разных профессий показало, что у анодчиков самый 
высокий уровень содержания 1-пиренола в моче, 
чем у лиц других профессий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Разработанная ГХ-МС методика характеризуется 

меньшей продолжительностью анализа за счёт 
сокращения времени ферментативного гидролиза 
и дериватизации 1-пиренола. При использовании 
внутреннего стандарта 1-пиренола-d9 достигается 
высокая точность определения, а вследствие увели-
чения степени экстракции из биологической матрицы 
повышается чувствительность определения. Данной 
методикой с пределом количественного определения 
0.1 мкг/л определили концентрации 1-пиренола в 

моче не только у работников производств алюминия, 
но и у лиц, не занятых в данном производстве. 
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