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РАЗРАБОТКА СКРИНИНГА ТОКСИКОЛОГИЧЕСКИ ВАЖНЫХ АНИОНОВ В БИОЛОГИЧЕСКОМ МАТЕРИАЛЕ МЕТОДОМ ГАЗОВОЙ ХРОМАТОГРАФИИ С МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЕЙ
Катаев С.С., Дворская О.Н.

ГУЗОТ «Пермское краевое бюро судебно-медицинской экспертизы»
ГОУ ВПО ПГФА, Росздрава, Пермь, Россия
Определение токсикологически значимых анионов (азид, цианид, нитрит, сульфид) требует, как правило, частных методов анализа [1, 2]. Методики определения анионов требуют больших количеств биологического образца, трудоёмки и длительны. Изучение современной литературы по вопросу анализа анионов в биологическом материале показало, что для их идентификации и количественной оценки часто применяется дериватизация с пентафторбензилбромидом (ПФБ-бромид) в среде ацетона или ацетонитрила [3-6].
Целью нашей работы стала разработка простого, быстрого и унифицированного метода анализа, позволяющего определять ряд токсикологически важных анионов, таких как азид, цианид, тиоцианат (основной метаболит цианида в организме человека), нитрит, сульфид в одной пробе биологического материала объемом от 50 до 200 мкл.
Разработанная схема исследования состоит из следующих этапов: осаждение белков в биологической пробе растворителем, дериватизация полученного извлечения ПФБ-бромидом, удаление избытка реагента  тиосульфатом натрия, экстракция в органический растворитель и хромато-масс-спектрометрическое (ГХ/МС) исследование.
Для осаждения белков могут применяться  ацетон и ацетонитрил, которые обладают хорошими депротеинизирующими свойствами и широко применяются в практике для осаждения белков в биологическом материале. Ацетон и ацетонитрил условно являются апротонными растворителями и часто используются как среда для проведения нуклеофильных реакций. 
Химизм процесса дериватизации основан на реакции нуклеофильного замещения брома в молекуле 2,3,4,5,6-пентафторбензилбромида на соответствующий нуклеофил (рис.1). 
Удаление избытка дериватизационного реагента (реакцией с избытком тиосульфата натрия, рис.1) является необходимым шагом, чтобы снизить негативное влияние ПФБ-бромида на хроматографическую систему и с целью получения качественных хроматограмм исследуемых проб. 
Для оптимизации метода скрининга в процедуре получения производных анионов было изучено влияние таких факторов, как растворитель, рН среды, время реакции.


[image: image1.wmf]N

O

-

O

C

-

N

S

-

N

S

2-

F

F

F

F

F

Br

F

F

F

F

F

N

F

F

F

F

F

S

N

F

F

F

F

F

N

+

O

-

O

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

S

N

3

-

S

-

S

O

O

O

Na

F

F

F

F

F

S

S

O

O

O

Na

1,2,3,4,5-ïåíòàôòîð-6-(íèòðîìåòèë)áåíçîë

(2,3,4,5,6-ïåíòàôòîðôåíèë)àöåòîíèòðèë

2,3,4,5,6-ïåíòàôòîðáåíçèëòèîöèàíàò

2,3,4,5,6-ïåíòàôòîðáåíçèëàçèä

áèñ(2,3,4,5,6-ïåíòàôòîðáåíçèë)ñóëüôèä

S

-(2,3,4,5,6-ïåíòàôòîðáåíçèë) òèîñóëüôàò íàòðèÿ

N

N

+

N

-

F

F

F

F

F

1-(áðîììåòèë)-

-2,3,4,5,6-ïåíòàôòîðáåíçîë


Рис.1. Схема получения пентафторбензильных производных анионов.

В результате исследований было установлено, что для цианидов при значении рН среды 6,0, где в ацетонитриле наблюдается максимальный выход,  применение ацетона даёт снижение выхода конечного продукта (ПФБ-нитрила) в 20 раз. Таким образом, в дальнейшем исследовании мы использовали ацетонитрил для изучения тенденций в пробоподготовке анионов для целей хромато-масс-спектрометрического анализа. Низкий выход ПФБ-нитрила при значениях рН=4,8 и рН=6,0 обусловлен взаимодействием цианида с ацетоном в кислой среде с образованием циангидрина, что снижает выход ПФБ-нитрила. Причины снижения выхода ПФБ-нитрила при значениях рН=7,8 и рН=9,2 как в среде ацетонитрила, так и в среде ацетона обусловлены взаимодействием образовавшегося ПФБ-нитрила с избытком ПФБ-бромида, вследствие чего получаются моно- и бис-пентафторбензильные производные. 
Отмечено снижение выхода ПФБ-тиоцианата при рН=9,2 и появление значительных количеств ПФБ-нитрила и бис-ПФБ-сульфида, вследствие гидролиза тиоцианата. Установлено, что проведение реакции дериватизации в среде с рН более 7 может приводить к недооткрытию цианида и нитрита, а при значении величины рН=9,2 – к ложноположительным результатам на цианид- и сульфид-ионы вследствие гидролитического разрушения тиоцианат-иона в щелочной среде, который в организме человека присутствует в значительных количествах.

Таким образом, значение рН среды в реакции нуклеофильного замещения играет важную роль. Проведение процесса дериватизации при различных значениях рН среды показало, что оптимальной является величина равная 6,0. 

При исследовании длительности процедуры дериватизации отмечено, что азид, сульфид и тиоцианат образуют производные с ПФБ-бромидом уже в течение 5 минут, дальнейшее время дериватизации мало влияет на выход целевых продуктов. Для цианида и нитрита наблюдается прямая зависимость увеличения выхода ПФБ-нитрила и α-нитропентафтортолуола от времени дериватизации, максимальный выход продуктов  даёт время процедуры  60 мин (см. диаграмму). 
Диаграмма
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Разработан метод совместного определения токсикологически значимых анионов (азида, цианида, тиоцианата, нитрита, сульфида) с использованием ГХ/МС. Оптимизированы условия дериватизации в процедуре ГХ/МС скрининга анионов: подобраны растворитель, значение рН среды, определено время процедуры дериватизации, за которое происходит исчерпывающее взаимодействие анионов с ПФБ-бромидом и условия удаления избытка реагента после дериватизации. 
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