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Izradena je metoda za polukvantitativno odredivanje 1,12-benzperi-
lena, 1,2-benzpirena i najvainijeg atmosferskog kancerogena 8,4-benzpi-
rena uz upotrebu tehnike ugrijanog prstena. Cisti policiklitki aromatski
ugljikovodici (3,4-benzpiren, 1,2-benzpiren, 1,12-benzperilen, perilen,
1,2-benzantracen, piren, fluoranten), kao i smjesa ugljikovodika iz uzo-
raka dima vanjske atmosfere, mogu se isprati cikloheksanom u prsten, a
dobiveni plavo-zeleno fluorescirajuéi prstenovi vizuelno se usporeduju sa
standardnim prstenovima kininova sulfata koji daju jednaki intenzitet
fluorescencije pod primarnim ultraljubilastim zratenjem maksimuma
emisije 366 nm. Intenziteti fluorescencije, 3.4-benzpirena, 1,2-benzpirena,
1.12-benzperilena adsorbiranih na papiru toliko su visi od intenziteta
ostalih ispitivanih policikli¢kih aromatskih ugljikovodika uz tipi¢ne kon-
centracije u kojima se pojavljuju u urbanim atmosferama, da se udio
potonjih mo%e zanemariti. Iz prethodno utvrdenog prosje¢nog odnosa
koncentracija 8,4-benzpirena 1,2-benzpirena i 1,12-benzperilena u odre-
denom podrudju mo¥e se ocijeniti koncentracija najva?nijeg kancerogena
u atmosferi 8,4-benzpirena.

U atmosferi gradova identificiran je &itav niz policiklickih aromatskih
ugljikovodika (PAU) od kojih je za odreden broj biolo$kim testovima
ustanovljeno koncerogeno djelovanje.

Glavni PAU prisutni u atmosferi su: 3,4-benzpiren, 1,2-benzpiren,
fluoranten, 11,12-benzfluoranten, perilen, 1,12-benzperilen, 1,2-benzan-
tracen, antantren, piren i koronen. Najée$éi izvori tih ugljikovodika su
nepotpuno izgaranje goriva u kuénim i industrijskim loZi§tima, te izga-
ranje goriva u motorima s unutraSnjim sagorijevanjem. PreteZna koli-
Yina PAU u atmosferi nalazi se u katranskoj frakciji dima.

S obzirom na veliki broj identificiranih policiklitkih aromatskih uglji-
kovodika u atmosferi, vrlo je te§ko naéi zadovoljavajuéu metodu analize
atmosfere kojom bi se mjerenjem koncentracije odredenih policikli¢kih
aromatskih ugljikovodika moglo zakljulivati o stupnju kancerogenosti
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te atmosfere. Metode koje su dosad u literaturi predloZene uglavnom su
komplicirane i dugotrajne. One se zasnivaju na sakupljanju atmosfer-
skih Cestica iz velikih volumena zraka filtracijom, ekstrakciji policikli¢-
kih aromatskih ugljikovodika raznim otapalima, odjeljivanju pojedinih
policiklickih aromatskih ugljikovodika kromatografijom na koloni, na
papiru ili tankom sloju, i odredivanju tih ugljikovodika fluorometrijom,
spektrofotometrijom, plinskom kromatogratijom ili masenom spektro-
metrijom (1-13). Te metode su dugotrajne i komplicirane, a zbog po-
trebne aparature i preskupe za rutinska mjerenja u organiziranoj mre#i
sakupljackih stanica, koje u industrijski razvijenim zemljama pokrivaju
podrutja velikih industrijskih gradova. Zato su predlofene jednostav-
nije metode kojima se odreduju indeksi koji su u korelaciji s koncen-
tracijom najvainijeg ili najvainijih policikli¢kih aromatskih ugljiko-
vodika.

U Francuskoj se upotrebljava tzv. »antracenski indeks« (14). Uzorci
zraka prostrujavaju se kroz plinske ispiralice u kojima se policikli¢ki
aromatski ugljikovodici zadrZavaju u cikloheksanu. Fluorescencija tog
cikloheksanskog ekstrakta usporeduje se s fluorescencijom standardne
otopine antracena u cikloheksanu. Lindbergh (15) je predlozio metodu
»kininova sulfata« u kojoj se katranska frakcija dima ekstrahira etano-
lom, pa se intenzitet fluorescencije te otopine usporeduje s intenzitetom
fluorescencije standardnih otopina kininova sulfata. Jednostavne me-
tode, kao $to su metode antracenskog indeksa i indeksa kininova sulfata,
lakSe se izvode i tako se u krale vrijeme moze analizirati veliki broj
uzoraka atmosferskih Cestica.

Kao $to je ve¢ prethodno naglafeno, metode za kvantitativno odredi-
vanje pojedinih policikli¢kih aromatskih ugljikovodika ne dolaze u obzir
za rutinska odredivanja zbog dugotrajnih, kompliciranih postupaka i
preskupih aparatura. 1 za odredivanje spomenutih indeksa (antracenski
i kininova sulfata) laboratorij mora posjedovati fluorometar, §to takoder
moZe predstavljati financijski problem pri planiranju mrefe mjernih
stanica na Sirokom podru¢ju zemlje, $to ée u neposrednoj buduénosti
trebati naliniti u nasoj zemlji u skladu s Zakonom o zaftiti zraka od
zagadivanja (16).

Da bismo posve pojednostavnili odredivanije kancerogenih policiklié-
kih aromatskih ugljikovodika u atmosferi, pokutali smo primijeniti teh-
niku ugrijanog prstena (17) za njihovo odjeljivanje od ostalih kompo-
nenata aerosola u zraku i za polukvantitativno odredivanje najva¥nijih
od tih ugljikovodika na osnovi vizuelne ocjene intenziteta fluorescencije
dobivenog prstena. U literaturi dosad jo¥ nije opisan pokulaj odredi-
vanja PAU tom metodom.

Vetina autora koji su opisali metodu za odredivanje policikli¢kih
aromatskih ugljikovodika u atmosferi radili su to s uzorcima atmosfer-
skih éestica uzetim filtriranjem velikih volumena zraka (najmanje 2000
m?) kroz filtre od staklenih vlakana. Takvo sakupljanje uzoraka je du-
gotrajno (uzorci sc uzimaju najmanje 24 sata, a u nekim slutajevima
1 do 14 dana) i zahtijeva glomaznu i relativno skupu aparaturu. Jedino
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metode odredivanja ukupnih PAU indeksima (antracenski i kininova
sulfata) omoguéuju odredivanje tih ugljikovodika u malim uzorcima
atmosfere (oko 1,5~4 m?3).

Najlelée mjereni parametri pri rutinskom pradenju stupnja atmosfer-
ske onetiS¢enosti evropskog tipa (koje uglavnom nastaje zbog potrodnje
ugljena kao goriva) jesu sumporni dioksid i dim u atmosferi. Svi evropski
gradovi koji su uveli kontrolu oneli¥¢enja atmosfere uveli su i mjerenja
koncentracije sumpornog dioksida i dima za ocjenjivanje onetis¢enosti.
I u nafoj zemlji se planira razvoj mre?a mjernih stanica na kojima Ce
se mjeriti koncentracije sumpornog dioksida i dima u 24-satnim konti-
nuiranim uzorcima zraka standardiziranim metodama. Kako se koncen-
tracija dima odreduje filtriranjem Cestica iz zraka na malim filtarskim
papirima i kasnijom reflektometrijskom ili denzitometrijskom evaluaci-
jom, smatrali smo da bi vrijedilo iskoristiti isti uzorak dima za odredi-
vanje policiklitkih aromatskih ugljikovodika ekstrakcijom tih ugljiko-
vodika u ugrijani prsten na prstenastoj peéi. Tako otpada potreba uzi-
manja posebnih uzoraka atmosfere za odredivanje policiklickih aromat-
skih ugljikovodika.

EKSPERIMENTALNI DIO

Pribor i kemikalije

Prstenasta pe¢, ROFA, Bet

Zivina lampa, Solimed BH, Bruno Hopfel, Markkleeberg

Spektrofluorometar MPF-2A s dodatkom za direktno mjerenje tanko-
slojnog kromatograma, Perkin-Elmer

Filtarski papir Munktell, No 00, ¢ 5,5 cm. Grycksbo Pappersbruk AB,
Grycksbo

Kininova baza, p. a. Fluka AG, Chemische Fabrik, Buchs SG

Cikloheksan, p. a., Carlo Erba, Milano

Sumporna kiselina, p. a., Kemika, Zagreb

Policikli¢ki aromatski ugljikovodici (3,4-benzpiren, 1,12-benzperilen,
1,2-benzantracen, piren, fluoranten) dobiveni su od dra Van den Graafa,
Department of Air Pollution, Keuringsdienst van Waren, Rotterdam.
1,2-Benzpiren — Heyl & Co., Chem. Pharm. — Fabrik, Oberschoneweide.
gerilen sintetiziran u laboratoriju Farmaceutsko-kemijskog fakulteta,

raz.

Izdvajanje policikliCkih aromatskih ugljikovodika iz dima
Kako se pri primjeni tehnike ugrijanog prstena komponente koje se

¥ele odrediti nalaze u prstenu adsorbirane na filtarskom papiru, najprije
smo kvalitativno ispitali da li policiklitki aromatski ugljikovodici flu-
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oresciraju u adsorbiranom stanju. Ti su prethodni eksperimenti poka-
zali da PAU daju plavo-zelenu fluorescenciju pod primarnim ultra-
ljubicastim zratenjem maksimuma emisije 366 nm.

Nanijeli smo otopine PAU na sredinu filtarskog papira stavljenog
na Weiszovu prstenastu peéi i ispirali PAU raznim otapalima. U pret-
hodnim ispitivanjima pokazalo se da se uz odredene uvjete mogu tako
koncentrirati policiklicki aromatski ugljikovodici u prstenove plavo-ze-
lene fluorescencije.

Kao povoljna otapala pokazali su se etilni alkohol, benzen i ciklo-
heksan. Medutim pokusaj ekstrakcije PAU iz realnih uzoraka atmo-
sferskog dima etanolom 1 benzenom nije bio uspjefan jer su dobiveni
zuckasti prstenovi nedovoljno o$tro odijeljeni. U pokusima s ciklo-
heksanom dobiveni su oStri prstenovi jake fluorescencije i kvantitativno
odjeljivanje PAU iz dima.

Ispitivanjem utjecaja temperature prstenaste pedi na kvalitetu prste-
nova PAU ustanovljeno je da se najbolji prstenovi dobivaju pri tem-
peraturi od 50°C. Intenzitet fluorescencije prstenova PAU treba ocijeniti
istog dana buduéi da intenzitet fluorescencije opada s vremenom.

Bazdarenje

Kako je vrlo teSko doéi do &istih PAU, da bi se iz njih pripravili stan-
dardni fluorescentni prstenovi, poku$ali smo naéi supstanciju koja bi
nanesena na filtarski papir fluorescirala sli¢nim spektrom fluorescen-
cije. Utvrdili smo da kininov sulfat u adsorbiranom stanju fluorescira
sli¢cnom bojom fluorescencije kao PAU. Adsorbati su bili pripravljeni
nanoenjem otopina PAU i kininova sulfata na iste filtre koje upotre-
bljavamo za odjeljivanje PAU iz uzoraka dima na prstenastoj peéi
(Munktell No. 00). Nakon su$enja mjereni su spektri fluorescencije ad-
sorbata na spektrofluorometru pomoéu dodatka za mjerenje fluorescen-
cije na tankom sloju uz upotrebu emisije od 366 nm visokotlatne kse-
nonove lampe za pobudivanje fluorescencije. Analizom dobivenih spek-
tara fluorescencije utvrdili smo da svi ispitani PAU, kao i kininov sul-
fat, fluoresciraju preteno u ljubifasto-plavo-zelenom podrudju spektra
(420-500 nm). Kao primjer prikazujemo na slici 1 spektre fluorescen-
cije, 1,12-benzperilena, 8,4-benzpirena, fluorantena i kininova sulfata u
adsorbiranom stanju na filtarskom papiru.

Iz slike 1 vidi se da su spektri fluorescencije PAU i kininova sulfata
u adsorbiranom stanju dovoljno sli¢ni.

Zato smo odludili da standardni niz fluorescentnih prstenova prire-
dimo nanoSenjem otopina kininova sulfata na filtarski papir i naknad-
nim ispiranjem u fluorescentne prstenove. Tako bi se o kolidini PAU

zakljudilo na osnovi koli¢ine kininova sulfata koja daje jednaki inten-
zitet fluorescencije.

Standardni prstenovi kininova sulfata priredeni su nanofenjem razli-
¢itih volumena (1-10 wl) otopine kininova sulfata u 0,01 N sumpornoj
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SL. 1. Spektri fluorescencije (a) kininova sulfata, (b) fluorantena, (c) 3,4-benzpirena,
(d) 1,12-benzperilena.

kiselini (0,01 i 0,1 ug/ul) na sredinu filtarskog papira na prstenasto]
peéi i ispiranjem kininova sulfata u prsten postepenim dodavanjem
0,01 N sumporne kiseline.

Ispitivanjem utjecaja temperature na kvalitetu prstena kininova sul-
fata (50-90°C) ustanovljeno je da se najbolji prstenovi dobivaju pri
temperaturi od 70-80°C.
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Ispitana je stabilnost fluorescencije dobivenih prstenova vizuelnim
usporedivanjem starih sa svje¥e dobivenim prstenovima jednakih kon-
centracija kininova sulfata. Praéene su promjene u toku nekoliko sati,
dana i tjedana. Iz dobivenih rezultata moglo se zaklju¢iti da unutar
razdoblja od dva tjedna ne dolazi do vidljivih promjena intenziteta
fluorescencije prstenova s koli¢inom kininova sulfata ispod 1,6 ug. U
periodu od mjesec dana, medutim, intenzitet fluorescencije svih prste-
nova znatno je pao.

0,2+
2
bS]
g
x 0,1
g
g O 3.4 -benzpiren
® 1,2 -benzpiren
A 1,12- benzperilen
A perilen
A
i 1 1 1 1 1 1 1

04 Mg kininova sulfatq 0.8

Sl. 2. Pravci ekvivalentnog intqnzz'teta fluorescencije 3,4-benzpirena, 1,2-benzpirena,
1,12-benzperilena, perilena i kininova sulfata.

Na slikama 2 i 3 prikazani su ba¥darnj pravci dobiveni polaganjem
kroz tolke ekvivalentnog intenziteta fluorescencije prstenova kininova
sulfata i PAU. Iz slika se vidi da postoji linearan odnos izmedu koli-
¢ina PAU i koli¢ina kininova sulfata koji u prstenu daju jednaki inten-
zitet fluorescencije. Tako smo pokazali da se o kolitini PAU u nepozna-
tom uzorku moZe zakljuliti usporedivanjem intenziteta fluorescentnog
prstena, priredenog difuzijom tog ugljikovodika na prstenastoj pedi, s
intenzitetom fluorescentnog prstena priredenog s poznatom koli¢inom
kininova sulfata.
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SL. 8. Pravci ekvivalentnog intenziteta fluorescencije pirena, 1,2-benzantracena,
fluorantena i kininova sulfata.

DISKUSIJA

Analizom bazdarnih pravaca moze se zakljuliti da je u podrudju in-
tenziteta fluorescencije prstenova PAU koji odgovara intenzitetu flu-
orescencije prstena 0,01 g kininova sulfata specifi¢ni intenzitet flu-
orescencije 1,12-benzperilena, perilena, 3,4-benzpirena i 1,2-benzpirena
jednak, fluorantena 7 puta, 1,2-benzantracena 13 puta, a pirena 25 puta
slabiji. U podrudju intenziteta fluorescencije prstenova ckvivalentnih
intenzitetu fluorescencije 0,2 wg kininova sulfata, najvisi je specifiéni
intenzitet perilena, a fluorescencija 1,12-benzperilena je 1,3 puta, 3,4-
-benzpirena i 1,2-benzpirena oko 2,3 puta, fluorantena 13, 1,2-benzan-
tracena 41 i pirena 78 puta niZa.

Koncentracije pojedinih PAU u atmosferama gradova razlikuju se
znatno, a isto tako razlikuju se i medusobni odnosi tih koncentracija,
mada u manjoj mjeri. Ipak smo na osnovi ograni¢enoga broja literatur-
nih podataka (18-22) mogli zakljuliti da se u atmosferama gradova,
od PAU ukljuenih u na$ rad, nalazi uglavnom najviSa koncentracija
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1,2-benzantracena, da koncentracije 38,4-benzpirena, 1,2-benzpirena i
1,12-benzperilena odgovaraju otprilike 50-80%0 te koncentracije ne ra-
zlikuju¢i se medusobno znatno. Koncentracije fluorantena, pirena i pe-
rilena uglavnom ne prelaze Sestinu koncentracije 3,4-benzpirena.

Na temelju tih odnosa koncentracija, a uzimajuéi u obzir odnose in-
tenziteta fluorescentnih prstenova pojedinih PAU, do$li smo do za-
kljucka da se mjerenjem intenziteta fluorescencije prstenova PAU koje
smo ispitali uglavnom mjeri intenzitet fluorescencije 3,4-benzpirena,
1,2-benzpirena i 1,12-benzperilena. Ako bismo naknadnim mjerenjima
realnih uzoraka atmosfere pojedinih gradova ili gradskih podruéja po-
tvrdili da je odnos koncentracija 3,4-benzpirena, 1,2-benzpirena i
1,12-benzperilena u pojedinom podru&ju priblizno konstantan, mogle bi
se mjerenjem fluorescencije prstenova policikli¢kih aromatskih ugljiko-
vodika polukvantitativno odrediti koncentracije 3,4-benzpirena, 1,2-
-benzpirena i 1,12-benzperilena u atmosferi. Svakako u tom slutaju
valja prethodno u zimskoj i ljetnoj sezoni jednom od specifi¢nih kvan-
titativnih metoda na reprezentativnom broju uzoraka odrediti pribliZan
odnos tih policiklickih aromatskih ugljikovodika u atmosferi toga pod-
ruja. Iz toga odnosa bi se mogla izratunati koncentracija 3,4-benzpi-
rena, kancerogena koji ima najvi$i stupanj kancerogenosti od svih poli-
ciklickih aromatskih ugljikovodika prisutnih u atmosferi (23).

Za vrijeme nagih eksperimenata nismo imali na raspolaganju u &istom
stanju ostale policiklitke aromatske ugljikovodike koji se pojavljuju u
atmosferi kako bismo ustanovili da li njihova prisutnost bitno utjee na
rezultate nade metode. To je medutim malo vjerojatno buduéi da su
koncentracije tih ugljikovodika u prosjeku znatno niZe od koncentracije
8,4-benzpirena ili su im fluorescencije slabe. Najvjerojatnija interferen-
cija moZe sc olckivati od 11,12-benzfluorantena. U nastavku radova
ispitat ¢emo utjecaj tih ugljikovodika.

Ako se analizira 24-satni uzorak dima, odijeljen iz 4 m3 zraka,
osjetljivost odredivanja je 0,002 ug 3,4-benzpirena u m? zraka, uz pret-
postavku da 11,12-benzfluoranten ne interferira. To je dovoljno za od-
redivanje koncentracije 3,4-benzpirena u atmosferi gradova u veéini
slutajeva. Za izvodenje odredivanja 3,4-benzpirena u jednom uzorku
dima nije potrebno vife od 15 minuta.
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Summary

DETERMINATION OF THE ATMOSPHERIC
1J2BENZPERYLENE, 12-BENZPYRENE AND THE
CARCINOGEN 384BENZPYRENE BY THE RING

OVEN METHOD

A method for the semiquantitative determination of 1,12-benzperylene, 1,2-benzpy-
rene and the most important atmospheric carcinogen 3,4-benzpyrene was developed
by using the ring oven technique. Pure polycyclic aromatic hydrocarbons (8,4-benzpy-
rene, 1,2-benzpyrene, 1,12-benzperylene, perylene. 1,2-benzanthracene, pyrene, fluoran-
thene), as well as the mixtures of these hydrocarbons in outdoor smoke samples can
be washed into the ring by cyclohexane. The blue-green fluorescent rings obtained
are visually compared with the standard quinine sulphate rings that give the same
fluorescence intensity under 366 nm primary ultraviolet radiation. The fluorescence
intensity of 3.4-benzpyrene, 1,2-benzpyrene and 1,12-benzperylene adsorbed on paper
is so much higher than the intensity of other analysed polycyclic avomatic hydrocar-
bons in concentrations typical of urban air that the share of the latter can be ne-
glected. Thus a preliminary determination of the average relationship between the
concentrations of 3,4-benzpyrene, 1,2-benzpyrene, and 1,12 benzperylene in a certain
area may allow the estimation of the concentration of the most important atmospheric
carcinogen 3,4-benzpyrene.
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