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РАЗРАБОТКА МЕТОДА ОПРЕДЕЛЕНИЯ ВЫСОКОТОКСИЧНЫХ 

ХЛОРИРОВАННЫХ ФЕНОЛОВ В КРОВИ КАПИЛЛЯРНОЙ
ГАЗОВОЙ ХРОМАТОГРАФИЕЙ 

Зайцева Н.В., Уланова Т.С., Нурисламова Т.В., Попова Н.А.
ФБУН «Федеральный научный центр медико-профилактических технологий управления рисками 

здоровью населения», Пермь, e-mail: root@fcrisk.ru

Разработан современный инструментальный физико-химический метод определения хлорфено-
лов (2,4-дихлорфенол и 2,4,6-трихлорфенол) в крови. В процессе исследований изучены условия раз-
деления на капиллярных колонках с различными характеристиками неподвижных жидких фаз. Полно-
та разделения 2,4-дихлорфенола и 2,4,6-трихлорфенола достигнута на капиллярной колонке DB-XLB 
– 30 м×0,32мм×0,5 мкм при температурном режиме: колонки 135–250 °С; испарителя 260 °С; детектора 
280 °С; расходе газа-носителя (азот) 20 см3/мин. Для определения хлорфенолов в крови в виде полигалоге-
нированных производных применены методические приемы, которые включают экстракцию хлорфенолов 
из крови органическим растворителем в кислой среде, введение в молекулу хлорфенола атомов галогенов 
в органической фазе и последующим ацилированием трифторуксусным ангидридом в среде пиридина. По-
лученные эфиры анализируют газохроматографическим методом с использованием газового хроматографа 
«Кристалл-2000» с детектором электронного захвата (ГХ/ЭЗД). Для идентификации хлорпроизводных фе-
нола (2,4-дихлорфенол и 2,4,6-трихлорфенол), образующихся на различных стадиях подготовки биопробы, 
к анализу применяли масс-спектрометрическое детектирование исследуемых соединений с регистрацией 
спектра масс-ионов в стандартном образце. Исследования полученных производных хлорфенолов выпол-
нены с использованием хромато-масс-спектрометрической системы: хроматограф газовый Agilent 7890А, 
режим ионизации электронным ударом при 70 эВ, капиллярная колонка НР-5МS длиной 30 м и внутренним 
диаметром 0,25 мм с масс-селективным детектором 5975С.

Ключевые слова: экстракция, ацилирование, бромирование, 2,4-дихлорфенол, 2,4,6-трихлорфенол, газовая 
капиллярная хроматография, масс-спектрометрическое детектирование
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The new instrumental physical -chemical method of chlorophenol (2,4-dichlorophenol and 
2,4,6-trichlorophenol) analysis in blood was developed. During the study examined the conditions of separation on 
column with different characteristics of stationary liquid phase. Completeness of separation of 2,4-dichlorophenol 
and 2,4,6-trichlorophenol was achieved on column DB-XLB – 30×0,32 mm×0,5 μm under temperature setting: 
column 135–250 °С, vaporizer 260 °С, detector 280 °С, at a fl ow rate of carrier gas (azote) 20 sm3/min. For the 
chlorophenol analysis in blood in the form of polyhaloaromatics there were used the methodical approaches which 
include the chlorophenol extraction from blood with organic solvent in the acidic media, the inletting of the halogen 
atom into the chlorophenol molecule in the organic phase (bromization in the acidic media by molecular bromine) 
and the following acidylation by trifl uoroacetic anhydride in pyridine media. These esters were analyzed with help 
of gas chromatographic method using gas chromatograph «Kristall – 2000» with Electron-capture detector (GC/
ECD). The resulting ethers have been analyzed using gas chromatography with the electron capture detector (ДЭЗ – 
ECD). To identify the chlorinated phenols (2,4-dichlorophenol and 2,4,6-trichlorophenol) resulting at the different 
phases of biosample preparation there has been used mass spectrometric analysis of the samples with mass-ion 
spectrum registration in chemical reference substance. Researches of obtained data have been done with the use 
of chromate-mass-spectrometer system: gas chromatographic Agilent 7890А, ionization conditions of electronic 
impact 70 eV, column НР-5МS 30 m long, inside diameter 0,25 mm and mass selective detector 5975С.

Keywords: extraction, acidylation, bromization, 2,4-dichlorophenol, 2,4,6-trichlorophenol, capillary gas 
chromatography, mass spectrometric analysis

Для оценки рисков неблагоприятного 
воздействия факторов окружающей среды на 
здоровье населения, обоснования контами-
нантной нагрузки организма на базе систем-
ных зависимостей с факторами воздействия 
в последнее время широко используются 
результаты исследований по содержанию 
химических соединений в биологических 
средах человека [2]. Известно, что одним 
из ведущих факторов техногенного воздей-
ствия на здоровье населения является каче-

ство питьевой воды из систем централизо-
ванного водоснабжения. Для городов России 
одним из приоритетных способов обеззара-
живания является хлорирование воды. На 
стадии обеззараживания образуется более 50 
хлорорганических соединений, в том числе 
хлорированные фенолы различной степени 
хлорирования (моно-, ди-, трихлорфенолы), 
имеющие высокую биологическую актив-
ность [6, 3]. С увеличением атомов хлора 
в ароматическом кольце повышается ток-
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сичность хлорированных фенолов, устой-
чивость к разложению и способность к био-
аккумуляции [12]. Хлорированные фенолы 
обладают иммунотоксичными и канцероген-
ными свойствами, изменяют внутриклеточ-
ный метаболизм [9]. 

Проведенный анализ научной литера-
туры позволил заключить, что большин-
ство современных методов определения 
хлорированных фенолов в биологических 
средах отличаются недостаточной селек-
тивностью и чувствительностью. Так, опре-
деление трихлорметафоса-3 и его метабо-
литов в биологическом материале методом 
газожидкостной хроматографией включает 
извлечение остатков трихлорметафоса-3 
и хлорфенолов из проб биоматериала (пе-
чень, почки, головной мозг, кровь, моча) 
смесью органических растворителей – хло-
ристого метилена и гексана (2:1) с добавле-
нием этилового спирта, концентрировании 
экстракта и последующем определении на 
газовом хроматографе с ДЭЗ или ДПР [7]. 
Нижний предел определения трихлорме-
тафоса-3 0,3 мг/кг, хлорфенолов 0,1 мг/кг. 
Одновременное определение методом газо-
вой хроматографии фенола, 2-хлорфенола, 
2,4 и 2,6-дихлорфенола, 2,4,6-трихлорфено-
ла и 2,3,5,6-тетрахлорфенола в моче рабо-
чих, подвергшихся экспозиции, предлага-
ют P.B. Roosmalen, A.L. Klein [11]. Фенолы 
разделяются методом перегонки водяным 
паром и затем экстрагируются изопропи-
ловым эфиром. Образцы анализировались 
на газовом хроматографе с использованием 
стеклянной колонки (180 см×2 мм внутрен-
ний диаметр), заполненной Tenax GC с де-
тектором ионизации в пламени. Пределы 
обнаружения в моче составили для фено-
ла 0,1 и 1 мг/л для ди- и трихлорфенолов. 
Coutts R.T., Hargesheimer E.E., Pasutto F.M. 
[10] предложили метод определения хлор-
фенолов в моче экстракцией органическим 
растворителем в кислой среде. 

Наиболее часто в системах водоснаб-
жения обнаруживаются хлорированные 
фенолы, в том числе 2,4,6-трихлорфенол 
и 2,4-дихлорфенол, которые в высоких 
концентрациях (0,1 мкг/л) оказывают ток-
сическое действие, сопровождающееся 
тошнотой, повышением температуры, уча-
щением дыхания, судорогой [5]. Опреде-
ление этих соединений в биологических 
объектах является сложной аналитической 
задачей, решение которой требует разработ-
ки и внедрения в аналитическую практику 
методов разделения и детектирования, обе-
спечивающих определение пикограммовых 
количеств хлорированных фенолов на фоне 
веществ, присутствующих в матрице в зна-
чительно более высоких концентрациях. 

Вышеизложенное определило актуаль-
ность настоящих исследований и позволило 
сформулировать цель работы – разработка 
высокочувствительных и селективных ме-
тодов определения хлорированных фенолов 
в крови.

Материалы и методы исследований
Исследования выполнялись специалистами хи-

мико-аналитического отдела ФБУН «Федеральный 
научный центр медико-профилактических техноло-
гий управления рисками здоровью населения». Объ-
ектами исследований являлись биологические среды 
(кровь), технология разработки газохроматографи-
ческих методов: хроматографическое поведение ис-
следуемых соединений на различных неподвижных 
жидких фазах, методы подготовки биопробы для 
химического анализа. Исследования по отработке 
методов подготовки образцов крови на содержание 
хлорированных фенолов выполнялись методом ка-
пиллярной газовой хроматографии с использованием 
газового хроматографа «Кристалл-2000» с галогенсе-
лективным детектором ДЭЗ (детектор электронного 
захвата). 

Результаты исследований 
и их обсуждение

Изучены условия разделения на ка-
пиллярных колонках с различными харак-
теристиками неподвижных жидких фаз: 
DB-624-25m×0,32mm×5,0μm (полярная 
цианопропильная фаза; температурный 
предел от 60 °С до 260/300 °С), HP-FFAP – 
50 m×0,32 mm×0,5 μm (полярная фаза с по-
крытием нитротерефталевой кислотой; тем-
пературный предел от 60 °С до 240/250°С) 
и DB-XLB – 30 м×0,32 мм×0,5 мкм (низко-
полярная фаза; температурный предел от 
30 °С до 340/360 °С). Полнота разделения 
2,4-дихлорфенола и 2,4,6-трихлорфенола 
достигнута на капиллярной колонке DB-
XLB- 30 м×0,32 мм×0,5 мкм при темпера-
турном режиме: колонки 135–250 °С; ис-
парителя 260 °С; детектора 280 °С; расходе 
газа-носителя (азот) 20 см3/мин. Хромато-
граммы стандартных растворов 2,4-дихлор-
фенола и 2,4,6-трихлорфенола представле-
ны на рис. 1.

Для обнаружения хлорированных фе-
нолов (2,4-дихлорфенол и 2,4,6-трихлор-
фенол) в биологических средах (кровь) 
использовали высокоспецифичный элек-
тронно-захватный детектор (ДЭЗ) [8]. На 
практике при анализе биосреды наиболее 
часто используются такие способы пробо-
подготовки, как экстракция органическим 
растворителем и дериватизация целевых 
компонентов. Поэтому важным этапом ис-
следований являлось изучение зависимости 
полноты экстракции хлорированных фено-
лов из биоматериала различными органиче-
скими растворителями, рН среды и дерива-



874

FUNDAMENTAL RESEARCH    №8, 2013

BIOLOGICAL SCIENCES

тизации. В ходе экспериментальных работ 
по выбору экстрагента использовали ряд 
органических растворителей [4]. Средние 

значения полноты экстракции 2,4-дихлор-
фенола и 2,4,6-трихлорфенола из крови для 
ряда экстрагентов представлены в табл. 1. 

                           а                                                                          б

в
Рис. 1 Хроматограммы стандартных растворов 2,4-дихлорфенола и 2,4,6-трихлорфенола, 
полученные на капиллярных колонках с различными неподвижными жидкими фазами:

а – колонка DB-624 – 25 m×0,32 mm×5,0 μm; при температурном режиме: колонки 125–240 °С; 
испарителя 250 °С; детектора 270 °С; расходе газа-носителя (азот) 20 см3/мин; 

б – колонка HP-FFAP – 50 m×0,32 mm×0,5 μm; при температурном режиме: колонки 135–260 °С; 
испарителя 260 °С; детектора 280 °С; расходе газа-носителя (азот) 20 см3/мин;

в – колонка DB-XLB – 30 м×0,32 мм×0,5 мкм; при температурном режиме: колонки 135–250 °С; 
испарителя 260 °С; детектора 280 °С; расходе газа-носителя (азот) 20 см3/мин

Таблица 1
Зависимость степени экстракции 2,4-дихлорфенола и 2,4,6-трихлорфенола из крови от 

природы органического растворителя (n = 5, Р = 0,95)

Органический рас-
творитель

2,4-хлорфенол Степень 
экстрак-
ции, %

2,4,6-трихлорфенол Степень 
экстрак-
ции, %

Вве-
дено Найдено Вве-

дено Найдено

1. Хлористый 
метилен

0,18

0,002 ± 0,0004 1,1

0,14

0,00007 ± 0,0000035 0,05

2. Диэтиловый 
эфир 0,011 ± 0,0021 6,1 0,04 ± 0,0038 28,6

3. Хлористый мети-
 лен + гексан (1:1) 0,0002 ± 0,000015 0,11 0,000032 ± 0,0000052 0,02

4. Гексан 9,25 3,57 ± 0,35 38,6 7,05 3,5 ± 0,28 49,8
5. Толуол 5,96 ± 0,43 64 5,83 ± 0,37 82,7

Экспериментальным путем установ-
лено, что применение в качестве экстра-
гента толуола при использовании 10 % 
раствора щавелевой кислоты для обеспе-

чения рН среды 2–3 повышает степень 
извлечения из крови до 64 % для 2,4-дих-
лорфенола и 82,7 % ‒ для 2,4,6-трихлор-
фенола. 
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Хроматографическое определение хло-
рированных фенолов затруднено в связи 
с их высокой полярностью, недостаточной 
термической и химической стабильно-
стью, что вызывает ассимметричность пи-
ков и их неудовлетворительное разделение. 
С целью получения соединений с меньшей 
полярностью, более низкой температу-
рой кипения, повышенной стабильностью 
и лучшими по сравнению с исходными 
хлорфенолами хроматографическими ха-
рактеристиками в исследованиях исполь-
зовали химическую модификацию хлор-
фенолов действием ацилирующих агентов. 
Изучены два методических подхода хими-
ческой модификации хлорфенолов: метод 
экстракции-бромирования и экстракции-
бромирования-дериватизации.

Метод экстракции-бромирования 
включал экстракцию хлорфенолов (2,4-дих-
лорфенол и 2,4,6-трихлорфенол) из био-
логической матрицы (кровь) органическим 
растворителем в кислой среде и введение 
в молекулу хлорфенола атомов галогенов 
в органической фазе [13]. Методика мо-
дификации и количественного определе-
ния низких концентраций хлорфенолов 
(2,4-дихлорфенол и 2,4,6-трихлорфенол) 
в биосреде (кровь) основана на окислении 
хлорфенолов в избытке молекулярного бро-
ма. В процессе исследований установлены 

оптимальные условия бромирования хлор-
фенолов: исходная концентрация брома 
в растворе, рН среды, продолжительность 
бромирования. С этой целью к 2 см3 кро-
ви добавляли 5 мм3 исходного стандарт-
ного раствора (концентрация 2,4-дихлор-
фенола 4,6 мкг/см3 и 2,4,6-трихлорфенол 
3,5 мкг/см3), 2 см3 бидистиллированной 
воды, подкисляли 10 % раствором щавеле-
вой кислоты до рН = 2–3 и экстрагировали 
пробу крови 2 раза двумя см3 органическо-
го растворителя (толуол) в течение 5 минут. 
Полученный экстракт центрифугировали 
при 7000 об/мин в течение 15 минут и сли-
вали в пробирку объемом 10 см3. Затем при-
меняли реакцию взаимодействия хлорпро-
изводного фенола с молекулярным бромом 
в органическом экстракте в кислой среде. 
Для этого к органическому экстракту до-
бавляли бромирующий реагент в объеме 2 
и 0,4 см3 разбавленной серной кислоты при 
рН = 2–3 и затем экстракт бромировали. 
В процессе исследований было установле-
но, что в кислой среде при избытке моле-
кулярного брома (~103-кратный молярный 
избыток по сравнению с расчетным стехио-
метрическим соотношением) бромпроиз-
водное 2,4-дихлорфенола образуется в тече-
ние 3–5 минут с количественным выходом, 
после чего происходило снижение его кон-
центрации, вызванное окислением (табл. 2). 

Таблица 2
Полнота экстракции 2,4-дихлорфенола из крови в зависимости от времени бромирования 

Время бромирования, мин Концентрация, мкг/см3

Полнота экстракции, %Введено Найдено
1,0 1,11 0,19 ± 0,032 17,1
3,0 1,11 0,45 ± 0,071 40,5
5,0 1,11 0,98 ± 0,054 88,3

В ходе экспериментальных работ 
по выбору экстрагента изучали зави-
симость полноты экстракции бромпро-

изводных хлорфенолов из крови раз-
личными экстрагентами при pH 2-3 
(табл. 3).

Таблица 3
Полнота экстракции бромпроизводных хлорфенолов 

Экстрагент
Концентрация, мкг/см3

Полнота экстракции, %Введено Найдено
2,4-дихлорфенол (6-Бром 2,4-дихлорфенола)

Гексан 9,25 4,98 ± 0,44 53,8
Толуол 9,25 7,1 ± 0,42 76,8

2,4,6-трихлорфенол
Гексан 7,05 0 0
Толуол 7,05 0 0

К органическому экстракту (гексан, то-
луол), содержащему стандартные раство-
ры хлорфенолов, добавляли бромирующий 
реагент в объеме 2 и 0,4 см3 разбавленной 

серной кислоты и экстракт бромировали 
в течение 5 мин. Избыток брома удаля-
ли из органического экстракта раствором 
сернистокислого натрия объемом 0,4 см3 
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и пробирку энергично встряхивали в тече-
ние 3 мин, образец центрифугировали при 
7000 об/мин в течение 10 минут до разделе-
ния водной и органической фракций. После 
разделения слоев 1 мм3 органического экс-
тракта анализировали методом ГХ/ЭЗД. 

Максимальная степень экстракции 
при подобранных оптимальных условиях 
бромирования хлорфенолов и органиче-
ского растворителя была достигнута при 
использовании толуола для экстракцион-
ного концентрирования в кислой среде при 
рН = 2–3, времени бромирования в течение 
5 мин, которая составила для 2,4-дихлор-
фенола 76,8 %. 2,4,6-трихлорфенол взаимо-
действует с бромом. 

Метод экстракции-бромирования-дери-
ватизации включает получение новой ана-
литической формы путем введения атомов 
брома в ароматическое ядро хлорфенолов по 
реакции электрофильного замещения (первая 

стадия), последующее ацилирование анги-
дридами в среде органического растворителя 
бромпроизводных хлорфенолов (вторая ста-
дия) [1, 13]. Целенаправленное насыщение 
молекул хлорфенолов атомами галогенов 
повышает чувствительность ДЭЗ к получа-
емым дериватам и позволяет снизить предел 
обнаружения. Для эффективного концентри-
рования бромпроизводных хлорфенолов из 
биосреды (кровь) применяли жидкостную 
экстракцию различными органическими рас-
творителями, изучали экстракционные харак-
теристики, оценивали эффективность хими-
ческой модификации хлорфенолов. Изучена 
зависимость полноты экстракции 2,4-дихлор-
фенола из крови при применении органиче-
ского экстрагента, бромирования в органи-
ческой фазе в избытке молекулярного брома; 
2,4,6-трихлорфенола при использовании аци-
лирующего агента, реакция протекает в среде 
пиридина (табл. 4).

Таблица 4
Полнота экстракции эфирных производных хлорфенолов из крови 

(этерификация в среде органического растворителя) 

Экстрагент
Концентрация, мкг/см3

Полнота экстракции, %Введено Найдено
2,4-дихлорфенол (трифторацетата 6-Бром 2,4-дихлорфенол)

Гексан 9,25 6,12 ± 0,58 66,2
Толуол 9,25 8,2 ± 0,39 88,8

2,4,6-трихлорфенол (три-фтор-ацетата 2,4,6-трихлорфенол)
Гексан 7,05 5,0 ± 0,61 70,9
Толуол 7,05 6,77 ± 0,54 96,1

Полученные результаты полноты экс-
тракции 2,4,6-трихлорфенола из крови при 

применении различных ацилирующих аген-
тов показаны в табл. 5.

Таблица 5
Полнота экстракции 2,4,6-трихлорфенола из крови (этерификация в среде органического 

растворителя различными ацилирующими агентами) 

Ацилирующий агент Концентрация, мкг/см3

Полнота экстракции, %Введено Найдено
Уксусный ангидрид 0,7 0,03 ± 0,0046 4,3
Йодистый метил 0,7 0,18 ± 0,031 25,7
Трифторуксусный ангидрид 0,7 0,67 ± 0,042 95,7

Оптимальный эффект полноты экс-
тракции изучаемых соединений из био-
среды (кровь) наблюдался при исполь-
зовании в качестве экстрагента толуола, 
ацилирующего агента – трифторуксусного 
ангидрида, реакция протекает в среде пи-
ридина при объемных соотношениях – 
экстрагент:ацилирующий агент: бромная 
вода:пиридин = 2:0,4:0,4:0,1 и центрифуги-
ровании биопробы при 7000 об/мин в тече-
ние 15 мин. Центрифугирование в течение 
меньшего диапазона времени недостаточно 

для устранения матричного эффекта при 
оптимизации количественного определе-
ния хлорфенолов в биопробе. В экстрак-
ционной системе толуол–биосреда из 
крови извлекалось от 64 до 82,7 % хлорфе-
нолов, бромпроизводных 2,4-дихлорфенола 
(6-Бром 2,4-дихлорфенола) 76,8 %, для их 
эфирных бромпроизводных степень из-
влечения увеличивалась и достигала для 
2,4-дихлорфенола (трифторацетата 6-Бром 
2,4-дихлорфенол) 88,8 % и для три-фтор-
ацетата 2,4,6-трихлорфенола 96,1 %.
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Для идентификации хлорированных 
фенолов и их производных в крови, образу-
ющихся на различных стадиях подготовки 
биопробы к анализу, выполнены хромато-
масс-спектрометрические исследования 
стандартного образца (2,4-дихлорфенол 
и 2,4,6-трихлорфенол) с регистрацией масс-
спектров и сравнения с библиотечными 
спектрами. Для качественной идентифи-
кации производных хлорфенолов исполь-
зовали алгоритм аналитического исследо-
вания стандартных образцов, основываясь 
на временах удерживания и относительной 
интенсивности одного основного и двух 
подтверждающих ионов (m/z). Полученные 
производные хлорфенолов анализирова-
ли в системе газовый хроматограф–масс-
спектрометр НР 5973/6890 фирмы Agilent 
Technologies. Хроматограммы получали 
с применением кварцевой капиллярной ко-
лонки DB- 624, 30 m×0,25 mm×0,25 μm в ус-
ловиях: температурная программа колонки 

150–250 °С; температура инжектора 290 °С, 
давление 109,7 kPa, газ-носитель гелий. Ин-
жектор направлен на ввод пробы без сброса 
(splitless). Режим работы масс-селективного 
детектора – сканирование в интервале 40–
550 а.м. Для обработки хроматограмм ис-
пользовали систему AMDIS (NIST).
Алгоритм аналитического исследования 
стандартного образца 2,4-дихлорфенола 

1 этап экстракционного концентриро-
вания 2,4-дихлорфенола методом жидкост-
ной экстракции в кислой среде предназна-
чен для перевода 2,4-дихлорфенола в более 
удобную для последующего газохромато-
графического анализа органическую фазу, 
повышения его концентрации в экстракте 
и отделения мешающих компонентов из 
биологической матрицы. Хроматограмма 
стандартного образца 2,4-дихлорфенола по 
полному ионному току и масс-спектр пред-
ставлены на рис. 2.

                               а                                                                           б
Рис. 2. а – хроматограмма стандартного образца 2,4-дихлорфенола по полному ионному току. 

5,96 мин–2,4-дихлорфенол; б – масс-спектр стандартного образца 2,4-дихлорфенола. 
Основной ион массой 162 и подтверждающие ионы 126 и 98

2 этап: бромирование органического 
экстракта, содержащего 2,4-дихлорфенол, 
молекулярным бромом. При бромирова-
нии атомы брома замещают атомы водо-
рода в ароматическом ядре хлорфенола 
в положении 6 и происходит образование 
бромпроизводного 6-Бром 2,4-дихлор-
фенола. 

3 этап: получение трифтор-ацетил-
производных хлорфенолов в среде ор-
ганического растворителя для газохро-
матографического анализа. Получение 
трифторацетатов бромпроизводных хлор-
фенолов улучшает их хроматографические 
характеристики: уменьшает полярность, 
понижает температуры кипения, нейтрали-
зует активный атом водорода ОН-группы, 
осложняющий газохроматографический 
анализ. Хроматограмма стандартного об-
разца 6-бром-2,4-дихлорфенола ацетилиро-
ванного трифторуксусным ангидридом по 

полному ионному току и масс-спектр пред-
ставлены на рис. 3.

Проведенные исследования позволили 
идентифицировать по величинам време-
ни удерживания и масс-спектрам в стан-
дартном образце: 2,4-дихлорфенол, 6-Бром 
2,4-дихлорфенол, трифторацетата 6-Бром 
2,4-дихлорфенола. 

Алгоритм аналитического 
исследования стандартного образца 

2,4,6-трихлорфенола 
1 этап экстракционное концентрирова-

ние 2,4,6-дихлорфенола методом жидкостной 
экстракции в кислой среде. Эта стадия пред-
назначена для перевода 2,4,6-трихлорфенола 
в более удобную для последующего газо-
хроматографического анализа органическую 
фазу. Хроматограмма стандартного образца 
2,4,6-трихлорфенола по полному ионному 
току и масс-спектр представлены на рис. 4. 
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                             а                                                                        б
Рис .3. а – хроматограмма стандартного образца 6-бром-2,4-дихлорфенола, ацетилированного 
трифторуксусным ангидридом по полному ионному току: 7 мин – трифторацетата 6-Бром 

2,4-дихлорфенол; б – масс-спектр трифторацетильного производного 6-бром-2,4-дихлорфенола 
(соответствует по молекулярному весу этому соединению). Основной ион массой 241 

и подтверждающие ионы 213 и 338

а 

б 
Рис. 4. а – хроматограмма стандартного образца 2,4,6-трихлорфенола: по полному ионному току. 

5,96 мин – 2,4,6-трихлорфенол; б – масс-спектр стандартного образца 2,4,6-трихлорфенола. 
Основной ион массой 196 и подтверждающие ионы 160 и 132
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2 этап ‒ проведение этерификации 
в среде органического растворителя. Пре-
вращение 2,4,6-трихлорфенола в эфиры 
путем ацетилирования трифтор-уксус-
ным ангидридом в среде пиридина. Аце-
тилирование в среде органического рас-

творителя устраняет гидролиз эфиров. 
Хроматограмма стандартного образца 
2,4,6-трихлорфенола ацетилированного 
трифторуксусным ангидридом по полному 
ионному току и масс-спектр представлены 
на рис. 5.

а  

б
Рис. 5. а – хроматограмма стандартного образца 2,4,6-трихлорфенола, ацетилированного 

трифторуксусным ангидридом по полному ионному току 8,89 мин; б – масс-спектр 
трифторацетильного производного 2,4,6-трихлорфенола. Основной ион массой 294 

и подтверждающие ионы 195 и 264

Получение трифторацетата 2,4,6-трих-
лорфенола улучшает его хроматографиче-
ские характеристики (снижает температу-
ру кипения, способствует симметричности 
пика) и увеличивает чувствительность (вве-
дение 3 атомов фтора) при определении 
галогенселективным детектором электрон-
ного захвата, что позволяет снизить предел 
обнаружения 2,4,6-трихлорфенола в 2 раза.

Выводы
Для определения хлорфенолов в крови 

предложен новый прием двухстадийной хи-
мической модификации, основанный на более 

эффективном использовании реакционной 
способности аналитов. Для дериватизации 
хлорфенолов на первой стадии предложе-
но применять молекулярный бром (реакции 
электрофильного замещения), на второй – 
ацилирование полученных бромпроизводных 
в органическом экстракте ангидридом фтор-
содержащих карбоновых кислот. Для каждого 
исследованного соединения получены анали-
тические формы: 6-Бром 2,4-дихлорфенол, 
трифторацетат 2,4-дихлорфенол, 2,4,6-трих-
лорфенилтрифторацетат.

Высокая чувствительность газохрома-
тографического анализа 2,4-дихлорфенола 
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в крови на уровне 0,07–1,5 мкг/см3 при по-
грешности метода определения не более 
25 % достигнута путем экстракционного 
концентрирования из биологической матри-
цы методом жидкостной экстракции в кис-
лой среде, получения бромпроизводного 
2,4-дихлорфенола (окисление молекуляр-
ным бромом) и ацилирования бромпроиз-
водного в органическом экстракте ангидри-
дом фторсодержащих карбоновых кислот 
в сочетании с оптимальными условиями 
пробоподготовки, хроматографирования, 
использованием капиллярной колонки 
DB-XLB 30 m×0,32 mm×0,50 μm и детекто-
ра электронного захвата (ДЭЗ). 

Высокая чувствительность газохрома-
тографического анализа 2,4,6-трихлорфе-
нола в крови на уровне 0,04–0,8 мкг/см3 
при погрешности метода определения не 
более 25 % достигнута путем получения 
производных 2,4,6-трихлорфенола по ги-
дроксильной группе (этерефикации в среде 
органического растворителя) в сочетании 
с оптимальными условиями пробопод-
готовки, хроматографирования, исполь-
зованием капиллярной колонки DB-XLB 
30 m×0,32 mm×0,50 μm и детектора элек-
тронного захвата (ДЭЗ). 

Хромато-масс-спектрометрическими 
исследованиями на стандартных образцах 
было подтверждено образование аналити-
ческих форм хлорфенолов: 6-Бром 2,4-дих-
лорфенол, трифторацетат 2,4-дихлорфенол, 
2,4,6-трихлорфенилтрифторацетат на раз-
личных стадиях химической модификации.

Список литературы
1. Демьянов П.И. Химические методы получения произво-

дных при хроматографическом определении фенолов // Журнал 
аналитической химии. – 1992. – Вып.12. – т. 47. – С. 1942–1963.

2. Комплексные вопросы управления риском здоровью 
в решении задач обеспечения санитарно-эпидемиологическо-
го благополучия на муниципальном уровне / Н.В. Зайцева, 
П.З. Шур, И.В. Май, А.С. Сбоев, О.П. Волк-Леонович, Т.В. Ну-
рисламова // Гигиена и санитария. – 2007. – № 5. – С. 16–18.

3. Красовский Г.Н., Егорова Н.А. Ведущие оценочные 
показатели в системе контроля качества воды // Гигиена 
и санитария. – 1990. – № 11. – С. 27–29. 

4. Крамаренко В.Ф. Токсикологическая химия. – М.: 
Высшая школа, 1989.

5. Кузубова Л.И., Кобрина В.Н. Химические методы 
подготовки воды // Аналитический обзор. – Новосибирск: 
ГПНТБ СО РАН, 1996. – 96 с.

6. Славинская Г.В. Влияние хлорирования на каче-
ство питьевой воды // Химия и технология воды. – 1991. – 
Т. 13. – № 11. – С. 1013–1022. 

7. МУК. Методические указания по определению трих-
лорметафоса-3 и его метаболитов в биологическом матери-
але методом газожидкостной хроматографией. Утверждены 
Минздравом СССР 28 декабря 1982 г. № 2647-82.

8. Царев Н.И., Царев В.И., Катраков И.Б. Практическая 
газовая хроматография. – Барнаул, 2000. 

9. ATSDR. Agency for Toxic Substances and Disease 
Registry, Division of Toxicology. Toxicological Profi le for 

Chlorophenols: Potential for Human Exposure, GA, Atlanta, 
1999. 

10. Coutts R.T., Hargesheimer E.E., Pasutto F.M. Gas 
chromatographic analysis oftrace phenols by direct acetyla-
tion in aqueous solution // J. Chromatogr. – 1979. – Vol. 179. – 
Р. 291–299. 165.

11. International archives of occupational and environ-
mental health. – Vol. 45, № 1. – Р. 57–62, DOI: 10.1007/
BF00378096.

12. Naturally produced organohalogens, kluwer Acad. 
Publ., Dordrecht Hardbound, 1995. 

13. Lawrence I.F. Prechrcomatographic chemical derivati-
zation in liguid chromatography // Chemical derivatization in 
analytical chemistry. Vol.2. Fret R.W. and Lawrence I.F.(Eds). 
– N.- Y.: Plenum Pablishers, 1982. – P. 191.

References
1. Dem’yanov P.I. Chemica de methodis apparandis chro-

matographic determinatio phenols. Acta Analyseos Chymicis, 
Vyp.12. Volume XLVII. MCMXCII. рр. 1942-MCMLXIII.

2. Complexu proventus valetudo periculo administratione 
in soluendo quaestiones de sanitate et bene esse ad epidemio-
logical municipali gradus / N.V. Zaytseva, P.Z. Shur, I.V. May, 
A.S. Sboev, O.P. Volk Leonovich, T.V. Nurislamova // et sanita-
tion hygiene. MMVII. V numero. XVIII рр.16

3. Krasovskii G.N., Egorova N. Ducens negotium Indica-
tores in aqua quale imperium / / hygiene et sanitariya. MCMXC. 
pp. 27–11. XXIX.

4. Kramarenko V.F. Toxicological Chymicis Graduate 
schola, MCMLXXXIX.

5. Kuzubova L.I., Kobrin V.N. Chemica modos aquæ. Re-
view analytica. Novosibirsk: SPSL, MCMXCVI. XCVI.

6. Slavinskaya G.V. Chlorination effectus bibere aquae 
qualitate / / Chymicis et technicae aqua, MCMXCI. T. XIII. Nu-
merum XI. рр. 1013–1022.

7. MUK. Viasque ad determinandum trihlormetafosa-III ei-
usque in tenuissimum biologica materia per Gas-liquido chroma-
tography. USSR probati Ministry de Salus December XXVIII, 
MCMLXXXII N 2647–82.

8. Tsarev, NI, Tsarev VI, IB Katrakov Usum Chromatogra-
phy Gas Barnaul in MM.

9. ATSDR. Agentia enim toxicus substantiae et morbo 
Subcriptio, Division of Toxicology. Toxicological Profi le for 
Chlorophenols: potentia Humanum Exposure, GA Atlanta, MC-
MXCIX.

10. Coutts R.T., Hargesheimer E.E., Pasutto F.M. Vesti-
bulum chromatographic analysis oftrace phenols directa acety-
lation in aqueum solutio // J. Chromatogr., MCMLXXIX, V. 
CLXXIX, рp. 291–299. CLXV.

11. Quisque venenatis archiva et environmental valetudo 
Volume XLV, Number I, 57-62, doi: 10.1007/BF00378096.

12. Naturaliter produci organohalogens, kluwer Acad. 
Publ., Dordrecht Hardbound, MCMXCV.

13. Laurentius I.F. Prechrcomatographic eget derivatization 
in liguid chromatography. // Insecta derivatization in Chemia an-
alytica. Vol.2. Quiesce R.W. et Laurencius I.F. (aliquot factum.) 
N.Y.: Pablishers pleno, MCMLXXXII. P.191. 

Рецензенты:
Дегтев М.И., д.х.н., профессор кафедры 

аналитической химии Пермского государ-
ственного национального исследователь-
ского университета; г. Пермь;

Зайцева Т.А., д.б.н., профессор кафедры 
охраны окружающей среды Пермского на-
ционального исследовательского политех-
нического университета; г. Пермь.

Работа поступила в редакцию 11.07.2013.


