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[bookmark: _Toc482621664][bookmark: _Toc482624581]ВВЕДЕНИЕ
Одной из современных проблем медицины является лечение онкологических заболеваний. Для удаления и предотвращения развития опухолей предложено большое количество способов: от хирургического вмешательства до генной терапии. 
В настоящее время одним из широко развитых направлений в лечении раковых опухолей является облучение их различными видами ионизирующего излучения: рентгеновским, гамма-излучением, бета-излучением, нейтронами и пучками элементарных частиц. Высокая эффективность данных методов привела к возникновению большого числа их вариаций, таких как радиохирургия или нейтрон-захватная терапия. В совокупности такие методы лечения называют радиационной терапий.
Известно, что скорость деления клеток влияет на их восприимчивость к ионизирующему излучению. Под действием радиации происходит либо непосредственное нарушение структуры ДНК, либо радиолиз воды и повреждение ДНК свободнорадикальными частицами. Вследствие этого раковые клетки более уязвимы для ионизирующего излучения. Однако, несмотря на повышение терапевтической эффективности современных установок для лучевой терапии за счёт возможностей точной фокусировки ионизирующего пучка, деструктивное воздействие радиации сказывается и на здоровых клетках. Особенно когда невозможно обеспечение прямого контакта между опухолевыми тканями и источником излучения. Также, кроме поражения окружающих тканей ионизирующим излучением, при некрозе опухоли продукты её распада попадают в кровь и вызывают так называемые поздние лучевые осложнения. Совокупность данных факторов обуславливает высокую токсическую нагрузку на организм пациента при проведении радиационной терапии. Соответственно, обеспечение поддерживающей терапии является важным фактором, позволяющим достичь большей эффективности лечения и повышения качества жизни пациентов. Одним из видов поддерживающей терапии является радиопротекторная терапия. Применение различных радиопротекторных препаратов позволяет не только снизить интенсивность проявления побочных эффектов, но и применять более высокие дозы облучения. При создании новых лекарственных препаратов важную роль играют химико-аналитические исследования, в первую очередь, для получения фармакокинетических данных. 
Целью данной работы является разработка методики определения молибдена в крови методом атомно-абсорбционной спектрометрии с электротермической атомизацией и её апробация при проведении фармакокинетических исследований нового молибденсодержащего радиомитигаторного препарата ВР-С2.






1. [bookmark: _Toc417678584][bookmark: _Ref385277414]ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР
[bookmark: _Toc417678585]
1.1. [bookmark: _Toc482621666][bookmark: _Toc482624583] Биологическая роль молибдена
Молибден необходим в качестве микроэлемента практически для всех форм жизни и является единственным переходным 4d-металлом с важными биологическими функциями [1]. Несмотря на относительную низкую распространенность Мо в земной коре (1,5 мг/г) этот элемент является доступным для внедрения в биологические системы благодаря высокой концентрации в морской воде (10-5 г/дм3). Природным источником молибдена является минерал молибденит. Молибден является побочным продуктом производства меди. Соединения молибдена применяются в производстве различных сплавов [2], электродов [3], минеральных удобрений [4], используются в качестве катализаторов [5,6].
На ранних стадиях развития жизни на Земле молибден мог быть недоступен, поскольку он встречается в основном виде нерастворенного в воде молибденита (сульфида МоS2). В присутствии кислорода воздуха и воды молибденит превращается в хорошо растворимый молибдат-ион [МоО4]2-.
2MoS2 + 7O2 + 2H2O ―‣ 2[MoO4]2- + 4SO2 + 4H+          
Только после появления на Земле окислительной атмосферы внедрение молибдена в биологические системы стало более доступно. 
Существуют доказательства необходимости молибдена для метаболизма живых систем. При изучении растений было установлено, что молибден требуется для фиксации азота [7]. Впоследствии было показано, что молибден необходим для нормального роста и жизнедеятельности животных, растений и микроорганизмов [8]. Молибден является активным центром ряда ферментов, участвующих в циклах метаболизма углерода, азота, серы, селена, мышьяка [9]. Метаболизм человека включает несколько молибденосодержащих ферментов, что обуславливает его эссенциальность в человеческом организме. Существуют три основных типа ферментов, каждый из которых содержит одинаковый кофактор – молибдоптерин. В основном молибден в организме находится в 6-валентной форме, но встречаются 4- и 5-валентные соединения [10]. Основные семейства молибденсодержащих ферментов перечислены ниже:
· ДМСО-Редуктазы
Представляют собой простейшие молибденосодержащие ферменты, которые катализируют восстановление ДМСО (диметилсульфоксид) до ДМС (диметилсульфид), таким образом, участвует в важной органической реакции цикла серы [11]. Биологическая функция этих ферментов заключается в биоэнергических процессах, в которых они выступают в качестве терминальных акцепторов электронов.
 
· Сульфитоксидазы
Биологической функцией этих ферментов является окисление сульфит-иона до сульфат-иона. Данный фермент участвует в процессе выведения   избыточного сульфит-иона из организма [12]. Недостаток активной сульфитоксидазы приводит к серьезным неврологическим нарушениям, связанным с замедлением экскреции неорганического сульфата, в частности смещению хрусталика, олигофрении [13].

· Ксантиноксидазы
В живых организмах ксантиноксидазы катализируют реакции гидроксилирования пурина, ксантина и других азотистых оснований [14]. Основная биологическая роль ксантиноксидазы у млекопитающих заключается в окислении гипоксантина до ксантина с дальнейшим его окислением до мочевой кислоты [15]. Нарушения в работе этого фермента приводят к избытку мочевой кислоты или её мононатриевой соли, которая откладывается в суставах и тканях, вызывая подагру [1]. Также при генетическом дефекте системы ксантиноксидазы возникает ксантинурия.

При недостатке молибдена могут проявляться такие заболевания, как нарушение ритма сердечных сокращений (тахикардия), повышение риска развития рака пищевода, нарушение зрительной адаптации [16].


Также молибденосодержащие ферменты встречаются в бактериях:
· СО-дегидрогеназы
Данная группа ферментов представлена в аэробных СО - окисляющих бактериях, которые усваивают около 20% от общего количества СО в атмосфере и вносят существенный вклад в регуляцию содержания СО в атмосфере Земли [17]. За счёт данного фермента бактерии окисляют СО до CO2 [17].
Ферменты, содержащие молибден, обнаружены во всех формах жизни: бактериях, высших растениях, животных. Молибден преимущественно поступает в организм с пищей (рис 1). Средняя суточная доза молибдена варьируется между 0,12 и 0,24 мг/сут в зависимости от содержания молибдена в пище [18]. Продукты питания с богатым содержанием молибдена: зеленые листовые овощи, шпинат, капуста (белокочанная, брокколи, кольраби, цветная, краснокочанная, брюссельская), семена подсолнечника, зерновые и бобовые культуры, молоко и молочные продукты, черная смородина и крыжовник, яйца и мясные продукты (почки, печень). Растворимые соединения молибдена легко всасываются из ЖКТ, абсорбируются из легких, поступают в кровь из мест парентерального введения. За сутки поступает 75-250 мкг. Из ЖКТ усваивается >50%. Более 80% усвоенного молибдена связывается с белками, что характерно для d-элементов [19].  соединения молибдена выводятся из организма с мочой и калом. Нормы содержания молибдена в цельной крови, плазме и моче составляют соответственно: 0,8-3,3 мкг/л, 0,36-0,82 мкг/л и 8-34 мкг/л [20,21]. Транспорт молибдат-иона в клетки осуществляется по изморфному сульфат-ионному механизму. Накопление происходит в печени. Между плазмой и клетками крови молибден распределяется равномерно. Распространённость молибдена в ферментативных системах позволяет производить диагностику с применением радиоизотопов молибдена для скрининга функций печени и циркуляции крови. 

















Рис. 1.1. Обмен молибдена в организме человека

[bookmark: __DdeLink__548_241815743]Молибден является антагонистом меди. Было обнаружено, что высокие концентрации молибдена мешают усвоению меди организмом, приводя к дефициту меди. Молибден предотвращает связывание меди с белками плазмы, а также повышает количество меди, выделяемой с мочой. Жвачные животные, которые потребляли много молибдена страдали от диареи, задержки роста, анемии, выпадении шерсти. Введение в рацион меди позволяет корректировать негативные проявления избытка молибдена [22]. Известно также, что молибден играет существенную роль в процессе включения фтора в зубную эмаль и стимуляции гемопоэза [23]. Избыток молибдена частично замещает фосфор, что приводит к хрупкости костей, вследствие чего прекращается рост скелета у детей и подростков.  [16]. Также молибден контролирует поступление серы и селена [24].
[bookmark: __DdeLink__397_1840043461]В некоторых районах мира наблюдались эндемические заболевания, связанные с низким уровнем потребления молибдена населением. Например, отмечен рост заболеваемости раком пищевода в Северном Китае и Иране [25,26].
Случаи острого отравления молибденом для человека не зафиксированы, а усвоение из соединений подчиняется закономерности: чем выше в организме содержание молибдена, тем ниже его биодоступность. Исследования на крысах показывают, что средняя летальная доза составляет 180 мг/кг [27].
Хотя данных о токсичности молибдена для человека не имеется, исследования на животных показали, что хроническое потребление молибдена более 10 мг/сут может вызвать задержку роста, бесплодие, низкий вес при рождении или подагру [28]. 
В настоящее время, исследуются возможности применения соединений молибдена в качестве различных препаратов. В частности, в терапии новооброзований головного мозга и при лечении мужского бесплодия [29], а также как эффективное средство профилактики и терапии радиационных поражений.

1.2. [bookmark: _Toc482621667][bookmark: _Toc482624584]Основные классы радиозащитных препаратов
Во многих работах описывается радиозащитные действия комплексов органических соединений металлов переменной валентности [30]. Большинство радиозащитных препаратов можно разделить на 2 группы: радиопротекторы и радиомитигаторы. 
Радиопротекторы оказывают своё действие за счёт снижения восприимчивости организма к ионизирующему излучению. Механизм их действия основан на снижении активности клеток за счёт, например:  
1) снижения концентрации кислорода в тканях
Такие вещества различными путями создают временную тканевую гипоксию. Локальное снижение концентрации свободного кислорода в тканях вызывает уменьшение возможности образования радикалов в момент облучения, снижение реакции возбужденных молекул с кислородом и снижение реакции образования первичных перекисей [31]. К ним относятся: гистамин, простагландины, производные хинолина, п-аминопропиофенон, тетразолы, цианиды, нитриты, депрессанты   центральной нервной   системы (наркотические, снотворные вещества, транквилизаторы, спирты) [32]. 
2) увеличения эндогенных сульфидных соединений и инактивации свободных радикалов
Серосодержащие радиопротекторы способны связывать радикалы, образующиеся при радиационном воздействии. Предполагается, что в результате этого процесса окисляющие радикалы не поражают молекулы клеток. В результате химических реакций серосодержащие радиопротекторы реагируют с сульфгидрильными группами биологически важных молекул и тем самым защищают их от действия ионизирующей радиации [33]. К ним относятся: β-меркаптоэтиламины, аминоалкилтиосульфаты, аминоалкилтиофосфаты, аминоалкилизотиуроний, тиазолидины и тиазолины, ацетамидиноалкилтиолы, дитиокарбаматы и другие серосодержащие     соединения [32].
3) Повышения радиоустойчивости биохимических систем
Абсолютное большинство радиопротекторов одномоментного действия оказывает радиозащитный эффект только в том случае, если их вводят в субтоксических дозах. При этом тормозятся различные радиочувствительные биохимические системы, например биосинтез ДНК, окислительное фосфорилирование в микроструктурах клеток, образование макроэргических соединений в ядре клетки [34].
Второй тип радиозащитных препаратов радиомитигаторы - противолучевые препараты, которые реализуют свой эффект на системном уровне путем ускорения пострадиационного восстановления радиочувствительных тканей через активацию ряда провоспалительных сигнальных путей и усиление секреции гемопоэтических ростовых факторов, применяемые, в том числе, в ранние сроки после облучения до развития клинических проявлений картины острого лучевого поражения в качестве лекарственных средств неотложной и ранней терапии радиационных поражений 
К радиомитигаторам относятся:  
1) гормональные препараты стероидной структуры и их нестероидные      аналоги (эстрогены, андрогены);
2) адъюванты иммунологических реакций –  высокомолекулярные препараты микробного, растительного или животного происхождения (вакцины, эндотоксины, полисахариды, липополисахариды, пептидогликаны, полинуклеотиды);
3) цитокины (провоспалительные интерлейкины, фактор некроза опухолей, ростовые факторы –  гранулоцитарно-макрофагальный колонии стимулирующий фактор, гранулоцитарный колониестимулирующий фактор, растворимые      цитокины      –      интерфероны);
4) иммунорегуляторные пептиды (тималин, тимоген, миелопид, тактивин, тимоптин) [32].
Следует отметить, что провести строгую границу между понятиями «радиомитигатор» и «радиопротектор» достаточно сложно, поскольку лечебный противолучевой эффект наблюдается даже у так называемых «классических» радиопротекторов, как у аминотиолов, так и у аганистов биогенных аминов, хотя он обычно выражен в значительно меньшей степени, чем их радиозащитное действие.
Одним из новых радиомитигаторных препаратов является препарат ВР-С2 на основе комплекса бензолполикарбоновой кислоты с молибденом и нового полидентаного лиганда BP-Сх-1 [35]. Полифенольный компонент препарата ВР-С2, получаемый из природного лигнина [36] состоит из низко- и высокомолекулярной фракции высоко функциональных конъюгатов бензилполикарбоновых кислот. В его составе обнаруживаются соединения флавоноидной или флавоновой природы, обладающие иммуномодулирующей активностью и индуцирующиесинтез ряда важных цитокинов. Другой компонент препарата ВР-С2, эссенциальный микроэлемент молибден, который является кофактором ферментов различных систем детоксикации организма млекопитающих [37].
BP-C2 представляет собой инновационное пероральное радиозащитное лекарственное средство известное своим выведением из организма токсинов, свободных радикалов и антиоксидантной активностью. BP-C2 оказывает сильное воздействие на системы кроветворения и желудочно-кишечного тракта, помогает восстановиться после повреждений, вызванных радиацией [35].

1.3. [bookmark: _Toc482621668][bookmark: _Toc482624585] Основные принципы фармакокинетики
Понять, как лекарственное средство будет действовать на организм человека, невозможно без информации о том, как этот препарат усваивается организмом, распределяется в органах и тканях, биотрансформируется и выводится из организма. От каждого из этих процессов зависит выраженность и продолжительность эффекта лекарственного препарата. Существует четкая связь между концентрацией препарата в крови, других тканях организма и эффектом его действия. Для большинства лекарственных средств определена так называемая терапевтическая концентрация, при которой препарат оказывает оптимальное лечебное действие. Это позволяет выбрать оптимальную индивидуальную дозу и избежать нежелательных (токсических) эффектов, связанных с излишним накоплением препарата в организме. Изучением процессов, которые происходят с препаратом в организме, занимается фармакокинетика [38]. Фармакокинетика - изучает влияние организма на лекарственное вещество, биотрансформацию, связь с белками плазмы и других тканей организма, распределение и выведение лекарственного средства из организма. Физиологические системы организма в зависимости от их врожденных и приобретенных свойств, а также способов и путей введения лекарственных препаратов будут в разной степени изменять судьбу лекарственного вещества [39].
При изучении кинетики лекарственных препаратов очень важно представлять основные механизмы, способные повлиять на скорость и степень проникновения молекул лекарств через мембранные барьеры организма. Необходимо сознавать, что независимо от пути введения препарат преодолевает огромное число мембранных преград до того, как окажется там, где осуществляется его терапевтическое действие и развивается ожидаемый врачом эффект.
Движение лекарственного вещества и изменение его молекулы в организме представляет собой ряд последовательных процессов всасывания (насыщения), распределения, метаболизма и экскреции (выведения) лекарственных средств.
Графически очередность этих процессов можно представить в виде фармакокинетической кривой курсового введения, которая является зависимостью концентрации от времени (рисунок 1.2).



Рис. 1.2. Фармакокинетическая крива лекарственного препарата при многократном введении [38].
Концентрация лекарственного препарата увеличивается до тех пор, пока не будет достигнуто равновесие между поступлением препарата и скоростью его элиминации. Такое состояние (поступление препарата в организм равно его элиминации) называют равновесным. При назначении препарата в виде отдельных доз колебания концентрации сохраняются и при равновесном состоянии, но средняя концентрация остается неизменной. Равновесная концентрация лекарственного препарата имеет большое практическое значение, она обеспечивает постоянство фармакологического эффекта лекарственного препарата [38].

1.4. [bookmark: _Toc417678586][bookmark: _Toc482621669][bookmark: _Toc482624586] Методы определения молибдена в объектах окружающей среды и биологических объектах
1.4.1. [bookmark: _Toc482621670][bookmark: _Toc482624587]Спектрофотометрический метод

Метод основан на поглощении молекулами вещества электромагнитного излучения части УФ (300-400 нм), видимого (400-760 нм) или части ИК (760-1000 нм) спектрального диапазона [40]. Аналитическим сигналом служит оптическая плотность А, связанная с концентрацией светопоглощающих частиц в соответствии с основным законом светопоглощения – законом Бугера-Ламберта-Бера:
A = lg(I0/I) = εCl,
где I- интенсивность световогопотока прошедшего через раствор
I0- интенсивность падающего светового потока
ε - молярный коэффициент, зависящий от природы растворенного вещества, растворителя, температуры и длины волны света
С-концентрация поглощающего вещества
l - толщина светопоглощающего слоя (внутренняя длина кюветы)
Спектрофотометрия ионов металлов с фотометрическими реагентами (обычно ε ~ 104) достигает пределов обнаружения порядка 10-7 – 10-6 М [41]. 

Для обеспечения селективности в спектрофотометрии используют следующие методические подходы:
•	 отделение мешающих компонентов посредством экстракции, сорбции, отгонки,
•	использование для цветной реакции селективных реагентов, 
•	надлежащий выбор условий реакции (pH, природа и концентрация маскирующих реагентов, применение ПАВ, температура, время).
В обзоре [42] описано большое количество методов фотометрического определения молибдена.
 Был разработан метод спектрофотометрического определения молибдена без экстракции, в котором используют тройной комплекс молибден-тиоционат-родамина. Развитие максимальной интенсивности окраски происходит за 45 минут. Минимальная определяема концентрация составила 12 мкг/л [43].
В статье [42] был предложен метод определения молибдена с тиоционатом в водной среде. Молибден образует комплекс с роданид-ионом (SCN-). В кислой среде в присутствии восстановителей Мо(VI) переходит в Mo(V), который даёт оранжево-красную гетерополикислоту с максимумом поглощения в диапазоне длин волн 460 – 470нм. Предел обнаружения по заявлению авторов составил 11,5 мкг/л. 
Например, в работе определение Мо(VI) в природных и промышленных образцах воды с пирокатехином фиолетовым (в соотношении 1:1) в кислой среде формируется синий комплекс, который сорбируется на анионообменную колонку   из которой можно выделить образец. Предел обнаружения составил 0,11 мкг/л при экстракции из 100мл образца воды [44]. 
В работе [45] был предложен каталитический метод определения молибдена в образцах воды. Данный метод был разработан для определения молибдена(VI) на основе его каталитического эффекта, проявляющегося в ускорении реакции окислении 1-амино-2-нафтол-4-сульфокислоты (ANSA) пероксидом водорода (Н2О2) при длине волны 465нм. Данный метод требует долгого времени проведения анализа и обладает высоким пределом обнаружения. В настоящее время этот метод не пользуется широким спросом. 

1.4.2. [bookmark: _Toc482621671][bookmark: _Toc482624588]Атомно-абсорбционная спектрометрия (ААС)

Атомно-абсорбционная спектрометрия (ААС) - метод, основанный на измерении резонансного поглощения электромагнитного излучения нейтральными атомами определяемого элемента в газовой фазе. Уменьшение интенсивности резонансного излучения в условиях ААС подчиняется экспоненциальному закону и зависит от длины поглощающего слоя (l) и концентрации (c) определяемого элемента, согласно закону Бугера-Ламберта-Бера: 
Все атомно-абсорбционные спектрометры состоят из трех основных частей, выполняющих различные функции: атомизатора, оптической системы и электронной системы регистрации.
Атомизатор служит для ввода пробы и перевода определяемого элемента в атомарное состояние. Оптическая система включает в себя селективный источник света, осветительную систему и спектральный прибор, обеспечивающие соответственно излучение и выделение аналитической линии определяемого элемента. Электронная система обеспечивает прием, усиление, обработку и регистрацию аналитического сигнала.
Принципиальная блок-схема однолучевого атомно-абсорбционного спектрометра представлена на рис. 2.

[bookmark: _Toc482621672][bookmark: _Toc482624589]Рис 1.3. Блок-схема атомно-абсорбционного спектрометра:
[bookmark: _Toc482621673][bookmark: _Toc482624590]СИС – селективный источник света, Ат – атомизатор, Мон – монохроматор, Ф – фотоприемник, СУ – синхронный усилитель, ЭС – электронная система обработки сигнала, Рег – регистрирующий прибор.
В атомно-абсорбционном анализе возможны различные способы атомизации. Среди наиболее часто используемых: пламенная и электротермическая.
Пламенный атомизатор представляет собой горелку. Как правило, используются различные варианты щелевых горелок, в которых пламя имеет форму вытянутой узкой щели. Проба подается в пламя в виде аэрозоля.
В ААС наиболее распространены следующие составы горючих смесей:
светильный газ-воздух (Т пламени = 1500-1800◦С); ацетилен-воздух (Т пламени 2200-2300◦С); ацителен-закись азота (Т пламени = 2700-2950◦С).
Важнейшее достоинство пламенных атомизаторов – высокая стабильность режима работы. Основной недостаток – низкая эффективность атомизации, связанная с тем, что проба подается в атомизатор с большой скоростью и, таким образом, находится в условиях высоких температур весьма малое время.
Способ электротермической атомизации был предложен Б.В. Львовым (1959-1960), но конструкция этого атомизатора оказалась не технологичной для массового применения. В современных спектрометрах используют печь Массмана, которая представляет собой графитовую кювету с пиропокрытием (длина 28 мм, внутренний диаметр 6 мм), нагреваемую электрическим током большой силы. В верхней части трубки имеется небольшое отверстие для ввода пробы. Жидкие пробы вводятся дозатором. Для предотвращения быстрого выгорания графита атомизатор помещают в атмосферу инертного газа – обычно аргона высокой чистоты.
Нагреваемые с торцов (печи продольного нагрева) трубчатые электротермические атомизаторы широко используют в электротермической атомно-абсорбционной спектрометрии, однако для них характерна неизотермичность в пространстве и времени, которая приводит к потерям легколетучих элементов и эффекту памяти. Потеря легколетучих элементов связана с тем, что некоторые соединения определяемого элемента, присутствующие в пробе, испаряются при более низких температурах, чем диссоциируют. Испарение происходит при температурах недостаточных для атомизации и, как следствие, происходит потеря аналита и снижение величины аналитического сигнала, то есть уменьшение чувствительности определений. Эффект памяти заключается в том, что при продольном разогреве печи часть атомного пара конденсируются на более холодных участках атомизатора и при последующих циклах атомизации может происходить их переиспарение в центре печи.
Неизотермичность атомизаторов продольного нагрева в большой степени устраняется использованием печей с платформой Львова, печей поперечного нагрева, применением двухсекционных атомизаторов.
Для устранения проблем, связанных с неизотермичностью, Львов предложил вводить пробу не на стенку печи, а на маленькую графитовую платформу из графита с пиропокрытием. В начальной стадии нагрева платформа остается холодной, испарение атомов элементов практически не происходит. Однако при высоких температурах скорость нагрева платформы опережает скорость нагрева стенок, происходит быстрое испарение пробы в уже прогретый атомизатор [46]. Таким образом, платформа препятствует потерям легколетучих элементов, позволяет создать большую плотность атомных паров, что улучшает чувствительность определения элементов в 1,5 -2 раза и снижает вероятность повторного испарения аналита с холодных зон печи.
В ААС наблюдаются различные эффекты, искажающие результаты анализа. Возможны спектральные и физико-химические помехи. К физико-химическим помехам относятся неполнота атомизации пробы и ионизация атомов в газовой фазе. Основные способы борьбы с ними – оптимизация температурного режима атомизации и применение спектроскопических буферов (модификаторов матрицы). 
Химический модификатор – это реагент, добавляемый для изменения химического состава матрицы пробы, материала поверхности атомизатора или его газовой фазы. Модификаторы можно классифицировать, согласно их природе, на органические и неорганические.
Органические модификаторы – это, в первую очередь комплексообразователи (например, 8-оксихинолин, диметилглиоксим, аскорбиновая, винная, сульфосалициловая кислоты, орто-фенантролин, ЭДТА и др.), эффективно связывающие определяемый элемент или мешающие компоненты. В некоторых случаях используют поверхностно-активные вещества (метанол, этанол, Тритон Х-100). 
Неорганические модификаторы наиболее часто применяются в электротермическом способе атомизации. Из множества экспериментально применяемых в настоящее время неорганических модификаторов можно выделить 3 группы:
1) Первая группа - это элементы, легко восстанавливаемые на поверхности печи до элементарного состояния и имеющие достаточно высокие температуры кипения: Pd, Ni, Pt, Ir, Rh, реже применяют Ru, Au, Cu, Ag. Предполагается, что эти модификаторы образуют интерметаллические соединения с определяемым элементом, тем самым, ограничивая потери аналита при высоких температурах пиролиза. Применение этих модификаторов позволяет повысить температуру пиролиза на 300-1000 ОС.
2) вторая группа – элементы, образующие в графитовой печи тугоплавкие и термически устойчивые оксиды: Mg, Ca, Al, Sr, Ba, Be. Эти модификаторы образуют на поверхности печи керамики, запекающие пробу и термостабимизирующие элемент до момента хорошего прогрева газовой фазы атомизатора [47]. 
3) Третья группа - карбидообразующие элементы: La, W, Zr, Mo, Ti, Cr, V. Эти элементы не только образуют на поверхности атомизатора карбиды, препятствуя взаимодействию определяемого элемента с углеродом печи, но и образуют с элементами индивидуальные растворы [47]. 
Даже при выполнении всех физико-химических подходов для уменьшения неселективного поглощения при анализе реальных проб не удается достичь его полного устранения. Для получения правильных результатов измерений необходимо применять аппаратурные способы коррекции. Сущность этих способов коррекции заключается в выделении «чистого» аналитического сигнала Ас путем раздельного измерения суммарной абсорбции А∑ и абсорбции, обусловленной неселективным поглощением Анс. 
Ас= А∑ - Анс
В атомно-абсорбционной спектрометрии учет неселективного поглощения проводят различными способами. Одним из способов, является дейтериевая коррекция, которая позволяет учесть 20÷30% неселективного поглощения [48].
Элементами системы коррекции являются дейтериевая лампа - источник сплошного спектра, модулятор и селективный источник резонансного излучения. Через атомизатор с помощью модулятора поочередно пропускают излучение от селективного источника света и от дейтериевой лампы. В первом случае измеряется суммарный сигнал А∑, во втором сигнал неселективного поглощения Анс. Электронная система регистрации вычитает из суммарного неселективный сигнал и регистрирует сигнал селективного поглощения Ас. При использовании дейтериевой коррекции необходимо следить за тем, чтобы пучки света от лампы сплошного спектра и селективного излучения проходили через одну и ту же область атомизатора, и их интенсивность была одинаковой. Метод позволяет устранить влияние неселективной помехи только для широкополосного неселективного поглощения. Некоторое ограничение способа такой коррекции состоит также в том, что дейтериевая лампа эффективно работает в области 190-340 нм, эффективность работы в длинноволновой области спектра очень низка, поэтому в некоторых атомно-абсорбционных спектрометрах используют дополнительный источник сплошного спектра – вольфрамовую галогенную лампу для диапазона 340-852 нм.
Этот вид коррекции применяется преимущественно в пламенном варианте атомно-абсорбционного анализа [48].
Другой способ коррекции неселективного поглощения метод Смита-Хифти (метод самообращения спектральной линии), основан на импульсном уширении резонансных линий излучения при увеличении тока на селективном источнике света (обычно, лампа с полым катодом) [49]. Для реализации этого способа лампа с полым катодом работает поочередно в двух режимах: нормальном (ток на лампе рабочий 3-6 мА) и форсированном (100-300 мА.). При нормальном токе питания полого катода прибор регистрирует суммарное поглощение А∑. При подаче на полый катод больших токов внутри лампы повышается газовая температура, что ведет к уширению спектральной линии. Возрастание силы тока приводит также к большой скорости катодного распыления, что создает высокую концентрацию атомов материала катода в основном состоянии. Эти атомы поглощают излучение в центре аналитической линии, испускаемой возбужденными атомами, и происходит как бы ее раздвоение, т.е. провал в центре линии (самообращением спектральной линии). В результате прибор регистрирует только неселективное поглощение Анс.
Учет неселективного поглощения по методу Смита-Хифти возможен для больших величин неселективного поглощения и работает во всем диапазоне длин волн. Основная сложность реализации данного способа состоит в создании специального стабильного источника излучения, обеспечивающего полное самообращение спектральной линии, а это возможно только для легко- и средне-летучих элементов. При форсированных токах срок службы полого катода значительно сокращается. Эти ограничения и являются причиной не очень частого применения этого способа коррекции в атомно-абсорбционных спектрометрах.
В электротермическом варианте атомно-абсорбционного анализа чаще используют способ коррекции неселективного поглощения, основанный на эффекте Зеемана, который заключается в расщеплении атомных энергетических уровней в магнитном поле [50-52].
Использования обратного эффекта Зеемана реализован в приборе МГА-915 и заключается в расщеплении энергетических уровней поглощения атомов в постоянном магнитном поле на π- и σ- компоненты. π-компонента соответствует частоте резонансного перехода в отсутствие магнитного поля ν0, а σ-компоненты симметрично смещены относительно π-компоненты на величину Δν, зависящую от напряженности магнитного поля. π-компонента поглощает электромагнитное излучение, направление поляризации которого совпадает с направлением силовых линий магнитного поля, в то время как σ-компоненты поглощают электромагнитное излучение, направление поляризации которого перпендикулярно силовым линиям магнитного поля. Фоновый сигнал регистрируется независимо от поляризации электромагнитного излучения. Таким образом, при пропускании через атомизатор электромагнитного излучения поляризованного параллельно направлению магнитного поля, фиксируется суммарный сигнал от аналита и фона, а при пропускании перпендикулярно поляризованного излучения – только фона. Зеемановская коррекция неселективного поглощения очень эффективна для анализа проб со сложной матрицей, работает во всем диапазоне длин волн, в настоящее время занимает доминирующее положение в атомно-абсорбционных спектрометрах с электротермическим вариантом атомизации [53]. Спектрометры с Зеемановской коррекцией позволяют учесть от 50 до 90% неселективного поглощения. 
Атомно-абсорбционная спектрометрия с электротермической атомизацией широко применяется для определения содержания следовых элементов в биологических объектах, благодаря хорошим метрологическим характеристикам: высокой чувствительности, селективности, воспроизводимости результатов.

Метод обладает высокой селективностью, хорошей воспроизводимостью в пламенном варианте (sr ~ 1-2%), высокой чувствительностью в варианте ААС с электротермической атомизацией (ПО 10-3 – 100 мкг/л). 
В отличие от других методов ААС не требует маскировки мешающих примесей. Коррекция фона (в этом разделе под фоном понимается  неселективное поглощение), осуществляется физическими способами. Чаще всего используют коррекцию, основанную на эффекте Зеемана для ЭТААС и дейтериевую коррекцию для ПААС. Чувствительность ПААС  ниже, чем у ЭТААС, поэтому её чаще применяют для анализа объектов окружающей среды [47].
В статье [54] для определения следовых концентраций молибдена в цельной крови человека и сыворотке крови предложена проточно-инжекционная система осаждения-растворения с СВЧ разложением образцов для ААС с ЭТА определения следовых концентраций молибдена в цельной крови человека и сыворотке крови. 
После СВЧ воздействия на образец проводилось осаждение молибдена ферроционидом калия в азотнокислой среде. Мешающие влияния железа, цинка, меди устраняли предварительным введением комплексообразователей - 5% (масс.) тартрат калия  или натрия для железа, 2% (масс.) тиомочевина для меди и цинка в аммиачном буферном растворе. Красно-коричневый осадок ферроцианида молибдена оседал на стенках реактора. Фактор концентрирования составил 3.5 при скорости потока 1.0 мл/мин. Далее осадок растворяли в 1 мл 3.0 М гидроксида натрия. В атомизатор помещали 20 мкл раствора. Атомизацию проводили при температуре 2800 ◦C. Предел обнаружения (3) составил 0.1 мкг/л. Воспроизводимость (отн.с.к.о.) при анализе крови и сыворотки не превышала 4%. Правильность была доказана по стандартным образцам крови человека (Seronorm™ Trace Elements in Whole Blood Reference Materias (Lots 404108 and 404109) и методом добавок (концентрации модибдена 5 и 10 мкг/л).
В статье [55] был предложен метод определения молибдена в цельной крови с помощью ААС-ЭТА. Были изучены модификаторы: Er, Sm, Lu, Ho, Eu и Pd + Mg. В качестве оптимального модификатора в работе использовали соли эрбия. Образец крови был подвергнут прямому разбавлению в соотношении 1:2 с 0,1% (об.) Тритон х-100. По мнению авторов, введение 20 мкл раствора 15% (об.) перекиси водорода и запуск температурной программы после 5 обжигов значительно снижали эффект накопления углеродсодержащих остатков в атомизаторе. Образцы крови отбирались у 20 испытуемых. Концентрации молибдена в крови варьировалась от 9,9-16,9 мкг/л. Предел обнаружения составил 0,6 мкг/л. Относительное стандартное отклонение составило от 0,8 до 1,5%. Оценка правильности была доказана с использованием стандартных образцов крови человека и методом добавок.

1.4.3. [bookmark: _Toc417678590][bookmark: _Toc482621674][bookmark: _Toc482624591]Масс-спектрометрические методы анализа
Масс-спектрометрические методы анализа основаны на ионизации молекул и атомов и последующем их разделении по отношению заряда образующейся частицы к её массе в пространстве (m/z) или во времени. Так как методической основой масс-спектрометрии является такое уникальное характеристическое свойство как масса частицы, масс-спектрометрия характеризуется очень высокой селективностью и чувствительностью [56]. Для перевода вещества в ионизированное состояние предложено больше количество различных методов. В целом, их можно разделить на «жёсткие» и «мягкие». Методы «мягкой» ионизации, такие как электроспрей, электронный удар, химическая и фотоионизация и др. применяются в основном для структурного анализа, а также качественного и количественного анализа органических соединений. «Жёсткие» методы, такие как искровая ионизация, ионизация в тлеющем разряде и индуктивно-связанная плазма, отличаются большей энергией ионизации и используются в количественном элементном анализе [56].
В настоящее время, при определении элементов в биологических объектах, основным масс-спектрометрическим методом является масс-спектрометрия с индуктивно связанной плазмой (ИСП-МС).

Рис. 1.4.  Принципиальная схема горелки с индуктивно-связанной плазмой [60].

Индуктивно связанная плазма (ИСП) представляет собой индукционно поддерживаемый квазистационарный газовый разряд при атмосферном давлении. В качестве рабочего вещества применяют аргон. Температура аргоновой плазмы составляет 5000-10000 К. Наиболее горячее пространство плазмы формируется у основания горелки при кольцевом токе быстрых электронов и ионов аргона в высокочастотном поле [56]. Температуры в ИСП достаточно для эффективной ионизации большинства элементов Периодической системы за исключением благородных газов и галогенов [56]. Применение ИСП в качестве источника ионов в масс-спектрометрии основано на ионизации вещества в высокочастотном разряде и втягивании образующегося ионного газа в вакуумированное пространство прибора. 
Втянутый внутрь пучок ионов фокусируется, разделяется масс-анализатором и доходит до детектора, где регистрируется ионный ток или отдельные ионы. Подача раствора в систему ионизации осуществляется в виде аэрозоля, образующегося в распылительной камере, который транспортируется в плазму потоком аргона. Так как ионизация осуществляется бесконтактно, отсутствует вклад ионов от материала плазменной горелки [56]. 
В настоящее время существует достаточно много вариантов разделения ионных пакетов по соотношению массы к заряду. Блок спектрометра, в котором происходит разделение ионов за счет их движения в электромагнитных полях различной геометрии, называется масс-анализатор. По принципу работы, масс-анализаторы делят на статические и динамические. В статических масс-анализаторах происходит пространственное разделение ионных пакетов за счет различных траекторий движения в электромагнитном поле. Технически это реализуется в односекторных и двухсекторных приборах. Односекторные масс-анализаторы содержат единственный магнитный или электростатический сектор, в настоящее время они имеют ограниченное применение. Применение двухсекторных масс-анализаторов, имеющих один магнитный и один электростатический сектор, позволяет обеспечить более низкую дисперсию ионных пакетов и, соответственно, их более высокую плотность, за счет выравнивания кинетической энергии ионов в каждом из пакетов. Это, в свою очередь, позволяет повышать спектральное разрешения, регулируя ширину щели на входе и выходе масс-анализатора. Наиболее широко приборы с двойной фокусировкой ионного пучка используются в неорганическом анализе сверхмалых концентраций, так как обеспечивают наиболее высокую чувствительность. 
Динамические масс-анализаторы представлены, в основном времяпролётными и квадрупольными. Времяпролётные масс-анализаторы позволяют производить разделение пучка ионов на основе разницы скоростей ионов, возникающей под действием ускоряющего потенциала. В квадрупольных же разделение происходит за счёт выделения из пучка ионов, соотношение m/z которых соответствует условиям резонанса, задаваемым на квадруполе. Динамических анализаторы позволяют регистрировать гораздо больший диапазон масс, чем статические, но обладают меньшим разрешением.
Детектирование ионов производится, чаще всего, с помощью вторичного электронного умножителя (ВЭУ) [56]. После прохождения масс-анализатора ионы попадают на коллектор – первый динод ВЭУ. Выбитые на нём электроны ускоряются разностью потенциалов до следующего динода. Многократное усиление потока электронов на динодах позволяет получить сигнал, соответствующий попаданию на коллектор отдельных ионов. 
Одной из основных методических проблем при работе с ИСП-МС являются спектральные наложения ионов, имеющих массу близкую к массе определяемого иона [57]. Для устранения спектральных наложений применяют различные способы в зависимости от характеристик объекта анализа и конструкции масс-анализатора. В квадрупольных масс-спектрометрах используют динамические реакционные ячейки [58], которые позволяют устранить наложения молекулярных ионов за счет их коллизионной фрагментации и ионно-молекулярных реакций [57]. В спектрометрах с двойной фокусировкой (двухсекторные статические масс-анализаторы), благодаря возможности регулирования ширины входной щели и щели между магнитным и электрическим масс-анализаторами, возможна работа в различных режимах спектрального разрешения. Работа при высоких разрешениях позволяет разделить полезный сигнал и интерференции за счет истинного различия в соотношении m/z.
Вторым методом ионизации, нашедшим широкое применение в анализе биологических объектов, является электроспрей ионизация. В данном методе ионизация осуществляется за счёт распыления мелкодисперсного аэрозоля жидкости, содержащей носители заряда, в электрическом поле. При отрыве капли от электрически заряженного капилляра на ней формируется поверхностный заряд, который концентрируется по мере испарения растворителя при движении капли к интерфейсу масс-спектрометра, на котором расположен противоположный электрод. Для облегчения испарения иногда применяется нагрев или вымораживание растворителя. По мере увеличения дисперсности капель кулоновское отталкивание на их поверхности превышает силы когезии и капли начинают дробиться на более мелкие вплоть до образования молекулярных ионов [59].
Благодаря такому постепенному и мягкому процессу ионизации, электроспрей очень широко применяется для анализа органических соединений. В качестве растворителей при ионизации электроспреем применяются полярные легколетучие растворители: метанол, ацетонитрил, вода и их смеси в различных соотношениях. Для облегчения ионизации, в подвижную фазу вводятся добавки органических кислот или солей аммония. 
Существует модификация электроспрея с гораздо меньшим потреблением раствора – наноэлектроспрей. Уменьшение объёма испаряемой капли позволяет существенно ускорить процессы испарения и ионизации. Соответственно, капилляры в наноэлектроспрее располагаются гораздо ближе к входу в масс-анализатор, для увеличения эффективности переноса. 
Масс-спектрометрия с электроспрей ионизацией позволяет мягко ионизировать органические молекулы, тем самым давая возможность определять массы получаемых фрагментов. Масс-спектрометрия с индуктивно связанной плазмой позволяет ионизировать молибден из любой его формы до атомарного иона. Относительно ионизации электроспреем, индуктивно связанная плазма позволяет достичь более низких ПО, но с её помощью возможно определение только общего содержания молибдена во вводимой пробе.
Метрологические характеристики метода масс-спектрометрии с индуктивно-связанной плазмой позволяют находить ему применение в самых разнообразных областях аналитической химии, в том числе и при анализе биологических объектов. Пределы обнаружения достигают 0,0001 мкг/л. Диапазон определяемых содержаний ИСП-МС достигает 12 порядков, что обеспечивает одновременность определения основного и примесного содержания элементов в образцах. 
Иногда при определении микроэлементов в водах используют методы концентрирования и разделения, например, в статье [60] рассмотрен многоэлементный анализ 25 элементов, в том числе молибдена, следовых компонентов морской воды методом масс-спектрометрии с индуктивно связанной плазмой и предварительным сорбционным концентрированием в миниколонке на хелатообразующей смоле Chelex 100 (дисперсность 200–400), для элюирования использовали использовали 2М HNO3. По предложенной методике осуществлялось концентрирование из объема 50 мл образца морской воды до 0.50 мл 2 М раствора азотной кислоты (анализируемый раствор), таким образом фактор концентрирования достигает 100. Авторы сообщают об успешном анализе стандартных образцов морской воды (CRMs; CASS-3, NASS-4, and NASS-5). Предел обнаружения для молибдена составил 0,0005 мкг/л.

В работе [61] предложен способ разложения крови с использованием гидроксида тетраметиламмония с последующим определением молибдена.  Поскольку такой способ подготовки проб широко применяется при определении следовых количеств элементов методом ИСП-МС, то работа заслуживает внимания. Для разложения крови авторы использовали 50% раствор гидроксида тетраметиламмония (1 мл раствора на 75 мг пробы; выдерживание при комнатной температуре 12 часов, затем разбавление до 10 мл раствором HNO3 (0.5 об. %) и Тритон Х-100 (0.01 об. %) и 10 мкг/л Rh в качестве внутреннего стандарта). Предел обнаружения молибдена составил: 0,0043 мкг/г.
Для уменьшения спектральных помех в масс-спектрометрии с индуктивно связанной используют динамические реакционные ячейки.
Например, в работе [62] проведено определение 37 следовых элементов, в том числе и молибдена, в 130 образцах крови человека. Кровь отбирали в специальную посуду, разработанную для определения следов элементов, консервировали гепаринатом лития и анализировали метом масс-спектрометрии с индуктивно связанной плазмой и октопольной реакционно-коллизионной ячейкой на масс-спектрометре Agilent 7500. Перед введением в индуктивно связанный разряд образцы крови десятикратно разбавляли (по объему) раствором, содержащим 0.1% Тритона Х-100 и 0.5% аммиака. Правильность проверяли по стандартным образцам крови Clinchek® (Whole Blood Control Level 1–3) и Seronorm® (Trace Elements Whole Blood Control Level 1–3), а также в смешанных стандартных образцах крови. Авторы приводят рабочий изотоп и предел определения для молибдена (10) 98Mo - 0,05 мкг/л.
Эффективность использования динамической реакционной ячейки продемонстрирована в работе [63]. Проведено определение 17 элементов в образцах крови с помощью квадрупольного масс-спектрометра Elan DRC II (Perkin-Elmer SCIEX, Norwalk, CT, USA), оборудованного динамической реакционной ячейкой, с ионизацией в индуктивно связанном разряде (ИСП-МС). Использовали разложения образцов: 1 мл крови смешивали с 2 мл концентрированной азотной кислоты и разлагали в СВЧ печи при атмосферном давлении. Для выбора оптимальных скоростей газов и параметров работы квадрупольного масс-анализатора использовали десятикратно разбавленные минерализованные образцы крови с добавками 1 мкг/л Al, Cr, Mn, V и 5 мкг/л As и Se. Предел обнаружения (3) и воспроизводимость результатов для молибдена составили: Mo 0,15 мкг/л 3,2% соответственно.


2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

2.1. [bookmark: _Toc482621676][bookmark: _Toc482624593] Основы метода
Метод основан на резонансном поглощении света свободными атомами металлов, возникающем при пропускании света через слой атомного пара в графитовой печи зеемановского атомно-абсорбционного анализатора МГА-915. Принципиальная схема прибора представлена на рис. 4

Рис. 2.1. Схема спектрометра МГА-915 [64].

Спектрометр состоит из источника резонансного излучения 1, помещенного в револьверную систему, предназначенную для автоматической смены источников излучения; объективов 2, 8 и 10; поворотного зеркала 3; поляризатора 4; оптоаккустического модулятора (ОАМ) 5; наклонной кварцевой пластины 6; фазовой пластины 7; магнита 9; атомизатора (графитовая кювета) 11; поляризационного компенсатора 12; входной щели монохроматора 13; зеркальной сферической дифракционной решетки 14; выходной щели монохроматора 15; фотоэлектронного умножителя (ФЭУ) 16; усилителей и аналого-цифровых преобразователей 17 и компьютера 18 и кварцевые окна 19 [64].
Принцип действия анализатора основан на использовании метода Зеемановской модуляционной поляризационной спектроскопии с высокочастотной модуляцией (ЗМПСВМ), который является одним из вариантов селективного атомно-абсорбционного анализа. В качестве атомизатора используется графитовая кювета Массмана. Атомизатор представляет собой цилиндр, выполненный из графита с пироуглеродным покрытием. Для ввода пробы используется дозировочное отверстие в центре. Нагрев пробы происходит за счет тепла, выделяющегося при прохождении высокоамперного тока через печку.
Основа метода ЗМПСВМ заключается в следующем. Атомизатор помещается в поперечное постоянное магнитное поле напряженностью 7,5кЭ. Излучение от источника, пройдя последовательно через оптическую систему, становится модулированным по поляризации. Частота модуляции равна собственной частоте ОАМ и соответствует 50кГц. В атомизаторе резонансное излучение с горизонтальной составляющей поляризации (параллельно линиям магнитного поля) поглощается определенными атомами и мешающими молекулами, а с вертикальной – (перпендикулярно линиям магнитного поля) – только молекулами. В результате на частоте f возникает сигнал, пропорциональный концентрации атомов:
S1 = exp(  - QrNL – αL) – exp( - QaNL – αL)		(1)
Для устранения влияния интенсивности источника излучения и величины неселективного поглощения на чувствительность анализатора сигнал на частоте f делится на сигнал, зарегистрированный на частоте 2f:
S2 =b/2 ( exp( - QrNL – αL) – exp( - QaNL – αL))		(2)
Последний пропорционален интенсивности источника излучения. В выражениях (1) и (2) величина Qr – сечение атомного поглощения для излучения, поляризованного параллельно магнитному полю (π – компонента), Qа – сечение поглощения для излучения, поляризованного перпендикулярно магнитному полю (σ – компонента), α – коэффициент неселективного поглощения (одинаков для обеих поляризаций), b – нормировочная константа, N – концентрация анализируемого атома. 
Для устранения влияния неселективного ослабления и дрейфов источника излучения аналитическим сигналом служит отношение S1 и S2:
[bookmark: _Toc482621677][bookmark: _Toc482624594]A=S1/S2
Окончательное выражение для аналитического сигнала Sa, в котором учтена зависимость от времени и частично линеаризована зависимость от концентрации определяемых атомов n при больших оптических плотностях (Qπnl = 0,5 ÷ 5, где l – толщина поглощающего слоя) имеет вид:

 [64].
При выполнении исследований источником электромагнитного излучения служила молибденовая лампа с полым катодом, сигнал абсорбции молибдена регистрировали при λ = 313,2 нм.

1. [bookmark: _Toc482624595]
2. [bookmark: _Toc482624596]
2.1. [bookmark: _Toc482624597]
2.2. [bookmark: _Toc482621678][bookmark: _Toc482624598]Оборудование и реактивы

2.2.1. [bookmark: _Toc482621679][bookmark: _Toc482624599]Средства измерений
1. Спектрометр атомно-абсорбционный МГА – 915 (Люмэкс, Россия)
2. Молибденовая лампа с полым катодом, λ = 313,2 нм 
3. Графитовые печи Массмана с пиропокрытием и интегрированной платформой Львова
4. Колбы мерные вместимостью (материал — ПТФЭ) 25, 50, 100 см3 
5. Одноканальные дозаторы переменного объёма: 0,5 — 10 мкл, 5 — 50 мкл и 100 – 1000 мкл с погрешностью дозирования не более 0,5%
6. Деионизатор Milli-Q Advantage A-10 (Millipore, Франция)

2.2.2. [bookmark: _Toc482621680][bookmark: _Toc482624600]Стандартные образцы и реактивы
1. Вода деионизованная (сопротивление – 18,2 Мом/см)
2. Кислота азотная концентрированная 65% Suprapur® (производитель – Merck, Darmstadt)
3. Стандартный многоэлементный раствор с концентрацией металлов 10мг/л в азотной кислоте (PerkinElmer Pure Plus, Multi-Element Calibration Standard 5, Lot: CL10-99YPY1)
4. Стандартный образец состава крови Seronorm™ Trace Elements Whole Blood L-3
5. Аргон газообразный высокой чистоты, ТУ 6-21-12-94, ЗАО «Лентехгаз»
2.2.3. [bookmark: _Toc482621681][bookmark: _Toc482624601]Подготовка посуды
Посуду предварительно замачивали на сутки в деонизованной воде. После этого ополаскивали 2-3 раза деонизованной водой.

2.2.4. [bookmark: _Toc482621682][bookmark: _Toc482624602]Приготовление рабочих стандартных растворов
Стандартный раствор молибдена с концентрацией 100 мкг/л готовили из стандартного раствора молибдена с концентрацией 10 мг/л. В мерную колбу емкостью 50 мл с помощью дозатора помещали 0.5 мл стандартного раствора молибдена с концентрацией 10 мг/л. Добавляли 2.5 мл концентрированной  азотной кислоты. Полученный раствор доводили до метки деонизованной водой и тщательно перемешивали

2.2.5. [bookmark: _Toc482621683][bookmark: _Toc482624603]Приготовление градуировочных растворов 
Раствор ионов молибдена, концентрация 10 мкг/л
В мерную колбу вместимостью 50 мл помещали 5 мл раствора ионов молибдена (концентрация 100 мкг/л), доводили до метки деионизированной водой и перемешивали.

2.2.6. [bookmark: _Toc482621684][bookmark: _Toc482624604]Отбор и хранение проб
Пробы крови были предоставлены ФГБУ «НИИ онкологии им. Н.Н. Петрова» Минздрава России. Кровь, около 0.2 — 0.5 мл, отбиралась из области внутренней поверхности бедра в вакуумные пробирки с антикоагулянтом гепарином лития. Полученные образцы хранили в морозильной камере (-18 0С) не более одной недели и размораживали при комнатной температуре перед использованием. 

2.2.7. [bookmark: _Toc417678599][bookmark: _Toc482621685][bookmark: _Toc482624605]Протокол доклинических исследований 
В рамках данной работы была проведена серия инъекций одной группе крыс (беспородных, возраст 16 недель). В группе было 6 животных, которые получали внутрижелудочные ежедневные инъекции. Животные получали внутрижелудочно раствор препарата ВР-С2 (100 мг/кг/день). Препарат вводили в течение 14 дней.

Таблица 1.: Схема проведения эксперимента
	Группа
	Вводимая 
субстанция
	Дозировка и режим
введения
	Сроки 
наблюдения (дни)

	1
	ВР-С2
	Ежедневно, с помощью зонда 
100 мг/кг/день
Объём: 2 – 4 мл
	25



Забор крови осуществлялся на 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 22 и 25ые сутки из вены на внутренней поверхности бедра. Каждая группа была разделена на 2 подгруппы для чередования забора крови (по 3 животных в день).














3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Целью данной работы являлась разработка методики прямого, без предварительного разложения проб, определения молибдена в крови крыс на основе атомно-абсорбционной спектрометрии с электротермической атомизацией пробы и высокочастотной модуляционной поляризационной зеемановской коррекцией неселективного поглощения. 
При разработке методики была оптимизирована температурно-временная программа нагрева атомизатора, доказана правильность методики и проведен анализ проб крови крыс, получавших радиомитигаторный молибденсодержащий препарат ВР-С2.

3.1. [bookmark: _Toc482621687][bookmark: _Toc482624607]Выбор температурно-временной программы 
Важной задачей при разработке методики ЭТААС является выбор температурно-временной программы нагрева, т.е. параметров сушки, пиролиза, атомизации и очистки. Одним из критериев чувствительности и воспроизводимости анализа является полнота атомизации пробы. При полной атомизации пробы устраняется неконтролируемая систематическая погрешность, связанная с изменением состава пробы. 
Правильно выбранная температурно-временная программа нагрева атомизатора должна обеспечивать оптимальное проведение каждого этапа анализа. В работе использовали графитовые печи Массмана с пиропокрытием и интегрированной платформой Львова. 

3.1.1. Выбор температуры сушки
На данном этапе происходит удаление растворителя из состава пробы, что необходимо для устранения погрешности, связанной со вскипанием пробы при нагревании на последующих этапах. Правильно выбранные параметры сушки обеспечивают высокую воспроизводимость результатов анализа.
Температуру сушки выбирают немного ниже или равной температуре кипения растворителя. Длительность сушки зависит от объема пробы, но обычно составляет 60 секунд для водных растворов [65]. В данной работе использовали следующий режим сушки – 60 секунд при температуре 900С.

3.1.2. Выбор температуры пиролиза
Стадия пиролиза позволяет перевести анализируемый элемент в удобную для атомизации форму. На этом этапе проходят различные термохимические реакции с участием как компонентов пробы, так и вводимых в пробу веществ. В результате проходит частичное разложение компонентов матрицы и удаление летучих продуктов потоком аргона. Температура пиролиза выбирается достаточно высокой, чтобы максимально полно разложить матрицу, но при этом исключить потери аналита. Оптимально выбранные параметры пиролиза обеспечивают правильность результатов анализа. 
[bookmark: _Toc229491513][bookmark: _Toc482621688][bookmark: _Toc482624608]Для выбора температуры пиролиза регистрировали аналитический сигнал молибдена, вводя в атомизатор 5 мкл раствора ионов молибдена концентрации 10 мкг/л. Температуру пиролиза варьировали от 5000С до 8000С с интервалом 500С при прочих равных условиях. 
[bookmark: _Toc482621689][bookmark: _Toc482624609]Результаты представлены в таблице 2 и на рисунках 3.1 и 3.2:
Таблица 2.: Определение оптимальной температуры пиролиза.
	Температура пиролиза, °С
	Средний аналитический сигнал (n=5)
	
Sr, %

	500
	0,026
	6,43

	550
	0,028
	5,14

	600
	0,032
	2,20

	650
	0,035
	3,22

	700
	0,032
	5,42

	750
	0,031
	6,28

	800
	0,032
	5,52




Рис.3.1. Зависимость аналитического сигнала от температуры пиролиза.


Рис.3.2. Зависимость относительного среднеквадратичного отклонения (Sr) от температуры пиролиза.

Из полученных данных следует, что оптимальной температурой пиролиза является 6000С при использовании печи с интегрированной платформой Львова, так как при этой температуре достигается высокое значение аналитического сигнала при минимальном относительном стандартном отклонении. Следовательно, данная температура является оптимальной.

3.1.3. Выбор температуры атомизации
На данном этапе регистрируют аналитический сигнал. При атомизации пробы происходит образование облака свободных атомов анализируемого элемента в ограниченном объеме атомизатора. Чувствительность анализа определяется плотностью атомного облака. Для формирования наибольшей плотности необходимо максимально быстрое поднятие температуры атомизатора. Температура этой стадии должна быть оптимальной для полной атомизации пробы. Оптимальной считается наименьшая температура при максимальном аналитическом сигнале. Величина аналитического сигнала, как известно, определяет чувствительность анализа. Длительность атомизации для печей продольного нагрева обычно составляет 1,7÷2,5 с (почему 2с? возможно нарисовать график с шагом 0,5). 
Процедура определения оптимальной температуры атомизации заключалась в следующем: в атомизатор вводили 5 мкл раствора ионов молибдена (10 мкг/л) и измеряли аналитический сигнал. 
Результаты представлены в таблице 3 и на рисунках 3.3 и 3.4:
Таблица 3.: Определение оптимальной температуры атомизации.
	Температура атомизации, °С
	Средний аналитический сигнал (n=5)
	
Sr, %

	2600
	0,0036
	14,3

	2650
	0,0085
	10,5

	2700
	0,0156
	8,9

	2750
	0,022
	8,9

	2800
	0,033
	5,8

	2850
	0,044
	1,5

	2900
	0,063
	9,9




Рис.3.3 Зависимость аналитического сигнала от температуры атомизации.


Рис.3.4. Зависимость относительного среднеквадратичного отклонения (Sr)от температуры атомизации.

Исходя из полученных данных, была выбрана следующая температура атомизации: 2850 °С для печи с интегрированной платформой Львова. Так как при этой температуре достигается высокое значение аналитического сигнала при минимальном относительном стандартном отклонении.



3.1.4. Выбор температуры очистки
На этой стадии проходит очистка печи от осевших на ее поверхности частиц анализируемой пробы. Во время очистки через атомизатор пропускается балластный газ (аргон). Температура очистки обычно выбирают на 100÷300°С выше, чем при атомизации, а длительность составляет 1,7÷2,0 с. Температуру очистки выбрали равной 29000С в связи с тем, что при более высоких температурах уменьшается срок эксплуатации печки в разы.
На основании проведенных исследований были выбраны условия определения молибдена, представленные в таблице 4:
Таблица 4.: Оптимальные температурно-временные условия проведения анализа.
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	t, с
	60
	40
	2
	2

	T, °C
	90
	600
	2850
	2900



3.2. [bookmark: _Toc482624614] Построение градуировочной зависимости и оценка предела обнаружения
После оптимизации температурно-временной программы была построена градуировочная зависимость. Для этого в атомизатор вводили 5, 10, 15, 20, 30, 40 мкл раствора пробы с концентрацией молибдена 10 мкг/л и измеряли аналитический сигнал.
Таблица 5.: Данные для построения градуировочной зависимости.
	
Масса пробы, пг
	Средний аналитический сигнал (n=5)
	
Sr, %

	50
	0,048
	3,48

	100
	0,083
	3,77

	150
	0,126
	1,26

	200
	0,160
	0,67

	300
	0,238
	2,22

	400
	0,321
	0,77




Рис. 3.5 Зависимость аналитического сигнала от массы молибдена в градуировочном растворе
Линейность градуировочной зависимости наблюдается до 400 пг. 
Для определения предела обнаружения (ПО) был измерен аналитический сигнал раствора холостой пробы и рассчитано соответствующее значение ПО как концентрация, соответствующая утроенному значению стандартного отклонения сигнала холостой пробы. В соответствии с градуировочной зависимостью полученный ПО составил 10 пг.

3.3. [bookmark: _Toc482624615]Оценка воспроизводимисти и правильности методики
Для проверки правильности методики провели анализ стандартного образца (СО) состава крови человека фирмы Seronorm™. Результаты с учетом разбавления представлены в таблице 6.
Таблица 6.: Результаты анализа стандартного образца состава крови Seronorm™ Trace Elements Whole Blood L-3.
	C изм ± Δ(n=4,P=0.95), мкг/л
	С паспорт , ± Δ, мкг/л

	11,1 ± 1,0
	12,9 ± 1,4



Полученное значение концентрации молибдена в СО соответствует паспортному содержанию молибдена в СО состава. Следовательно, методика не содержит значимой систематической погрешности. 
Для оценки правильности методики на уровне концентраций молибдена от 300 до 800 мкг/л было проведено сравнение результатов, полученных разными методами: атомно-абсорбционной спектрометрией и масс-спектрометрией с индуктино-связанной плазмой. 
Таблица 7.: Сравнительные результаты анализа проб крови на содержание молибдена
	C МС ± Δ(n=4,P=0.95), мкг/л
	C МГА ± Δ(n=4,P=0.95), мкг/л

	308,3 ± 10,6
	286,7 ± 21,1

	834,7 ± 24,4
	870,1 ± 34,9



Полученные разными методами значения концентраций молибдена согласуются. Относительное СКО результатов анализа составило 9 %.

3.4. [bookmark: _Toc482624616] Анализ реальных образцов крови для получения фармакокинетической кривой 
Разработанная методика была применена для проведения доклинических исследований нового молибденсодержащего радиомитигаторного препарата ВР-С2. Данный препарат представляет собой комплекс на основе бензилполикарбоновых кислот (BP-Сх-1) и молибдата аммония. Испытания проводились на одной группе животных в соответствии с протоколом, утвержденным ФГБУ «НИИ онкологии им. Н.Н. Петрова» Минздрава России 

Таблица 8.: Результаты определения молибдена в крови животных 
	День
	ВР-С2, мкг/л ( n=5, p=0,95)

	№ животного
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	Среднее

	1
	11,3 ±
1,0
	9,1 ±
0,9
	14,1 ±
1,3
	23,8 ±
1,5
	12,0 ±
1,2
	13,6 ±
1,0
	14,0 ±
1,3

	2
	751 ±
105
	99±
77
	947 ±
178
	-
	-
	-
	599 ±
112

	4
	-
	-
	-
	982 ±
208
	418 ±
71
	1594 ±
276
	778 ± 
113

	6
	595 ±
124
	831 ± 
232
	122 ± 
82
	-
	-
	-
	823 ± 
195

	8
	859 ±
207
	653 ±
145
	151 ±
75
	657 ±
171
	470 ±
146
	2496 ±
301
	884 ±
209

	10
	-
	-
	-
	696 ±
165
	403 ±
125
	2503 ±
292
	875 ±
211

	12
	1365 ±
207
	1498 ±
203
	187 ±
101
	-
	-
	-
	1017 ± 183

	15
	1255 ±
210
	1488 ±
200
	210 ±
78
	-
	-
	-
	1132 ± 177

	18
	-
	-
	-
	739 ±
119
	323 ±
99
	1368 ±
186
	716 ±
110

	22
	517 ±
101
	469 ±
107
	81 ±
54
	482 ±
67
	211 ±
134
	694 ±
164
	409 ±
56

	25
	474 ±
97
	342 ±
140
	66 ±
33
	-
	-
	-
	338 ±
48



На основании полученных данных о содержании молибдена в крови крыс после курсового введения препарата ВР-С2 была построена фармакокинетическая кривая рисунок 3.1.


Рис. 3.1. Фармакокинетическая кривая курсового введения препаратов ВР-С2 

При курсовом введении радиомитигаторного препарата ВР-С2 (100 мг/кг/день) на 4 сутки наблюдается достижение стационарной фазы, которая продолжается по 15-е сутки эксперимента, далее наступает фаза элиминации.  Средняя терапевтическая концентрация  составляет 912 мкг/л, время полувыведения - 6, 8 суток. ВР-С2 проявляет низкую токсичность при применении кумулятивной дозы (1400 мг/кг), оцененной с помощью анализа крови и морфологии данных, что позволяет его безопасное использование
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