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Резюме:  Проведено  определение  метаболитов  пропана,  н-бутана  и  изобутана  в

образцах плазмы крови крыс подвергавшихся их хроническому воздействию. Методами

газовой  хроматомасс-спектрометрии  с  твердофазной  микроэкстракцией  определены

ацетон, бутанол-1 и  трет-бутанол. Метаболиты более тяжелых углеводородов не были

выявлены.
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Abstract: A metabolites  of propane,  butane and isobutane was determined in plasma

samples  of  rats  exposed to  aliphatic  hydrocarbons.  Acetone,  butanol-1  and  tert-butanol  was

determined by GC-MS-SPME. Metabolites of pentane and isopentane have not been identified.
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Введение

С  целью  оценки  опасности  смеси  предельных  углеводородов  при  длительном

поступлении в организм проведен  хронический эксперимент.   Подопытные животные

подвергались  ингаляционному  непрерывному  90-суточному  воздействию  смеси

предельных углеводородов С1-С5 в концентрациях: 1250 ± 51,5 мг/м3 (3 группа), 255,7±15,7
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мг/м3 (2  группа),  50,2  ±  6,1   мг/м3 (1  группа).  Состав  смеси  приведен  в  таблице  1.

Соотношения  компонентов  смеси  определяются  их  реальными  соотношениями

концентраций в воздухе рабочих зон.

Таблица 1 Состав смеси предельных углеводородов, % (масс.)

СН4 С2Н6 С3Н8 i-С4Н10 n-C4H10 i-C5H12 n-C5H12

23 3 48 7 11 5 3

Таким  образом,  смесь  состоит  из  метана,  этана,  пропана,  изобутана,  н-бутана,

изопентана  и  н-пентана.  Самый  легкий  представитель  смеси,  низший  гомолог  класса

алифатических углеводородов – метан, в основном, действует на организм как асфиксант

заменяя  воздух  и  снижая  парциальное  давление  кислорода  вызывая  гипоксию  [1,  2].

Показано,  что  кролики  могут  дышать  смесью метан/кислород  в  соотношении  4  к  1  в

течение длительного промежутка времени без видимых эффектов [3]. Несмотря на это, в

работе [5] указано, что небольшие количества метана превращаются в метанол и затем в

диоксид углерода. Фармакокинетика метана, возможно, соответствует этану [4].

Токсикокинетика этана во многом аналогична метану, в диапазоне концентраций

0,5-5000  ppm не выявлено значимых эффектов у крыс. Этан выделяется  в неизменном

виде в выдыхаемом воздухе [4]. Стоит отметить, что этан в выдыхаемом воздухе является

естественным метаболитом и маркером перекисного окисления липидов [5]. Превращения

экзогенного этана в этанол не происходит в сколько-нибудь значительной степени, ввиду

того  что  этан  является  плохим  субстратом  для  цитохрома  P450.  Пропан  во  многих

описанных случаях тоже проявляет себя как асфиксант [6]. В отличие от этана и метана,

пропан  может  метаболизироваться  ферментами  печени  до  изопропанола  и  ацетона.

Метаболиты были обнаружены в крови, печени, почках и мозгу экспонированных мышей

[7]. Отмечено, что пропан существенно менее токсичен чем «старшие» гомологи – бутан и

пр. [4]. 

н-Бутан  может  окисляться  ферментами  печени  [8]  до  бутанола-2,  бутанона-2,

бутанола-1 [9], 2,3-бутандиола, 3-гидрокси-2-бутанона и 2,3-бутандиона [10]. Изобутан в

свою  очередь  образует  трет-бутанол.  Отмечено,  что  возможно  образование

глюкуронидов с бутанолом-2 [4].

н-Пентан  хуже  растворим  в  крови,  чем  гексан  и  гептан  [4].  Пентан  хорошо

поглощается жировой тканью, а также мозгом, печенью, мышцами, почками, легкими и

сердцем.  Алифатическое  гидроксилирование  это  основной  путь  метаболизма  пентана.

Основной метаболит - 2-пентанол (83-89%), 3-пентанол – минорный метаболит (11-16%).
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Кетоны и альдегиды не были обнаружены при экспонировании пентаном. Отмечено, что

возможно образование глюкуронидов со спиртами. Изопентан, в свою очередь, образует

3-метил-2-бутанол, 2-метил-2-бутанол и 3-метил-2-бутанон [11], 2-метил-1-бутанол и 3-

метил-1-бутанол [4]. 

Цель работы

Комплексный  химический  мониторинг  алифатических  углеводородов  на

экспериментальных животных был проведен с целью установления зависимости между

полученной дозой токсиканта и концентрацией его маркеров в биологических образцах.

Материалы и методы

Определение целевых веществ выполняли методом газовой хроматографии масс-

спектрометрии (ГХМС) в режиме электронной ионизации. Концентрирование соединений

из  плазмы  крови  крыс  осуществляли  в  режиме  газовой  экстракции  при  нагревании  в

замкнутом  объеме  с  последующим  разделением  на  капиллярной  колонке  и

количественным определением по индивидуальным характеристическим ионам.

Исследование равновесной паровой фазы над пробами плазмы крови крыс было

проведено  при  помощи  газового  хроматомасс-спектрометра  Shimadzu  QP2010  Plus  в

режиме автоматической пробоподготовки и введения проб с помощью автодозатор AOC-

5000. Концентрирование летучих органических соединений из равновесной паровой фазы

проводили  на  микроволокно  карбоксен/полидиметилсилоксан  с  толщиной  пленки

неподвижной фазы 85 мкм. Перед началом анализа проб волокно регенерировали в токе

азота при 200 °С в течение 30 минут. 

Образцы  плазмы  крови  каждой  исследуемой  группы  крыс  объединяли  таким

образом,  чтобы полученный объем пулированного образца составлял 3 мл,  и помещали в

виалы  объемом  10  мл  с  завинчивающимися  крышками  и  тефлоновыми  прокладками.

Перед отбором паровой фазы проводили термостатирование проб в течение 10 минут при

температура 40 °С. Затем в паровую фазу над пробой вводили микроволокно и проводили

концентрирование летучих компонентов паровой фазы в течение 10 минут. По окончании

периода  сорбции  волокно  вводили  в  инжектор  хроматографа  и  проводили

термодесорбцию  сконцентрированных  соединений  в  хроматографическую  колонку  в

течение 1 минуты. Хроматографическое разделение проводили на капиллярной колонке

HP-5MS длиной 60 м с внутренним диаметром 250 мкм и толщиной слоя фазы 0,25 мкм.

Начальная температура колонки 40°С (1 мин), затем со скоростью 10 °/мин температуру

увеличивали  до  280°С  и  выдерживали  колонку  при  280°С  в  течение  35  минут.

Температура инжектора составляет 250°С. Температура интерфейса - 280°С. Температура
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ионного  источника  масс-спектрометра  -  200°С.  Энергия  ионизирующих  электронов  –

70 эВ. Идентификация проводилась в режиме селективного ионного мониторинга (m/z =

43, 58 для ацетона, m/z = 43, 45 для пропанола-2, m/z = 59 для трет-бутанола, m/z =  43, 72

для бутанона, m/z = 74 для изобутанола, m/z = 41, 43, 56 для бутанола-1, m/z =  43, 58, 71,

86 для пентанона-2). 

Статистическую  обработку  полученных  результатов  осуществляли  с  помощью

прикладного пакета программ «STATISTICA» (версия 6.0, StatSoft Inc, 2001) и Microsoft

Excel 2007 с дополнением Multibase 2014. В случае трех и более выборок различия по

анализируемым  показателям  оценивали  с  помощью  однофакторного  дисперсионного

анализа  (ANOVA)  с  последующим  попарным  межгрупповым  сравнением  величин  по

критерию Фишера.  Для всех видов анализа  статистически  значимыми по сравнению с

контролем считали значения с р < 0.05.

Результаты

Результаты определения представлены в таблице 2.

Таблица 2 – Соединения, идентифицированные в представленных образцах плазмы крови

крыс

№

п/

п

m

/z

Идентифициров

анное

соединение

Содержание идентифицированных соединений в

образцах плазмы крови крыс, нг/мл

Контрольн

ая группа

Группа 1 –

50 мг/м3

Группа 2 –

250 мг/м3

Группа 3 –

1250 мг/м3

1 58 Ацетон 18 ± 4 25 ± 5 81 ± 20 98 ± 24
3 59 Трет-бутанол - - следы следы
4 72 Бутанон - - - следы
6 56 Бутанол-1 47 ± 10 53 ± 13 68 ± 10 90 ± 22

Выявлено дозозависимое увеличение концентраций ацетона и бутанола-1 в плазме

крови крыс экспонированных разными количествами углеводородов.
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Рисунок 1 – Концентрации ацетона и бутанола-1 в плазме крови крыс

экспонированных различными дозами углеводородов. Знаком "*" обозначены

достоверные изменения 

(p < 0.05) по сравнению с контрольной группой

Помимо ацетона и бутанола, в крови крыс обнаружены следы трет-бутанола (2 и 3

группы)  и  бутанона-2  (3  группа).  Таким  образом,  в  плазме  крови  крыс  обнаружены

метаболиты  трех  основных  углеводородов,  составляющих  66%  от  массы  всей  смеси.

Обнаружить следы неметаболизированных форм углеводородов не удалось.

Выводы
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Непрерывное ингаляционное воздействие смеси предельных углеводородов С1-С5 с

концентрацией 1250,0 ± 51,5 мг/м3 приводит к достоверному повышению концентрации

ацетона  и  н-бутанола  в  крови  подопытных крыс.  Воздействие  смеси  с  концентрацией

255,7  ±  15,7  мг/м3  приводит  к  достоверному  повышению  только  ацетона.  Смесь  с

концентрацией 50,2 ± 6,1  мг/м3  не вызывает достоверных изменений в составе летучих

компонентов крови. 
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