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Stanoveni 3,4-benzpyrenu ve smési pomoci fluorescenéni
spektrografie za teploty —197 °C

J. JAGER, 0. LUGROVA

Ustav hygieny, Praha

Na zékladé fluorescenéni spektrografie provddéné za velmi nizkych teplot
je mozné vykonat analysy i ve smési ldtek. Je vypracovdn postup stanoveni
3,4-benzpyrenu ve smési s ostatnimi uhlovodiky a jsou rozebrény vlivy, které
mohou stanoveni nepfiznivé ovlivnit. Pfesnost metody byla kontrolovéna
soubéznymi spektrofotometrickymi analysami. Relativii chyba nepresdhla
hodnotu 8 9.

Sledovéani fluorescenénich spekter hraje dulezitou ulohu pfi stanoveni vyssich poly-
cyklickych aromatickych uhlovodiki, které se provadi pfevézné pri analyse ldtek po-
dezielych z kancerogennich udinki [1—3]. Nejdastéji stanovovanou lédtkou, vzhledem
k jeji silné kancerogenni aktivité a vyhodnym analytickym vlastnostem, je 3,4-benzpyren.

Pokusy o stanoveni jednotlivych polycyklickych aromatickych uhlovodikt ve smési
na zéklad$ jejich intenzivni fluorescence jsou jen ojedinélé [4, 5]. Uplné nové moznosti
pfi analyse téchto uhlovodikii ve smési se objevily vyuzitim fluorescenénich spekter pori-
zenych za velmi nizkych teplot a za pouziti vhodného rozpoustédla z fady normélnich
parafint. Za téchto podminek mé fluorescenéni spektrum vyjimeéné ostry &Gasovy
charakter, ktery v fadé pripadtt muzeme pfirovnat ke spektru atomovému. Princip
ziskédvani téchto prdvem zvanych quasi ¢arovych spekter je ndsledujici: Molekuly analy-
sované latky pronikaji do krystalové miizky rozpoustédla, ve které jsou pevné zabudova-
ny. Tim se excitované molekuly nachdzeji ve vétsich vzddlenostech od sebe, snizuje se
jejich silné vzdjemné pusobeni a na minimum je sniZzeno pusobeni okolniho prostiedi.
Jelikoz se stanoveni provadi za velmi nizké teploty, mé kazdé molekula minimdlni zésobu
vibraéni energie.

Tato metoda smésnych krystala byla vypracovdna a Siroce pouzita v laboratofi
E. V. Spolského ke zkoumdni elektronovych a vibragnich hladin slozitych organickych
molekul [6—8]. Pokusy o vyuziti tohto zpusobu ziskdvéni fluorescenénich spekter v ana-
lytické chemii jsou doposud jen velice ridké. Béhem poslednich let se v literatuie objevilo
nékolik pokustt o kvantitativni vyuziti quasi ¢arovych fluorescenénich spekter pfi stano-
veni 3,4-benzpyrenu [12, 13, 11]. VSechny tyto metody se vice méné pridrzuji zndmych
principtt kvantitativnich metod emisni atomové analysy.

Probereme nyni vlastnosti fluorescenénich quasi &arovych spekter, které skytaji ne-
obvyklé moznosti pti jejich analytickém vyuziti.

Specifié¢nost

Carové spektra jsou piisné individudlnimi vlastnostmi zkoumanych ldtek. Pokusng
bylo zji$téno, Ze zdvislost charakteru spekter derivéta 1,2-benzantracenu na poloze a druhu
substituentt je znaéng [9, 10]. Diky ¢arovému charakteru spektra miize byt pFitomnost
urdované ldtky zjiSténa ve sloZitych mnohokomponentnich smésich dokonce i v piipads,
kdy tato latka je pfitomna ve smési jen ve stopéch.

Citlivost

Oby¢ejnd pfi dostateénd vysokém kvantovém vytdzku fluorescence muzeme ldtku
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dokézat pfi koncentraci 10-% az 10-° g/ml. 3,4-Benzpyren dévé dokonce jeSté jasné maxi-
mum A = 4030 A pii koncentraci 10-* g v 1 ml oktanového roztoku [11].

Znatné tézké je vypracovat vhodnou kvantitativni analytickou metodu, kters by se
vypofddala nejen s problémy spojenymi s béinou kvantitativni fluorimetrii, ale navic
jeSté se specifickymi tézkostmi, vznikajicimi nutnosti zmrazovat vzorky na tak nizké
teploty. Zdkladem metody stanoveni 3,4-benzpyrenu, kterou jsme vypracovali v nasi
laboratofi, je standardni pfidavek &istého 3,4-benzpyrenu do analysovaného vzorku.

Experimentalni €ast

Benzenovy extrakt analysovaného vzorku, ziskany obvyklym zptsobem, chromatogra-
fujeme na tenké vrstvé kysliéniku hlinitého [14]. Takto ziskand benzpyrenové frakce
obsahuje vedle 3,4-benzpyrenu dal$i polycyklické aromatické uhlovodiky, které nelze
timto jednoduchym chromatografickym postupem oddélit [15]. Tato smés se odpafi,
zbytek se rozpusti v chromatograficky Sisténém n-heptanu a roztok se prevede do 5 ml
odmérky. Z tohoto zdkladniho roztoku odebereme tii stejné dily a do kazdého jednotlivé-
ho priddéme 0,03; 0,06 a 0,10 ug 3,4-benzpyrenu pomoci jeho standardniho roztoku. Mu-
sime zvolit takové mnozstvi zékladniho roztoku, aby vysledné koncentrace 3,4-benzpy-
renu, to znamend soudet koncentrace pridaného a stanovovaného 3,4-benzpyrenu, ne-
presdhly po zfedéni v 10 ml odmérce hranici 0,15 pg v 1 ml. Podle velikosti a intenzity
fluorescence oddéleného pdsu benzpyrenové frakce odhadneme pomérné snado jiz bdhem
chromatografovani alespori fddové mnozstvi 3,4-benzpyrenu, pritomného v analysova-
ném vzorku. Déle se pFi volbé mnozstvi zékladniho vzorku fidime intenzitou fluorescence,
kterou vzorek vykazuje pfi pokojové teploté, a absorpénim spektrem tohoto roztoku,
pofizenym v oblasti vinovych délek kolem 3650 A.

Takto piipravené roztoky analysujeme pomoci fluorescendni spektrografie. Schéma
pokusného usporddéni je na obr. 1. Dewarova néddoba je sklenénd (obr. 2a) s hlinikovou
folii, kterd odrézi fluorescenéni zdfeni na Stérbinu spektrografu. Predni strana je béhem

A

vor. 1. Schéma pokusného usporadéni.
1. Dewarova nédoba; 2. spektrograf KSA-1; 3. silikagel; 4. zdroj teplého vzduchu;
5. ochranny kryt rtutové vybojky; 6. kondenzor; 7. ptivod chladiciho vzduchu;
8. odvod k vodni vyvéve.
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Obr. 2.
a) sklenénd Dewarova nddoba; b) kyveta Al folie

na analysovany roztok. \ '“?"
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Podminky fluorescenént spektrografie a pracovni postup

Spektrograf: KSA-1 se sklenénou optikou, na stfed desky nastavend vinové délka
4200 A.

Stérbina: 0,2 mm.

Buzeni: Rtutovéd lampa Philips 57202E/70 s Woodovym filtrem 125 W, intenzita
proudu 1,8 A.

Expozice: 15 minut.

Teplota: Spektra jsou sniména pri teploté bodu varu kapalného dulsiku.

Desky: Foma Suger Ortho 9 x 24.

Vyvojka: 1 20 Rodinal, vyvoldvaci doba 7 minut.

Specidlni sklenénd kyveta- (obr. 2b) je naplnéna 5 ml analysovaného roztoku a pono-
fena do Dewarovy nddoby s kapalnym dusikem. Diskovité upravené dno kyvety zajistuje
jeji fixaci na dné nddoby, jeji sklon a pootodeni je vidy stejné nastaveno pomoci korko-
vého uzdvéru se sklenénou trubitkou, kterou horni konec kyvety prochdzi. Roztok ne-
chdme minimédlné 5 minut ponofeny v kapalném dusiku, neZ zadneme se snimdnim
fluorescenénich spekter. Kazdy roztok exponujeme tiikrédt a pii vymeéné kyvet s jednotli-
vymi roztoky odstranime vSechen kapalny dusik z Dewarovy nddoby, kterou do sucha
vytfeme. Zabrénime tim pripadnému rozptylu svétla na mikrokrystalech vody, které se
béhem doby v kapalném dusiku vytvori. Po kazdé 15 minutové expozici dolévame dusik
na puvodni hladinu. Na jednu desku rozméru 9 X 24 exponujeme jeden vzorek, to zna-
mend devét fluorescenénich spekter. Dalsi postup analysy je obdobny jako pii normalnim
spektrografovéni. Po celou dobu sniméni fluorescenénich spekter jednoho vzorku je ne-
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zbytné dodrzovat stejné geometrické usporddédni pokusu. Smér a vzdédlenost excitaéniho
zdroje a poloha mérné kyvety musi byt vidy stejné a reprodukovatelné nastavitelné.

Charakter ziskaného fluorescenéniho spektra 3,4-benzpyrenu vidime na obr. 3. Pri
koncentracich, za kterych méfeni provddime, obsahuje spektrum pouze nékolik &ar,
sdruzenych do skupin po tfech (tripletd).
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Obr. 3. Fluorescenéni spektra pti teploté —197 °C v n-heptanu.
a) analysovany vzorek; b) ¢isty 3,4-benzpyren. Vinové délky udény v A.

Na Zeissové rychlofotometru ($térbina 1 mm p#i 30 ndsobném zvétSeni) proméfujeme
zéerndni posledni ¢4ry nejintenzivnéjsiho tripletu o vlnové délce 4031 A. V této oblasti
spektra je pozadi prakticky nulové, takZe s nim pii méfeni nemusime poéitat. Délka
expozice byla volena tak, Ze pracujeme stdle v p¥imkové &ésti charakteristické kiivky
desky (0,3—1,3).

Ze tii naméienych hodnot zéerndni pro jeden roztok vypoéteme aritmeticky pramér,
ktery vyneseme do grafu oproti koncentraci pfidaného 3,4-benzpyrenu (obr. 4). Ziskdme
tak t¥i body, které pii sprdvném provedeni analysy lezi vidy na piimce. Piimku témito
body prolozime a prodlouzime jeji dolni konec tak, aZ protne koncentraéni osu. Pak
hodnota tsedky x, m3fené od prusetiku piimky s osou k poddtku soufadnic, udévé hod-
notu neznémé koncentrace 3,4-benzpyrenu, ptivodnd pfitomného ve vzorku.
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Obr. 4. Zavislost zéerndni éary 4 = 4031
02 na koncentraci ptiddvaného 3,4-benz-
04 pyrenu.
) x — absolutni hodnota koncentrace
006" 003 0 003 006 009 9 pavodné piitomného 3,4-benzpyrenu
S A ve vzorku.
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Vysledky a diskuse

Uvedend metoda byla provéfovana pomoci uméle pfipravenych smési, které
se skladaly z téch uhlovodik, jejichz piitomnost se dé podle literdrnich Gdaju
[16] pfedpokladat v benzpyrenové frakei, ziskané chromatografovanim na
tenké vrstvé kysliéniku hlinitého. Také jejich pomérnd mnozstvi byla upra-
vena tak, aby odpovidala jejich zastoupeni ve skuteénych vzorcich odebra-
nych z motorovych sazi [17].

Obsahy jednotlivych uhlovodikiél ve smési I a II jsou uvedeny v tab. 1.
Koncentrace je vyjadiena v pg v 1 ml koneéného roztoku.

Tabulka 1
Obsah uhlovodikti v umsélé smési I a IT
Uhlovodik Smés I | Smeés I

(vg) (ug)
anthantren 0,015 0,012
perylen 0,010 0,008
1,2-benzpyren 0,04 0,032

1,12-benzperylen 0,20 0,16
11,12-benzfluoranthen 0,04 0,032

3,4-Benzpyrenu bylo pFidano tolik, aby jeho konedné mnozstvi v 1 ml smési
bylo 0,04; 0,05 a 0,06 pg.
Vysledky méfeni jsou shrnuty v tab. 2.

Tabulka 2
Vysledky stanoveni 3,4-benzpyrenu v umséle pfipravenych smssich
Smés I Smés II
pridany nalezeny relativni pridany nalezeny relativni
3,4-benzpyren | 3,4-benzpyren chyba 3,4 -benzpyren | 3,4-benzpyren chyba

(18) (ug) (%) (ve) (ue) (%)
0,05 0,045 —10 0,04 0,037 —8
0,06 0,054 —10 0,05 0,046 —8

0,06 0,056 —1

Popsanou metodou byly analysovdny vzorky pevnych &astic odebranych
'z vyfukovych plynt motorového vozidla Skoda 1201 a Skoda 440 za rtznych
provoznich podminek. Pro porovnéani spravnosti vysledkt byl souéasné stano-
ven 3,4-benzpyren pomoci klasické spektrofotometrické metody. Vysledky jsou
uvedeny v ug na 1 g pevnych dastic (tab. 3).
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Tabulka 3

Vysledky stanoveni 3,4-benzpyrenu absorpéni a fluorescenéni metodou
ve vzorcich vyfukovych plyna

Absorpéni Fluorescenéni Relativni
metoda metoda chyba
(u8) (g (%)

228 220 —3,5
86 79 —8,0
32 31 —3,1

134 130 —3,0

164 155 —5,5

176 165 —6,3

Podle vysledkt je ztejmé, ze chyba stanoveni je znaéné ovlivnéna obsahem
ostatnich slozek v analysovaném roztoku a je vidy zaporna. Tento nepiiznivy
vliv vedlejsich organickych latek v excitovaném roztoku omezime na mini-
mum, analysujeme-li vzorky s dostateéné nizkymi koncentracemi. P¥i méfeni
ve smési I1 a pii analyse vzorkt vyfukovych plynié nepfesahla nikdy absorpce
kone¢ného roztoku, métens pii A = 3650 A, hodnotu 0,017 na 1 cm tloustky
roztoku. Je-li dodrzena tato hodnota jako kritérium koneéné koncentrace vSech
latek v méfeném roztoku, nepfesdhne chyba stanoveni 8 %,. Ve vSech pfipadech
analysy pfirodnich vzorka bylo toto koncentraéni kritérium automaticky spl-
néno, byl-li roztok zfedén tak, aby koncentrace 3,4-benzpyrenu byla v mezich
piedepsanych metodou, tj. nepfesdhla 0,15 pg v 1 ml koneéného roztoku.

Rozbor zdroji chyb, které se mohou vyskytnout psi
fluorescenéni spektrografiv za nizkijch teplot

Kromé obvyklych chyb, vyskytujicich se pii béiné kvantitativni emisni
spektrografii pracujici s fotografickou deskou (nestejnorodost emulse, obména
pfi vyvolavani, chyby pti fotometrickém prométovani zéernani, chyby v urdéeni
koncentrace pri odeéitdini z grafu), mohou se vyskytnout pifi fluorescenéni
spektrografii za nizkych teplot dalsi specifické chyby:

1. Koncentraéni chyba

Tato chyba vznikd piekrodenim koncentraéniho prahu, kdy intenzita
fluorescence piestava byt linedrné zavisla na koncentraci stanovované latky.
Koncentrace stanovované latky i latek vedlejSich, s kterymi je ve smési, nesmi
prekrodit experimentalné zjiténou mez, jednak aby nemohlo dojit ke koncen-
tra¢nimu zhéaseni latkou samotnou, jednak aby byl vliv pfimési na fluorescenci
analysované latky sniZzen na minimum. Na obr. 5 je uveden pribéh kiivky,
znazornujici zévislost zéerndni proméifované ¢iry 3,4-benzpyrenu na koncen-
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Obr. . Zévislost zderndni &éry
A = 4031 na koncentraci piiddva- S
ného 3,4-benzpyrenu.

008 ‘004 0 004 008 042 016 0

traci 3,4-benzpyrenu pridévaného do jednotlivych dila vzorku. Zakladni sta-
novované mnozstvi 3,4-benzpyrenu v umélé smési bylo 0,05 pg/ml. Vidime, ze
pti prekroéeni celkové koncentrace piitomného 3,4-benzpyrenu 0,15 pg v 1 ml
koneéného roztoku dochézi k odklonu od piimky.

2. Chyba buzeni

Tato chyba se zanese do méieni, nedodrzujeme-li konstantni hodnotu inten-
zity proudu na zdroji ultrafialového zaieni. Podle nasich vlastnich zkuSenosti
dosdhneme dostateéné presnosti, udrzujeme-li intenzitu proudu pomoci posuv-
ného reostatu v mezich 4-0,02 A (obr. 6). Jak bylo jiz uvedeno, musi byt po

S
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Obr. 6. Zavislost zéernani ¢ary ’

A = 4031 na intenzité budiciho 06

roudu.
P U 16 17 18 19 A

celou dobu zpracovavani jednoho vzorku (exgozice 9 spekter) nezbytné zacho-
vano geometrické usporadani pokusu.

3. Chyba zmrazovdnt

Pfi razné rychlosti zmrazovani méfenych roztoktt miizeme do analysy vnést
zdvazné chyby. Podle literdérnich tdaja [18] i podle nasich vlastnich méfeni
zé4visi intenzita jednotlivych &ar ve fluorescenénim spektru znaéné na zptsobu
zmrazovani. Dostatedné reprodukovatelnosti ve zptsobu ponofovani kyvety
s roztokem dosdhneme tehdy, kdyZz kyvetu do kapalného dusiku v Dewarové
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nidobé nevnofujeme, ale nechdme vzdy volné klesat ke dnu jen jeji vlastni
vahou.

4. Chyba rozpoustédla

Rozdéleni intenzity zéernani mezi jednotlivé éary multipletu je zavislé na
povaze a &istoté pouzivaného rozpoustédla. Je proto nezbytné nutné pouzivany
n-heptan &istit nejen destilaci, ale také chromatograficky, pielévinim pfes
sloupec kysliéniku hlinitého a silikagelu.

Vsechny tyto chyby, kterych se mtzeme lehce vyvarovat peclivym dodrzo-
vanim pracovniho pfedpisu, jsou mnohondsobné vyvazeny prednostmi, které
skytd metoda fluorescenéni spektrografie za velmi nizkych teplot s n-parafiny
jako rozpoustédlem. Nebudeme zde jiz opakovat vyhody této metody, které byly
uvedeny v uvodu nasi prace, at je to jiz citlivost, specifiénost nebo selektivnost.
Chceme jenom zdiraznit, ze diky vSem témto vlastnostem je mozno pristoupit
ke kvantitativni analyse latek ve smési, ktera pomoci fluorescenénich méteni
za pokojové teploty je nemozné, nebo je proveditelnd jen ve velmi omezené
mife.

V soudasné dobé neni je$té mozné urdit hranice pouzitelnosti quasi ¢arovych
fluorescendénich spekter jak pro analytické tak pro fyzikalni tidely, nebot po této
strance je prozkoumano jen nepatrné mmnozstvi latek a metodika prace se
doposud vyviji.

HKOMNYECTBEHHOE OIIPEIEJIEHUE 3,4-BEH3INNPEHA B CMECH
C TIOMOIUBLIO ®IIOOPECUEHTHON CIIEKTPOTPA®UN ITPU
TEMIIEPATYPE —-197°

. Erep, O.Jyrposa

Mucruryr ruruensr, [Ipara

B pabore npuBemena paspaboTka MeTo[a KOJIMUYECTBEHHOI'O onpefesieHud 3,4-0eH3mmpeHa
B HEOYMIIECHHHIX OeH3NMUPEHOBHIX (QpaKIMAX, MOJYyYeHHBIX IPOCTONt xpomarorpadmeit mpu-
ponHbx 00pasiioB B TOHKOM CJI0e OKICH amoMuHuA. [IaA aHamnsa ucnoinsyerca ¢ioopec-
[leHTHad CIeKTporpadus, KOTOpas MPOBOFMIACH IPH TeMIepaType KUAKOTO a30Ta C MpH-
MeHeHMeM #-TelTaHa B BHUJe pPACTBOPUTeJA. OTH YCIOBMA pa3pelanT KOJNUeCTBEHHO
onpefenuTh 3,4-0eH3nmUpeH TaK:Ke B INPUCYTCTBMM OCTAJBHEIX YTIIeBOXOpOmXoB. IIpuHium
MeTOojia COCTOUT B CTaHHapTHolt mo6aBKe uUMCTOTO 3,4-0eH3mupeHa KO TpexX yacreil aHAIMBU-
poBaHHOro obpasna.

ITpuBenensl pesynbTaThl ONpefieleHUA B MCKYCCTBEHHBIX CMeCAX, a Take B ofpasmnax
TBEPABIX YACTUL, BEIXJOMHBIX ra30B aBromaiuH. OTHocuTenbHAasA omMGKA MeTOJa He IpEeBHI-
waet 8 %. JUCKYTHDPYIOTCA NpeMMyIIecTBa 9TOro crmocofa aHamMsa, a TAKH{E BO3MOMKHEE
crenuduueckne omMOKN, KOTOPbIe MOI'YT BO3HMKATL MPH HPUMEHEHMM ONMHCAHHOI'O METOAA.

Prelozil M. Fedororiko
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QUANTITATIVE BESTIMMUNG DES 3,4-BENZPYRENS IN EINEM
GEMISCH DURCH DIE FLUORESZENSSPEKTROGRAPHIE BEI
DER TEMPERATUR VON —197 °C

J.Jéager, O, Lugrova
Institut fur Hygiene, Praha

In der vorliegenden Arbeit wird eine ausgearbeitete quantitative Methode angefiihrt,
die zur Bestimmung von 3,4-Benzpyren in ungereinigten Benzpyrenfraktionen, die durch
eine einfache Chromatographie von Naturproben auf einer Aluminiumoxid-Dinnschicht
erhalten wurden, dient. Fur diese Analyse wird die Fluoreszensspektrographie benutzt,
die bei der Temperatur des fliissigen Stickstoffs mit dem Losungsmittel n-Heptan durch-
gefiihrt wird. Diese Bedingungen erlauben es, 3,4-Benzpyren auch in einem Gemisch
der ubrigen Kohlenwasserstoffe quantitativ zu bestimmen. Das Prinzip dieser Methode
beruht in einer Standardzugabe von reinem 3,4-Benzpyren in 3 Teile der zu analysierenden
Probe.

Es werden die Ergebnisse der Bestimmungen einerseits in kiinstlichen Gemischen und
andererseits in Proben fester Teilchen der Auspuffgase von Motorfahrzeugen angefiihrt.
Der relative Fehler dieser Methode tiberschreitet nicht den Wert von 8 9. Es werden
der Vorteil dieses Analysenverfahrens und die mdéglichen spezifischen Fehler, die bei
der Applikation der beschriebenen Methode auftreten konnen, diskutiert.

Prelozil K. Ullrich
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