
МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ СССР

ГЛАВНОЕ САНИТАРНО-ЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКОЕ УПРАВЛЕНИЕ 

КОМИТЕТ ПО КАНЦЕРОГЕННЫМ ВЕЩЕСТВАМ И МЕРАМ ПРОФИЛАКТИКИ

МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ

по качественному и количественному определе­
нию канцерогенных полициклических ароматиче­

ских углеводородов в продуктах сложного со­
става

МОСКВА - 1976 г,

болеро для женщин

https://meganorm.ru/mega_doc/norm/gost_gosudarstvennyj-standart/20/gost_31577-2012_mezhgosudarstvennyy_standart_protezy_zubnye.html


МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ СССР 

ГЛАВНОЕ САНИТАШО-ЭПИДЕЖОДОГИЧЕСКОЕ УПРАВЛЕНИЕ 

КОМИТЕТ ПО КАНЦЕРОГЕННЫМ ВЕЩЕСТВАМ И МЕРАМ ПРОФИЛАКТИКИ

УТВЕРЕДАЮ:

Заместитель Главного Госу­
дарственного санитарного 
врача СССР

В.Ковшило

" 12 " мая 1976г.
Ks IA23-76

МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ

по качественному и количественному определению 
канцерогенных полициклических ароматических уц» 
леводородов в продуктах сложного состава

МОСКВА - 1976г.



Авторы - составители:

П.П.Дикун, И.А.Калинина, В.А.Коноваленко,
Л.Д.Костенко, Н.Д.Красницкая (НИИ онкологии 
им.Н.Н.Петрова М3 СССР)

А.ЯЛесина (Онкологический Научный Центр АМН 
СССР)



У. Методы качественного к количзственного 
определения канцерогенных полицикличе­
ских ароматических углеводородов в не­
которых продукта* сложного состава

Качественное и количественное 
определение ряда полициклических 
ароматических углеводородов (ПАУ) 
в продуктах сложного состава с 
помощью квэзилинейчатых спектров 
флуоресценции.

В данном разделе изложены практические приемы досто­
верного качественного и достаточно точного количественного 
определения ряда наиболее часто встречающихся ПАУ при ис­
пользовании минимального количества элементов структуры ква- 
зилинейчатых спектров флуоресценции фракций, т.е. при мини­
мальной затрате времени. Эти приемы основаны как на опыте 
ранее опубликованных работ, так и на позже приобретенном 
практическом опыте исследования объектов различного характе­
ра: загрязнений атмосферного воздуха, выхлопных газов авто­
транспорта, продуктов пиролиза .древесины, подсолнечного мас­
ла.

Хроматографический анализ

Следующим этапом после получения экстракта*^ из изучае­
мого объекту является этап хроматографического фракционирова­
ния на окиси алюминия методом колоночной и тонкослойной хро­
матографии.

Применяется обычная окись алюминия для хроматографии П 
степени активности без специальной ее обработки и без стро­
гих требований в отношении активности. Для тонкослойной хро­
матографии используется адсорбент с размерами частиц 0,05-

х) Методику отбора проб и их предварительной обработки см. 
в соответствующих разделах данной книги.



-0,08 мм, поскольку более крупные частицы могут необратимо 
задерживать некоторое количество ПАУ. При колоночной хрома­
тографии размер частиц существенной роли не играет, поэтому 
для нее можно использовать адсорбент с размером частиц 
0,08-0,125 мм, т.е. оставшийся после отсеивания фракции с 
размерами частиц 0,05-0,08 мм.

Растворителем для колоночной хроматографии (для приго­
товления колонки и нанесения пробы) служит н-гексан. Элюи­
рование колонки производится сперва чистым н-гексаном, а 
позже смесью н-гексана и бензола (на последних стадиях элю­
ирования соотношение н-гексана и бензола достигает 1:1).Вы­
бор растворителей определяется тем, что в н-гексане или сме­
си его с бензолом можно получать кразилинейчатые спектры 
фракций, взятых непосредственно с колонки, без перевода их 
в другой растворитель. В то же время н-гексан имеет преи­
мущество перед более высококишпцими растворителями (н-гепта- 
ном и н-октаном) в том, что из него легче, при необходимости, 
переводить фракции в другой растворитель.

Колоночную хроматографию следует применять для первично­
го фракционирования пробы. Высота столба адсорбента состав­
ляет з зависимости от зеличины пробы, от 150 до 250 м ириа­
метр колонки 25 мм. Колонка приготовляется осаждением ад­
сорбента из растворителя. Проба наносится на колонку, пропи­
танную растворителем. Нанесение пробы на сухой адсорбент 
связано с опасностью частичной потери ПАУ. Выходящие из ко­
лонки фракции объемом от 5 до 10 мл собираются с помощью 
автоматического коллектора.

Колоночная хроматография не обеспечивает полного раз­
деления ПАУ: как правило, с ее помощью удается выделить толь­
ко относительно узкие фракции, содержащие по несколько сое­
динений. Для дополнительного их разделения применяют тонко­
слойную хроматографию на стеклянных пластинках (приблизи­
тельно 120x180 мм) с незакрепленным слоем адсорбента толщи­
ной 1,5-2,0 мм.
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Нанесение пробы на пластинку при тонкослойной хрома­
тографии производят с помощью диэтилового эфира, хорошо 
растворяющего ПАУ и бистро испаряющегося. Развитие хрома­
тограммы на пластинке производится чистым циклогексаном 
или циклогексаном с небольшой примесью (до 3%) бензола или 
хлороформа. Добавление одного из этих растворителей, во- 
первых, ускоряет развитие хроматограммы, во-вторых, улуч­
шает разделение ПАУ. Так, при развитии хроматограммы чи­
стым циклогексаном (а также н-гексаном или петрслейным эфи­
ром) практически не удается отделить БП от 11,12-бензфлу­
орантена (бенз/к/-флуорантена). Смесь же циклогексана с 3* 
хлороформа или бензола хорошо разделяет эти вещества (до­
бавление хлороформа или бензола в н-гексан или петролей- 
ный эфир не улучшает разделение ПАУ).

Флуоресцентно-спектральные установки

При определении ПАУ следует применять две спектральные 
установки: установку с фотографической регистрацией спектров 
для качественного анализа и установку с фотоэлектрической 
записью спектров, используемую главным образом для коли­
чественного анализа.

В качестве источника ультрафиолетового излучения, не­
обходимого для возбуждения люминесценции, часто используют 
ртутно-кварцевые лампы. Они очень удобны при определении 
БП, БПЛ, бенз(б)фяуорантена и бенз(к)флуорентена и др.ПАУ, 
имеющих сильное поглощение в области 360-370 нм. Однако 
многие ПАУ имеют интенсивное поглощение только в более ко­
ротковолновой области (290-320 нм), в которой излучение 
ртути относительно слабо. Поэтому более удобным при опре­
делении ряда ПАУ является источник ультрафиолетового света 
с непрерывным спектром, например, ксеноновые лампы ДКсШ- 
1000.
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В силу различных условий работы источников ультрафиоле­
тового света в установках для качественного и количественно­
го анализа, в конструктивном отношении они несколько отлича­
ются. В установке для качественного анализа (с фотографиче­

ской регистрацией спектра) лампа работает лишь кратковремен­
но (экспозиции не превышают 2.-1 минут) с включением на вре­
мя смены пробы. В этом случае ограничиваются воздушным ох­
лаждением лампы, разместив ее в обычном металлическом фона­
ре. Применяется также сравнительно простая схема зажигания 
и электропитания лампы.

В установке для количественного анализа лампа работает 
без выключения сравнительно длительное время. Во избежание 
ее перегрева должно быть предусмотрено водяное охлаждение 
фонаря. Кроме того, при количественном анализе важно посто­
янство режима работы лампы. Поэтому в данном случае должна 
быть применена другая, более сложная схема блока питания.

Необходимая для возбуждения люминесценции область из­
лучения ксеноновой лампы выделяется стеклянными фильтрами 
УФС-2 или комбинацией этих фильтров с жидкими фильтрами. В 
установке с фотографической регистрацией спектров применя­
ются только стеклянные фильтры. В установке с фотоэлектри­
ческой записью при анализе веществ, имеющих заметное погло­
щение в области 360-570 нм и относительно длинноволновые 
спектры флуоресценции,также пользуются только фильтрами 
УФС-2 ( общая толщина фильтра 14 мм). Для вещества с более 
коротковолоновой областью возбуждения (и флуоресценции) ис­
пользуют раствор смеси сернокислого никеля (7 г) и сернокис­
лого кобальта (5 г) в 100 мл воды при толщине слоя 35 мм 
и стеклянный фильтр УФС-2 (2 мм). Такая комбинация жидкого 
фильтра со стеклянным прн использовании ксеноновой лампы 
дает возможность записывать сектры флуоресценции вплоть до 
370 нм без помех за счет прохождения возбуждающего излуче­
ния (при возбуждении флуоресценции фильтрованным светом 
ртутно-кварцевых ламп в спектральной области ниже 400 нм
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трудно избежать появления на записи линий ртутного спектра).
В остальном спектральные установки существенно не отли­

чаются от описанных ранее Ш.П.Дикун, Вопросы онкологии, 
1959, № 12, стр. 672-677).

Качественный спектральный анализ

Первичный качественный анализ производится на спектраль­
ной установке с фотографической регистрацией спектров (спек­
трограф ИСП-51). На фотопластинку фотографируют подряд спек­
тры (при температуре жидкого азота) всех фракций, полученных 
при колоночной хроматографии (в том растворителе, в котором 
они выходят из колонки, т.е. в н-гексане или в смеси его с 
бензолом). По общему виду фотографий этих спектров можно сра­
зу выделить фракции, содержащие следующие соединения: пирен, 
БП, ПРЛ, БГШ, ортофениленпирен, а часто также коронен, БА, 
бенз(е)-пирен, бенз(б)флуорантен и бенз(к)флуорантен. Дело в 
том, что обычно в спектрах соответствующих фракций проявляет­
ся практически вся структура спектров таких веществ, как пи­
рен, БП, ПРЛ, БПЛ и ортофениленпирен. При этом характерные 
квазилинейчатые спектры флуоресценции этих веществ легко за­
поминаются. Поэтому указанные соединения могут быть достовер­
но идентифицировать при первичном просмотре фотопластинки с 
фотографиями спектров фракций.

В результате колоночной хроматографии, как правило, 
большинство веществ распределяется по многим фракциям, при­
чем в большинстве фракций наблюдаются спектры (или элементы 
спектров) нескольких соединений. Ориентируясь по фотоснимкам 
спектров фракций, следует объединять группы ф ракций, в кото­
рых преобладает спектр какого-либо соединения. Таким образом 
получаются относительно узкие объединенные фракции, идущие 
приблизительно в приведенном ниже порядке.

I) Вещества, идущие при фракционировании раньше пирена 
(идентифицировать их не удалось из-за отсутствия стандартов).

5



2) Пиреновая фракция (в ней обычно отчетливо проявляет­
ся только спектр пирена без заметных признаков спектров дру­
гих веществ),

3) От I до 3 фракций веществ, которые мохно условно наз­
вать "пиреноподобными". Основанием для такого названия служит 
сходство их с пиреном по хроматографическим и спектральным 
свойствам (спектры их флуоресценции начинаются и распростра­
няются приблизительно в той же области, что и у пирена).Иден­
тифицировать их не удалось также из-за отсутствия стандартов. 
Следует отметить, что число т а к и  фракций и интенсивность их 
спектров тем больше, чем ниже температура получения исследу­
емого продукта.

4) Бензантраценовая фракция. В ее спектре могут наблю­
даться, кроме головной группы спектра БА, также некоторые, 
наиболее сильные линии спектра пирена или пиреноподобных ве­
ществ, головная линия бенз(е)пирена, и головная группа линий 
бенз(б)флуорантена.

5) Бензпирековая фракция. В спектре этой фракции на фо­
не длинноволновой части спектра БП (в случае присутствия его 
в исследуемом продукте) отчетливо видна характерная струк­
тура спектра перилена. Разделить эти соединения не удавалось. 
3 бензпиреновой фракции часто оказываются, частично или пол­
ностью, также вещества, которые можно выделить из нее при 
дополнительной хроматографии. В спектре фракции на фоне спек­
тра БП иногда наблюдаются характерные черты спектра бенз (к) 
флуорантена или даже вся структура спектра БПЛ. Несколько 
впереди (в коротковолновой стороне) спектра БП бывает вид­
на характерная головная груша спектра бенз (б) флуорантена, а 
еще впереди - головная линия бенз (е) пирена. Нередко в ней 
присутствует также БА.

6) Бензфлуорантеновая фракция, кроме бенз(к)флуорантена, 
может содержать примеси БП, БПЛ, ортофениленпирена и иногда 
ЛБА и дибенз(а,е)пирена.

7) Бензпериленовая Фракция всегда содержит, в случае
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присутствия его в исследуемом продукте, также ортофзкхлещга- 
рен. Полностью разделить эти вещества не удавалось, однако, 
выделить практически в чистом виде часть каждого из них не 
представляет особого труда, так как ортофенилекпирен несколь­
ко отстает при хроматографии от БПЛ. Присутствие этих ве­
ществ в одной фракции не мешает идентификации (и количествен­
ному определению) каждого из них, поскольку их спектры про­
странственно почти полностью разделяются. В беизпериленовой 
фракции может присутствовать ряд других соединений, в част­
ности, ДВА и дибенз(а,е)пирен).

8) КороненоЕая фракция может частично перекрываться с 
бензпериленовой.

Как видно из изложенного выше, в объединенных, относи­
тельно узких фракциях содержится, как правило, несколько ве­
ществ. Часть из них может быть иногда идентифицирована по 
фотографиям суммарных спектров фракций (до объединения). Од­
нако нередко для надежной идентификации требуется дополни­
тельное фракционирование. Кроме того, дополнительное фракцио­
нирование в некоторых случаях необходимо, а в других случаях 
желательно для последующего количественного анализа.

Дополнительное фракционирование объединенных фракций 
производится с помощью тонкослойной хроматографии. После раз­
вития хроматограммы пластинка освещается ультрафиолетовым 
светом и делится на флуоресцирующие полосы, наблюдаемые при 
этом. Адсорбент с каждой из этих зон собирают в отдельную ко­
лонку и элюируют флуоресцирующее вещество эфиром. Эфир уда­
ляют и пробу переводят в н-гексан. Затем снова производят 
фотографирование квазилинейчатых спектров флуоресценции всех 
фракций, полученных после тонкослойной хроматографии,и иден­
тифицируют присутствующие в них вещества просмотром фотосним­
ков спектров.

Перечисленные выше вещества, спектры которых могут про­
являться лишь частично, не всегда удается обнаружить по фо­
тографиям спектров, даже после тонкослойной хроматографии.
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Поэтому второй этап качественного спектрального анализа про­
изводили на установке с фотоэлектрической записью спектров 
(спектрометр ДФС-12), которая обладает более высокой чувстви­
тельностью.

Ниже приведено описание конкретных признаков, по кото­
рым производится качественная идентификация различных ПЛУ. 
Перечень веществ приведен в порядке прохождения их при хро­
матографии.

Пивен.Квазилинейчатый спектр флуоресценции пирена начи­
нается в ультрафиолетовой области (37I8A). Первые группы его 
линий при фотографировании спектра в описанной выше установ­
ке иногда, сильно маскируются фоном. Однако структура спектра 
этого вещества настолько богата и характерна, что даже по 
неполному спектру его легко идентифицировать при визуальном 
сравнении спектра фракции со снимком спектра чистого вещест­
ва.

Бенз(а)антрапек (I,2-бензантрацен).Это вещество имеет 
достаточно характерный квазилинейчатый спектр. Однако при 
хроматографии не всегда удается выделить его отдельной фрак­
цией. На фотографии иногда наблюдается только первая, осо­
бенно характерная группа спектра этого соединения - слабая 
линия 3836,2 А и сильная 3840,6 X, Паличие этой группы в 
фракциях, предшествующих бензпиреновой, однозначно свидетель­
ствует о присутствии ЕА. При малых концентрациях БА его 
присутствие фотографическим способом иногда совсем не уда­
ется обнаружить. В таких случаях качественное определение 
БА производится фотоэлектрической записью той же группы ли­
ний. Чувствительность фотоэлектрического определения БА - 
не менее 0,003 мкг/мл.

Фотоэлектрический поиск БА в случае отсутствия фотогра­
фических признаков его спектра производится в спектре бенз- 
пвреновой фракции и фракций, непосредственно ей предшест­
вующих.



Бенз(а)пирен (3.4-бензпирен).Квазияинейчагый спектр 
флуоресценции этого соединения очень хорошо и достаточно пол­
но проявляется на фотопластинке даже при очень низких кон­
центрациях его в фракции (около 0,001 мкг/мл). Поэтому при­
сутствие БП может быть достоверно установлено визуальным 
сравнением квазилинейчатых спектров флуоресценции соответст­
вующих фракций с фотоснимками чистого вещества.

В бензпиреновой фракции могут присутствовать также дру­
гие ПАУ, трудно поддающиеся разделению, в частности, перилен, 
бенз(е)пирен, бенз(б)флуорантен и бекз(к)флуорантен. Благода­
ря тому, что квазилинейчатые спектры флуоресценции первых трех 
из этих соединений сдвинуты друг относительно друга и относи­
тельно спектра БП и к тому же сильно различаются по своей 
структуре, эти вещества легко могут быть идентифицированы,не­
смотря на присутствие их в одной фракции.

Бенз(е)пирен (I .2-бензпирен).При наших условиях хромато­
графии это соединение находится в бензпиреновой фракции, од­
нако благодаря особенностям своего спектра легко определяется. 
Наиболее интенсивной линией спектра 1,2-бензпирена является 
линия 3878 X, лежащая далеко впереди начала спектра БП, бенз­
флуорантенов и перилеиа. Линия 3878 X 1,2-бензпирена исполь­
зуется нами в качестве аналитической при его определении. 
Следует иметь в виду, что приблизительно в этом месте спект­
ра имеется линия также у пирена. Поэтому вгэод о присутствии 
в фракции 1,2-бензпирена можно сделать только в случае от­
сутствия на записи ее спектра линий 3872 X и 3885 X.

Бенз(б)Флуорантен (3.4-бензфлуорантоя)♦ Это вещество 
легко определяется в бензпиреновой фракции благодаря неко­
торому сдвигу головных групп их спектров. В качестве показа­
теля присутствия этого соединения используется характерная 
головная линия его спектра 3956 X, расположенная впереди спек­
тра БП на участке, где бенз(е)пирен (и БА) не имеют линий.
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Першген, Спектр перклена обычно бывает хорошо виден 
на фотопластинке на фоне длинноволновой части спектра бензпи- 
реновой фракции. Он может быть также достаточно полно запи­
сан фотоэлектрически,

Бенз (к)флуорантен (II .12-бенз<&луораитея) .Спектры флуо­
ресценции бонз(к)фтуорантена и БП расположены в одной обла­
сти. Несмотря на это оба соединения могут быть достоверно 
идентифицированы по квазилинейчатым спектрам в н-гексане, а 
еще лучше в н-октане, как в случае присутствия их в разных 
фракциях, так и в одной фракции. В случае одновременного при­
сутствия в одной фракции БП мажет быть обнаружен по наличию 
характерной группы линий в области (в н-гексане) 4075 Х,где 
спектр бенз(к)флуорантена ничего не имзет, а бенз(к)флуоран­
тен мажет быть обнаружен по наличию полосы с резким началом 
в области 4100 X, где в спектре БП имеется провал. Бенз(а)пи- 
рен и бенз(к)флуорантен могут быть относительно легко разде­
лены хроматографически.

Беиз(о,А, L )перилен (1,12-бекзперклен). Это вещество 
имеет очень характерный квазиликейчатый спектр, легко появ­
ляющийся на фотопластинке при очень низких его концентрациях.

Дибенз(а.в)антрацен (1.2.5.6-дибензантрацен). В бенз- 
периленовой, а также идущих непосредственно после нее фрак­
циях удается идентифицировать несколько веществ, в частности, 
дибенз (а,в  )антрацен. Доказательством присутствия этого со­
единения молено считать наличие в спектре фракции характерной 
головной линии его спектра - 3S3I X.

Дибенз(а.е)пирен (1,2.4.5-дкбензттрен). Это соединение 
при хроматографии лишь немного отстает от БШ1 и ДБА и поэто­
му часто оказывается в одной фракции с этими веществами. До­
казательством присутствия дибенз (а, е) пирена считается нали­
чке в спектре фракции характерной головной группы его спект­
ра, состоящей из нескольких линий: 3936 X (средней интен-
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сивности), 3951 X (очень сильная, широкая двойная линия) и 
3960 X (не очень сильная линия).

0-Фенилештирен. Спектр этого соединения хорошо виден на 
фотопластинке на фоне длинноволновой части спектра бензпериле- 
новой фракции. Однако в н-гексане его спектр имеет не очень 
хорошо выраженную квазилннойчатую структуру. Поэтому для до­
стоверной идентификации о-фениленпирена мы считаем необходи­
мым использовать также его спектр в н-гептане, тлеющий более 
характерную квазилинейчатую структуру.

Коронен. Три наиболее характерныд линии спектра этого 
вещества (4455 X очень сильная, 4437 А и 4332 X немного сла­
бее) легко проявляются иногда даже при первичном фотографи­
ровании спектров фракций. Поэтому коронен идентифицируется 
по фотографии спектра фракции или по записи главных линий.

Таким образом, часть веществ, образующих после колоноч­
ной хроматографии относительно узкие объединенные фракции, 
могут быть идентифицированы благодаря тому, что их спектры 
почти полностью проявляются в суммарных спектрах хроматогра­
фических фракций. Другие соединения идентифицируются только 
по части их спектра, проявляющегося в суммарном спектре фрак­
ций. В этих случаях в качестве дополнительного критерия при 
идентификации соединения служит также порядок его следова­
ния при хроматографии (по отношению к основным объединенным 
фракциям). Например, наличие в спектре бензпиреновой фрак­
ции отдельной линии 3878 X однозначно свидетельствует о при­
сутствии в фракции бенз(е)пирена. Наличие такой линии в 
спектре бензантраценовой фракции или в фракции бензпиренопо­
добного вещества может свидетельствовать о присутствии сле­
дов пирена.

В некоторых случаях достоверную идентификацию не удает­
ся осуществить даже после неоднократной повторной хроматогра­
фии из-за сильного искажения характерной спектральной струк-
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туры данного вещества линиями примесей, не поддающихся отде­
лению. В таких случаях полезным иногда оказывается перевод 
фракции в другой растворитель, в котором это соединение так­
же имеет характерную, но иную структуру соответствующей груп­
пы спектра (с помощью такого приема мы доказывали присутст­
вие, например, ДЕЛ и дибенз(а,е)пирена в загрязнениях ат­
мосферного воздуха).

Количественный спектральный анализ

Методы количественного определения с помощью квазилиней- 
чатых спектров первоначально были разработаны и внедрены в 
широкую практику при определении БП.

При анализе выбирают одну или, реке, две аналитические 
линии определяемого вещества, и количество его в пробе нахо­
дят по измерениям относительной интенсивности этой линии 
(или этих линий). Методы количественного определения строятся 
либо на принципе внутреннего стандарта,либо на принципе добавок.

В случае определения по принципу внутреннего стандарта 
в анализируемую фракцию вводят определенное, заранее извест­
ное количество другого вещества - внутреннего стандарта. Это 
вещество выбирается таким образом, чтобы в его квазилинейча- 
том спектре можно било выбрать аналитическую линию, удобно 
расположенную по отношению к аналитическим линиям определяе­
мого вещества. Аналитическая линия внутреннего стандарта 
должна быть расположена по возможности ближе к аналитическим 
линиям определяемого вещества и в то же время наложение ана­
литических линий этих веществ должно быть минимальным. Кроме 
того, в области аналитической линии спектра внутреннего стан­
дарта должны отсутствовать линии спектра определяемого ве­
щества и наоборот. По измеренному соотношению интенсивности 
(высот пиков на фотоэлектрической записи) аналитических ли­
ний определяемого вещества и вещества - внутреннего стандар­
та находят количество иокомого соединения.
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Общий вид расчетной формулы при пользовании методом 
внутреннего стандарта следующий:

С
K J Q f )

S *

Ав

S a n  = /?' I  S i'te (I)

где aY„_ - количество определяемого вещества во фрак­
ции (в мкг),

- количество добавленного вещества - внут­
реннего стандарта (в мкг),

- соотношение интенсивностей аналитических 
линий искомого вещества и вещества - внут­
реннего стандарта (определяется из фото­
электрической записи спектра анализируе­
мой фракции после добавки в нее внутрен­
него стандарта),

А - коэффициент, выражающий соотношение ин­
тенсивностей аналитических линий при оди­
наковой концентрации определяемого веще­
ства и внутреннего стандарта.

Коэффициент А определяется заранее, путем проведения 
серии анализов проб, в которых присутствуют известные коли­
чества как вещества-внутреннего стандарта, так и определяе­
мого соединения. Тогда по найденному из записи спектра про­
бы отношению т и известным величинам & , и  Зге (из формула 
Л / )  легко определить коэффициент А. Серию таких анализов 
(при различных отношениях ) производят для того, что­
бы, во-первых, выяснить,в каких пределах может варьировать­
ся соотношение £  без снижения точности анализа, во-вторых, 
произвести достаточно точное определение коэффициента А 
(иметь достаточное усреднение).

Усреднение экспериментально полученных значений коэф­
фициентов А можно произвести двумя способами:

I) арифметическим усреднением величин, аналитически по­
лученных по формуле (I);

13



2) мафическим путем (величина Л определяется утлом 
наклона прямой, получаемой при нанесении на график 
по горизонтальной оси найденных из записей спектров 
отношений 4  , а по вертикальной оси - соответст-
вующих им отношений ).

Следует иметь в виду, что определение значения коэффи­
циента А арифметическим усреднением иногда приводит к сниже­
нию точности анализа. В этом авторы методики убедились на 
примере анализа БП. Дело здесь в следующем.

Формула (I), выведенная, исходя из предполо*:ения о прямой 
пропорциональности между интенсивностью флуоресценции и кон­
центрацией излучающего вещества для каждого из присутствующих 
в фракции соединений, представляет собой уравнение прямой, 
проходящей через начало координат. Вели при эксперименталь­
ном изучении зависимости ~  от получается такая пря­
мая (проходящая через начало координат), то при всех значе­
ниях соотношения формула (I) должна давать одну и ту же 
величину коэффициента А.

Для пары веществ БП-БПЛ, используемой в качестве внут­
реннего стандарта при определении БП, многократно производи­
ли анализы проб с известными количествами БП и БИЛ. Отноще- 
ние в этих случаях s£ менялось примерно в 20 раз. Значение 
коэффициента А определяли арифметическим усреднением и поль­
зовались затем формулой (I). Специальные проверочные опыты 
показали, что при таких условиях точность анализа составля­
ет * 8%. Для тех же серий опытов были построены графики за­
висимости 0TS Т  • See они дали, в большом интервале зна­
чений о т н о ш е н и я . очень хорошие прямые, однако проходящие 
не через начало координат, а несколько выше его. Оказалось, 
следовательно, что действительная зависимость от -§~ вы­
ражается уравнением прямой, не проходящей через начало коор­
динат. При таких условиях пользование формулой (I) и коэффи­
циентом А, вычисляемым арифметически, дае^ точные результаты 
только в некоторой узкой области величин ~е .
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Учитывая изложенное, в дальнейшем пришлось отказаться 
от пользования формулой (I) и арифметического коэффициента А 
при определении БП. В настоящее время используется градуиро­
вочный график, на котором нанеоено по оси ординат отношение 

для БП и БПЛ, а по оси абсцисс соответствующие км 
значения -jr. Градуировочный грифкк строится по серии анали­
зов проб, содержащих известные количества БП и БПЛ при раз­
личных соотношениях концентраций этих веществ. Соответствую­
щее соотношение выражается прямой, проходящей выше начала 
координат. При проведении анализа фракций с неизвестным со­
держанием ЕП из записи спектра находят отношение -~г . по 
градуировочной прямой определяют отношение ^  ; умножение 
этого отношения на количество добавленного внутреннего стан­
дарта дает количество искомого вещества. Специальные прове­
рочные опыты показали, что при таком способе расчета содержа­
ния БП точность анализа повышается до ± 3-4#.

Случаи, когда градуировочная прямая не проходит через 
начало координат, как показали опыты с другими парами ве­
ществ, по-видимому, встречаются редко. Описанное явление ха­
рактерно только для тех пар соединений, в которых присутству­
ет БП. В тех же случаях, когда градуировочная прямая прохо­
дит через начало координат, можно пользоваться формулой (I).

При использовании метода добавок количество определяе­
мого вещества находят, исходя из изменений интенсивности ана­
литических линий, возникающих в результате добавления в про­
бу известных количеств искомого вещества (дополнительно к 
уже содержащемуся неизвестному количеству этого соединения). 
Следует, однако, отметить, что в практике метод добавок при­
меняют обычно в комбинации с принципом внутреннего стандар­
та.

В практике можно использовать как принцип внутреннего 
стандарта, так и комбинацию его с принципом добавок. При зтал 
принцип добавок авторы используют в модификации, несколько 
отличающейся от первоначально описанной и применяемой в вру-
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гшс работах. В работе Мюэля и Лакруа (ВЛие̂ У/ао-*i960), в ко­
торой впервые было описано применение принципа добавок для 
определения БП, анализируемую пробу делили на четыре части.
В три из них добавляют определенные (в каждую последующую 
больше, чем в предыдущую) количества БП. Затем в идентичных 
условиях записывали спектры всех 4 частей пробы. Из каждой 
записи определяли интенсивность аналитической линии БП, 
строили трафик зависимости ее от количества добавленного ве­
щества и из подученного построения графически находили не­
известное количество искомого вещества. Авторы настоящей ме­
тодики лишь один раз добавляют в аналитическую пробу извест­
ное количество определяемого вещества и затем аналитически 
определяют его искомое количество, присутствующее в пробе. 
Обдай вид формулы для этого случая может быть представлен 
следующим образом: \

где Son ** искомое количество определяемого вещества
(мкг),

- добавленное количество этого вещества 
(мкг),

- соотношение интенсивностей аналитических 
линий определяемого вещества ( С ) и 
внутреннего стандарта ( /> ) до добавки.

j - f  - соотношение интенсивностей аналитических 
' ̂  линий после добавки определяемого вещест­

ва.
Во всех случаях, как при пользовании принципом внутрен­

него стандарта, так и при использовании его вместе с принци­
пом добавок, очень важно соблюдать строго постоянную систе­
му определения относительной интенсивности аналитических ли­
ний. Отклонения от постоянства в способе определения интен­
сивностей линий приводят к увеличению погрешностей анализа.
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При выборе способа определения интенсивности линий авторы 
всегда используют принцип линии основания. На практике этот 
принцип может применяться во многих вариантах.

Ниже приведены практические приемы определения отдель­
ных соединений.

Пирен. - Это единственное соединение, при количественном 
определении которого используют не головные линии его спект­
ра. Количественное определение пирена производят по квазили- 
нейчатому спектру его в н-гексане. Определение производится 
методом внутреннего стандарта. дДля анализа пирена используют 
участок его спектра 3810-3900 А, в середине которого в обла­
сти 3850 X, имеется довольно глубокий провал. В качестве внут­
реннего стандарта использовали 8-метил-ЕА, имеющий резкую ли­
нию 3854 X, расположенную в области провала в спектре пирена.
В качестве аналитических выбраны линия пирена 3832 А и линия 
3854 X 8-метил-БА. Вычисление количества пирена в фракции про­
изводится по формуле (I) '

Бенз(а)антрацен. Количество этого вещества определяют ме­
тодом внутреннего стандарта по квазилинейчатому спектру в н- 
-гексане. В качестве внутреннего стандарта применяется беаз(е) 
пирен. Аналитические линии: 3841 X БА и 3878 X бенз(е) пирена. 
Расчетная формула (I).

Бенз(е)пкт>ен. Если это вещество удается выделить в виде 
отдельной фракции, то количественное определение его произво­
дится по спектру в н-гексане методом внутреннего стандарта, 
при использовании БА g качестве внутреннего стандарта. Анали­
тические линии: 3841 А БА и 3878 X бенз(е) пирена. Расчетная 
формула (I).

Бенз(е)п;трен и бенз(б)флуорантен. Эти соединения обычно 
присутствуют в одной фракции. В таком случае кх количество 
определяется по одной фотоэлектрической записи спектра про­
бы в н-гексане. В качестве внутреннего стандарта при опреде-

х) численное значение коэад,адвента А как в случае ЙЪрена.так 
и для других веществ не приводится, так как оно очень 
сильно зависит от параметров спектральной установки и долж­
но определяться для каждой установки на месте.
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лете бенз(к)флуорантена производится только с помощью прин­
ципа внутреннего стандарта, а при определении йена(е)пирена 
используется также принцип добавок. Аналитическими линиями 
служат лилия 3876 2 бенз(е)пирена и линия 3956 2 бенз(б)флу­
орантена.

Порядок количественного определения этих веществ следу­
ющий, Производится запись спектра фракции в н-гексане в об­
ласти 3800-4000 2 (таким образом, чтобы были записаны голов­
ные группы обоих соединений). По этой записи вычисляется 
соотношение интенсивностей аналитических линий этих соеди­
нений ( -j Затем в фракцию добавляется определенное ко­
личество Сенз(е)пиреца и снова производится запись спектра. 
По этой записи также вычисляют соотношение интенсивностей 
аналитических линий ( -у- ). Этих двух отношений интенсивно­
стей достаточно для определения количеств обоих соединений. 
Количество бенз(е)пирена находят по формуле (2), а количест­
во бена(б) флуорантена по следующей формуле:

где искомое количество бенз(б)флуораитена 
в фракции (в мкг).
добавленное количество бенз(е)пирена 
(в мкг).
соотношение интенсивностей аналитиче­
ских линий бенз(б)флуорантена и бенз(е) 
пирена в исходной фракции (до добав­
ления бенз(е)пирена).

то же соотношение, вычисленное после 

добавления бенз(е)пирена.

А - постоянный коэффициент, характеризующий 
соотношение аналитических линий
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бенз(б)флуорантень и бенз(е)пи- 
рена при одинаковых их концент­
рациях.

Бенз(а)антраиен, бенз(е)пит>ен и бенз(б)флуорантен. В не­
которых случаях в одной фракции оказываются все 3 названных 
соединения. Ото не препятствует количественному определению 
каждого из них. При этом часто анализ может быть произведен 
по общей записи спектров в н-гексане всех трех соединений. 
Бенз(а)-антрацен и бенз<б)флуорантен определяются методом 
внутреннего стандарта по формуле (3) при использовании в каче­
стве внутреннего стандарта бенз(е)пирена, Бенз(е)пирен опре­
деляется методом добавок по формуле (2), причем в качестве 
внутреннего стандарта для него может слухить как БА, так и 
бенз(б) флуорантен.

Бенз(а)пирен. Количественное определение этого соедине­
ния, так же как бенз(к)флуорантена и БПЛ производят по квази- 
линейчатым спектрам в н-октане. Причина применения в этих слу­
чаях н-октана связана с том, что квазилинейчатые спектры БП и 
бенз(к)-флуорантена в этом растворителе имеют очень резкие и 
интенсивные головные линии, благодаря чему существенно упроща­
ется анализ и повышается его чувствительность.

В бензпиреновой фракции часто присутствуют также бенз(е)- 
пирен и бенз(б)флуорантен, а иногда и БА. Количественное опре­
деление этих соединений производится в таком случае в н-гек­
сане по методике, описанной выше, после чего фракцию перево­
дят в н/октан. В качестве внутреннего стандарта при определе­
нии БП исппьзуют БПЛ. Аналитическими линиями служат линии 
4030 X и 4085 А Ш  и линия 4060 X БПЛ. Ргсчет количества БП 
производится с помощью градуировочной прямой (см.выше).

Бенз(у , h, i )перилен. Определение этого соединения про­
изводится также методом внутреннего стандарта (БП). Аналити­
ческие линии те же, что и в случае анализа БП. Расчет коли­
чества производится с помощью той же градуировочной прямой.
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Бенз(к)фдуорантен. В случае, если это вещество выделя­
ется в виде отдельной фракции, то его количество легко опре­
деляется при использовании в качестве внутреннего стандарта 
БПЛ. Аналитические линии: 4034 А бенз(к)флуорантена и 4060 Я 
БЕЛ. Расчетная формула (I).

Бенз(а)шгрен и бенз(к)Фяуорантен. Эти 2 соединения мо­
гут оказаться в одной фракции вместе с бенз(б)флуорантеном 
и бенз(е)-пиреком. В таком случае бенз(е)пирен и бенз(к) 
флуорантен, как уже было указано, определяются по спектру 
фракции в н-гексане, БП и бенз(к)флуорантен - по спектру в 
н-октане. Сложность совместного определения этих двух сое­
динений вытекает из того, что очень сильные головные линии 
их спектров, которые удобно применять в качестве дналктиче- 
ских, очень близки по длине волны (4030 А и 4034 А) и поэтому 
на записи спектра фракции они налагаются друг на друга. Не­
смотря на ото, авторы иногда используют их в качестве анали­
тических и производят одновременное количественное опреде­
ление обоих соединений методом внутреннего стандарта. (БПЛ - 
-аналитическая линия 4060 А). Расчет количества производит­
ся по градуировочной кривой. При этом, как показали оценоч­
ные опыты, за счет частичного наложения аналитических линий 
погрешность определений может достигать ± 10-155?. Другой при­
ем совместного определения этих веществ связан с использо­
ванием в качестве аналитических линий пространственно очень 
xoporng разделении^, но значительно более слабых линий:
4085 А БП и 4126 А бенз(к)флуорантена. В этом случае произво­
дится добавка одного из этих веществ (в зависимости от соот­
ношения интенсивностей аналитических линий). Определение про­
изводится аналогично методике, описанной для случая совмест­
ного определения бенз(е)пирена и бенз(б)флуорантена. В этом 
случае чувствительность, а также точность анализа существен­
но снижается в связи с тем, что в качестве аналитических 
взяты не самые сильные линии спектров определяемых веществ.
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Учитывая эти обстоятельства, целесообразно добиваться 
полного разделения при хроматографии БП и бенэ(к)флуоранто-
на.

Дибекэ(а. А  )антрацен. Определение производится методом 
внутреннего стандарта в н-гексане. Внутренним стандартом слу­
жит бенз(е)тгреи. Аналитические линии; 3931 X ДБА я 3878 X 
бенз(е)-пирена. Расчет производится по формуле (I),

Дибенз(а.е)пиреи.Определение производится методом внут­
реннего стандарта (бенэ(е)пирен). Аналитически® линии;
3951 А бенэ(а,е)пирена и 3878 X бенэ(е) пирена» Расчет про­
изводится по формуле (I).

Изложенные выше принципы могут быть применены дяя коли­
чественного определения и других ПАУ.
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Количественное цределение бенз(а)пирена 
(БП) и пятнадцати других полициклических 
ароматических углеводородов СПАУ) по ква- 
зклинейчатым спектрам люминесценции ком­
бинированным методом добавок и внутрен­
него стандарта,__________________________

Разработана методика количественного определения шест­
надцати ПАУ с использованием квазилкнейчатых спектров люми­
несценции^,

Названия исследованных ПЛУ в старой и новой номенклату­
ре, а также принятые в нашей работе условные обозначения 
представлены в таблице I.

Известно, что метод внутреннего стандарта требует полу­
чения индивидуалышх фракций исследуемого вещества и что наи­
меньшие требования к чистоте исследуемых фракций предъявляются 
нрк использовании метода добавок. Именно этот принцип был по­
ложен в основу всех разработанных нами методик определения 
ПАУ. Однако, применение метода добавок с предварительной ус­
тановкой по фону ограничено требованием линейного фона люми­
несценции примесей в области аналитической линии, обладающе­
го интенсивностью, сравнимой с интенсивностью аналитической 
линии. Избежать этого ограничения можно введением внутренне­
го стандарта в равных концентрациях во все растворы сер:.,;, 
приготовленной для анализа методом добавок. При этом предва­
рительная установка прибора производится по аналитической 
линии вещества-стандарта.

Этот комбинированный метод добавок и внутреннего стан­
дарта был полажен в основу методик количественного определе­
ния.



/

Рис.I. Схема установки для получения квазилинейчатых спект*
ров флуоресценции и фосфоресценции.
1. Источник возбуждающего света - лампа ДСКЖ-ЮОР 

иди ДРШ-500 со светофильтром УФС-2.
2. Кварцевые конденсоры, фокусирующие возбуждающий 

свет на пробирке с раствором и свет люминесценции - 
- на входной щели спектрометра.

3. Фосфороскоп (для получения спектров фосфоресцен­
ции).

4. Кварцевый прозрачный сосуд Дьюара с жидким азотом.
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5. Пробирка с исследуемым раствором.
6. Входная щель спектрометра.
7. Спектрометр с фотоэлектрической регистрацией спект­

ра.
БП} Б(е)П (по спектру флуоресценции), пирена; БИЛ; ДКА и ДМБА, 
которые были разработаны совместно с Г.Е.Федосеевой (Федосе­
ева Г.Е., Хасина А.Я., 1968). Методики определения осталь­
ных ПАУ, перечисленных в таблице I, разработаны совместно с 
Т.Я.Гаевой и применены к исследованию НАУ в многокомпонент­
ном смешанном растворе.

Возбуждение люминесценции на различных установках осу­
ществлялось либо светом ртутнокварцевой лампы сверхвысокого 
Давления (ДРШ - 500), либо светом ксеноновой лампы ДКСИ1 - 
- 1000, имеющей в области до 400 нм непрерывный спектр испу­
скания.

Оба источника применяли в сочетании со светофильтром 
УФС - 2, пропускающим свет в области от 240 - 250 нм до 
070-400 нм в зависимости от толщины стекла.

Для фотоэлектрической регистрации применяли:
а) Диффракционный спектрометр ДФС - 12 фирмы ЛОМО (Ле­

нинград) с высокой светосилой и разрешающей способностью.Ос­
ветительная система прибора была изменена. На рельс для осве­
тителя устанавливали в специальном держателе кварцевый со­
суд Дьюара, в котором укрепляли кварцевую пробирку с иссле­
дуемым раствором. Под углом 60° к рельсу прибора укрепляли 
дополнительный рельс, на котором устанавливали сменный
(ДРШ - 500 или ДКСШ - 1000) источник света (I) со свето­
фильтром УФС - 2 к кварцевый конденсор (2) с фокусным рас­
стоянием = 75 ш ,  фокусировавший свет от источника на 
пробирке с раствором. Оптическая схема представлена на рис.
I.

б) Экспериментальная установка, собранная на базе мо­
нохроматора, изготовленного ОКБ АМН СССР с диффракционной 
репликой 1200 штрихов/ыи. Сигнал поступал на фотоумножитель
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ФЭУ-17А, усиливался усилителем РЛУ и регистрировался на са­
мопишущем потенциометре ПСР - I, питание ФЭУ - I7A осущест­
влялось от высоковольтного стабилизатора ВС - 22.

Механическая часть установки позволяла записывать спект­
ры с большой скоростью в двух направлениях. Наблюдалась хоро­
шая воспроизводимость спектрограмм. Система освещения исполь­
зовалась та же, что и на ДФС - 12. Возбуждение люминесценции 
осуществлялось ксеноновой лампой ДКСШ - 1000 со светофильт­
ром УФС - 2.

Для получения спектров фосфоресценции был сконструирован 
фосфороскоп (ркс.1), представляющий собой вращающийся ци­
линдр с окнами, ось вращения которого совпадала с пробиркой 
с исследуемым раствором. Скорость вращения мотора ЮОоб/мин. 
Для возбуждения фосфоресценции также использовали фильтрован­
ный свет лампы ДКСШ - 1000, фосфороскоп полностью исключал 
попадание на щель монохроматора как света флуоресценции об­
разца, так и рассеянного света лампы.

Установка представляла большие удобства для исследова­
ния индивидуальных растворов и чистых фракций в связи с хоро­
шей светосилой, высокой скоростью регистрации спектров и хо­
рошей воспроизводимостью при повторных записях спектрограмм 
в разных направлениях.

в) Спектрограф ИСП - 51 с фотоэлектрической приставкой 
ФЭП - I /Использовался, в основном, при определении БП/.

Исследование смешанных растворов и сложных фракций мы 
производили на спектрометре ДФС-12 с высокой разрешающей 
способностью, позволяющем разделять квазилинии, различаю­
щиеся на несколько ангстрем.

По спектру (фотографии и спектрограмме) выбирали в ка­
честве аналитической одну из наиболее интенсивных квазили­
ний. При этом выбирали такие линии, чтобы их длина водны 
не совпадала с длиной волны аналитической линии другого со­
единения. Например, для антрацена аналитической могла быть 
выбрана линия А  = 402,7 нм, но в связи с близостью ее к
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линии БП Л в 403,0 нм была выбрана линия 386,7 нм, имеющая­
ся только в спектре антрацена. Длины волн аналитических ли­
ний приведены в таблице 2.

Растворитель выбирали из малолетучкх н-парафюювых уг­
леводородов (н-гептан, н-октан, н-нонаа и др.), с тем, чтобы 
концентрации растворов не изменялись в процессе проведения 
количественного анализа. Из перечисленных н-парафинов ис­
пользовали тот, в котором ПАУ имел наиболее резкий квазили- 
иейчатый спектр, состоящий из одиночных квази-линий. Для 
всех исследованных нами ПАУ оптимальным растворителем ока­
зался н-гептан (при анализе антрацена, фенантрена, хризена, 
флуорантана, трифенилена) или н-октан (при анализе осталь­
ных ПАУ).

Вещеотво-стандарт выбирали путем сопоставления спектро­
грамм различных соединений.

При выборе вещества "стандарта" к нему предъявляли ряд 
требований. Стандарт должен иметь квазшшнейчатый спектр в 
тем же растворителе, что и исследуемый углеводород и при 
тех же условиях возбуждения, В спектре стандарта должна су­
ществовать одиночная интенсивная линия, отчетливо выступаю­
щая над фоном люминесценции исследуемого раствора, которую 
можно использовать в качестве аналитической. Вещество-стан­
дарт указано в таблице 2.
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Таблица I

Наименование ряда полициклических аро­
матических углеводородов по старой и 
новой номенклатуре.

м Наименование по Наименование по Условные обоз­ПП старой номенкла- новой номенкла­ начения
- Ш е__________ туре ^ ̂  „

I 2 3 4

I. Антрацен Антрацен А
2. Фенантрен Фенантрен Фн
3. Флуорантен Флуорантен Фл
4. Хризен Хризен X
5. Трифенилен Трифенилен ТФД
6. Пирен Пирен п
7. 1,2 бензантрацен бенз(а)антрацен БА
8. 9,10-диметил 

1,2 бензантрацен 7,12-диметил 
бенз(а)антрацен

ДМЕА

9. 3,4 бензпирен бенз(а)пирен Ы1
10. 1,2 бензпирен бенз(е)пирен Б(е)П
II. Перилен Перилен ПЛ
12. 1,2,5,6-дибенз­

антрацен
дибенз(а, h ) 
антрацен

ДВА

13. 1,2,3,4-дибенэ 
антрацен дибенз (а,с) 

антрацен ДБ(а,с)А

14. 1,12 бензперилен 
перилен

бенз ( я, A, i ) 
перилен

БИЛ
15. 3,4,9,10 дибенз­

пирен
бенз (t,S, t ) 
пентафен

ДБП

16. Коронен Коронен К
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Условия количественного анализа смеси ПАУ

пп
Исследуемое
вещество

—  т  -

I i .

Длины волн, нм 
акалитиче-! линии 
ской ли- ! стан- 
йии J дарта
_ _ !

!Концентращк !Условия измерения ин- 
!стандарта при!тенсирности аналити-

Вещество 
стандарт

•концентраций 1ческой линии при ана- 
!вещества !лизе мкогскомпонент-

; !1.10 “ьг/мл !ннх растворов.!

т•ь» А 386,7 419,5 Ш i.io”6 Не определяется в сме­
си безв выделения ант­
раценовой фракции

2 ФН
ш > Ш >

Б(е)П I.I0"6 Не определяется в смеси 
без хртштографячес/’.о- 
го отделения ачтрацен- 
фенантреновой фракции

3 ФЛ 534,0
(ФОСФ)

537,0
(ФОбФ)

Б(е)П 1.10^ Интенсивность измеряется 
над фоном со стороны 
длинных волн,а интенсив­
ность линии стандарта 
со стороны коротких волн

4 X
fS8oS) Ш А

Б(е)П I.I0”6 Интенсивность измеряется 
над линиеи основания

5 ТФЛ 461,8 537,0 Б(е)П ЗЛО"6 Б(е)П дополнительно вво-
датся в смесь в концент­
рации в два раза выше, 
чем концентрация опреде­
ляемого вещества• 
Измерение интенсивности



I 2 3

6 П 382,4 419,5

7 ЕЛ 384,6 419,5

8 ДМБА 397,6 419,5

9 БП 483,0 419,5

10. Б(е)П 537,0
(Фобг)

461.8
(ФОСФ)

II. пл 451,1 419,5

12. ДЕА 394,1 419,5

13 ДБ(а,с)А 366,2 419,5

4 5 6

Ш Л I.I0"6

от I.I0-6

ш I.I0-6

ши I.I0"5

ш 2,5.10

БЕШ 1 . И Г 6

ОТ I.I0"6

К Ш I.I0"6

ТФЛ со стороны длин­
ных волн, а БлеТП 
со стороны коротких.
Интенсивность измеряет­
ся над фоном со сторо­
ны коротких волн,так 
как длинноволновое 
KgHgg монет искажать-

Интенсивность измеряет­
ся над фоном со стороны 
длинных волн,так как 
коротковолновое крыло 
исканено спектром пире­
на
Интенсивность измеряет­
ся над фоном со стороны 
коротких длин волн.
Интенсивность измеряет­
ся над линией основания
Интенсивность измеряется 
над линией основания
Интенсивность измеряется 
над линией основания
Интенсивность измеряется 
над фоном со стороны длин­
ных волн,так как коротко­
волновое крыло искаяено 
спектром пирена
Интенсивность измеряется 
над линией основания



I 2 3

14 БПЯ 419,5 403,5

15 ДЕЛ 431,7 419,5

16 К
№ $ r

419,5

4 5 6

БП I.IO-6 Интенсивность изме­
ряется над линией 
основания

Ш I.I0"6 Интенсивность изме­
ряется над линией 
основания

ш I.I0-6 Интенсивность изме­
ряется над линией ос­
нования дублета но 
коротковолновой 
компонента



При используемых в опыте концентрациях стандарта его спектр 
не должен искажать спектр определяемого углеводорода в обла­
сти аналитической линии.

Концентрация эталонного раствора стандарта, указанная 
в табл.2 при условии концентрации определяемого ПАУ 1 Д 0 ' ryfor 
подбиралась таким образом, чтобы интенсивность аналитиче­
ской линии стандарта была близка к интенсивности аналитиче­
ской линии исследуемого соединения в растворе с большой до­
бавкой.

Методика эксперимента была единой при количественном оп­
ределении всех ПАУ.

Кварцевую пробирку с раствором исследуемого углеводоро­
да помещали в кварцевый сосуд Дьюара, наполненный азотом, и 
закрепляли в держателе в стандартном положении. Световой сиг­
нал от пробирки с раствором фокусировали на щели спектромет­
ра кварцевым конденсором.

Для выполнения анализа составляли серию из трех раство­
ров, содержащих по I мл исследуемого раствора или экстракта, 
по I мл эталонного раствора определяемого соединения в кон­
центрации 0 ; 0,5а и 1,0а, где концентрация раствора-добавки 
выбиралась равной ожидаемой концентрации исследуемого раство­
ра. Ориентировочное определение концентрации исследуемого раст­
вора производили путем предварительной записи спектра в об­
ласти аналитической линии и сравнения со спектрами эталонных 
растворов различных концентраций при одинаковых условиях эк­
сперимента.

В каждый из трех растворов добавляли по I мл эталонного 
раствора вещества-стандарта в концентрации "в", где "в" выби­
рали в соответствии с требованиями к веществу - стандарту.

Перед началом фотоэлектрической записи спектров всех 
растворов серии, составленной для проведения одного анализа,
после того, как раствор окончательно заморожен, показание пе­
ра самописца выводилось по перу (длина волны аналитической 
линии стандарта) в стандратное положение при одинаковом тем-



новом токе. Выполнение этого условия может быть заменено про­
извольной записью спектров всех растворов серии, но при этом 
вместо абсолютной интенсивности аналитической линии в мак­
симуме, измеренной над фоном по спектрограмме, следует брать 
отношение интенсивностей аналитических линий определяемого 
вещества и стандарта.

Запись начинают со спектра раствора с большой добавкой, 
подбирая усиление и ширину входной и выходной щели так, что­
бы сигнал при длине волны аналитических линий вещества и стан­
дарта достигал 70-80 деления шкалы. Спектры остальных раст­
воров серии записываются при тех же экспериментальных усло­
виях.

Некоторая возможная невоспроизводимость условий экспери­
мента компенсируется использованием при расчете относительной 
интенсивности аналитической линии (по отношению к линии стан­
дарта) ,

Определение неизвестной концентрации исследуемого соеди­
нения в анализируемом растворе или экстрате производили по 
графику.

По оси абсцисс откладывали в определенном масштабе кон­
центрацию добавляемого эталонного раствора определяемого сое­
динения (0;0,5 а и 1,0а). До оси ординат откладывали отноше­
ние интенсивностей в максимумах аналитических линий опреде­
ляемого вещества и стандарта.

По трем полученным экспериментальным точкам строили гра­
фик абсцисса точки пересечения которого с осью X давала в 
выбранном масштабе концентрацию исследуемого соединения в 
растворе или экстракте. При существовании линейной зависи­
мости интенсивности аналитической линии вещества, от его кон­
центрации в растворе все три экспериментальные точки должны 
лежать на одной прямой (график-прямая линия).

Для иллюстрации в табл.З приведен пример составления 
серии растворов при определении Ж Б А ,
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Таблица 3

Схема составления серии растворов для 
определения ДЛБА

пробирки т 
(добавка
0Д 0-ьг

Исследуе­
мый раствор 
(мл)

1,12 БПЛ 
в копцентра- 
ции
1 Д 0 “ьг/мл
(мл)

’Эталонный' 
раствор 
ДОЗА в 
концентра­
ции
1.10 т//ш 

, _  1мл)_____

н-октан
(мл)

I ( д о ­
бавка)
О Д С Г 6 г I I I

2 (добавка)

Ь К I I 0,5 0,5

3 (добавка)
i . i o " s r I I 1.0 —

Спектрограммы 1,2 и 3 растворов при анализе эталонного 
раствора С—1.10 г/м  и график для определения искомой кон­
центрации представлены на рис.2.

Д уША - соединение, не обнаруженное до настоящего време­
ни в загрязнениях окружающей человека среды, однако оно пред­
ставляет исключительный интерес в силу своей высокой бласто- 
могенной активности при изучении в модельных опытах некото­
рых вопросов этиологии и патогенеза злокачественных новооб­
разований. В связи с этим приходится ставить большие серии 
опытов с ДДБА (например, опыты с клетками в монослойных куль-
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Рве.2. Спектрограммы и график при анализе эталонного раство­
рителя Д.Ш с концентрацией С=0,5.10~ьг//Мд.
397,6 нм - аналитическая линия ДОЕЛ
419,5 нм - аналитическая линия стандарта - 1,12 БИЛ.
(Установка с дифракционной решеткой 1200 гутр/мм).
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турах), в результате которых мы имеем различные концентрации 
ДМБА в экстратах в контроле и в опыте.

В этих случаях целесообразно для снижения случайной пог­
решности, связанной с разведением растворов для одного анали­
за, делать одновременное разведение для всей серии экстрак­
тов, Каждая из пробирок (для I анализа) содержит при этом 1мл 
исследуемого экстракта и 2 мл раствора соответственно с до­
бавкой 0;0,5 и I (х)10~^ или х 10~ г - в зависимости от концен­
трации Ш Б А  в контроле). При этом растворы с добавками 0;0,5 
и 1.10~г (в расчете на 50 анализов) приготовляют по следующей 
схеме:

Таблица 4

Эталонный
раствор
ДМБЛ
с = 1.Ю“ь
г/мл
(мл)

Эталонный
раствор

с=1.Ю~5
г/мл
(мл)

н-октан

(мл)

Раствор с добавкой
o . i o “ s - 5 95

Раствор с добавкой 
0,5.10“° 2,5 5 92,5

Раствор с добавкой 
I.I0"6 5 5 90

При использовании одного раствора с готовыми добавками 
при анализе большой серии контрольных и опытных экстрактов 
значительно снижается случайная погрешность и ее роль при 
оценке различий в контроле и оцыте. Одинаковый тангенс угла 
наклона полученного графика к оси абсцисс может служить до­
полнительным критерием правильности каждого -анализа.

По аналогичным схемам могут быть составлены серии раст­
воров для проведения одного анализа или большой группы с
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одинаковыми добазками при определении других ПАУ с учетом пара­
метров из табл.2. В частности, для БП максимальная добавка 
не должка превышать 1.10 г/мл, при этом концентрация раство­
ра стандарта 1.10 г/мл. Соответственно гфи приготовлении 
"готовых добавок" должен быть использован эталонный раствор 
БП концентрации 1.10_ь г/мл.

В связи с тем, что использование метода добавок предпо­
лагает линейную зависимость интенсивности аналитической ли­
нии (I) от концентрации исследуемого вещества в растворе (с), 
нами был исследован характер этой зависимости .для всех ПАУ 
(I-I6 табл.1) и выбран участок с линейной зависимостью I ана­
литической линии от С, в пределах которого возможно приме­
нение разработанных методик анализа.

Величина концентрации, начиная с которой нарушается ли­
нейный характер зависимости интенсивности аналитической линии 
от концентрации, различна для исследованных ПАУ, однако опыт 
показал, что при концентрациях ниже I.I0- г/мл для выбранных 
н а ш  аналитических линий такая линейность сохраняется. Исклю­
чение составляет БГ1, для которого эта зависимость для линии 
4030 X линейна при концентрациях не выше I Д О - г/мл. Пара­
метры, приведенные в таблице 2 для каждого ПАУ, позволяют 
определять их в растворах с коэффицзнтом вариации не выше

±10^ /получено при десятикратных измерениях/. Спектрограммы 
растворов /в записи на установке с монохроматором решетка 
1200 штр/мл/ приведены на рис.З и 4.

Количественное определение БП методом 
добавок с установкой прибора по фону, 
созданному люминисцирующими примесями, 
присутствующими в исследуемом экстракте

При определении БП в тех случаях, когда примеси создают 
линейный фон в области линии 4030 X, сравнимый по интенсивно­
сти с аналитической линией БП, для анализа может быть исполь­
зован метод добавок с предварительной установкой прибора по 
фону. Ниже приведен вариант такой методики, разработанный на­



ми на основе метода Мюэля и Лакруа,
В три пробирки наливают по I мл анализируемой бензпире- 

ной фракции, растворенной в н-октане. Затем в первую пробир­
ку доливают 2 мл чистого н-октана. Во вторую пробирку добав­
ляют 1,5 мл- н-октана и 0,5 мл эталонного раствора БП в кон­
центрации I.ICT7 г/мл (можно также 1 Л 0 “в г/мл или I . I 0 " V » w  
- з зависимости от ожидаемой концентрации исследуемого раст­
вора) * В третью пробирку доливают I ~мл н-октана и I мл эта­
лонного раствора той же концентрации, что и во вторую.

Заморозив третью пробирку, помещают ее в сосуд Дьюара 
перед входной щелью сдектрометра, выводят прибор на аналити­
ческую линию БП-4030 А и регулировкой усиления и раскрытием 
щели добиваются отклонения пера самописца до 50-80 деления 
шкалы» после чего записывают спектрограмму аналитической ли­
нии в области 4040-4015°А. Принтом отмечают положение пера 
самописца на длине волны 4015 А, т.е. в области, где люминес­
ценция БП практически равна 0 и фон создают люминесцирующие 
примеси, находящиеся в экстракте. Запись повторяют дважды, до­
биваясь хорошей воспроизводимости. Затем последовательно за­
мораживают вторую и третью пробирки и дважды записывают спаар 
в области аналитической линии.

Практически, однако, невозможно точно воспроизвести ус-* 
ловил эксперимента при последовательной записи спектров трех 
растворов серии. Для компенсации ошибок, связанных с такой 
невоспроизводимостью, запись спектра второго и первого раст- 
воров0начинают с установки прибора по фону /на длине волны 
4015 А / ы ^  же положение, которое занимало перо самописца 
при записи спектра раствора с большой добавкой (третьей про­
бирки) . Добиться этого можно незначительными изменениями ще­
ли или усиления.

Пример анализа по такой методике приведен на рис.5* Оп­
ределение концентрации раствора производят по графику, На 
оси X откладывают величину добавки БП в граммах (в примере 
на рис.5 - Ог; 0,5.10 ; 1 Л 0 * г  и 2.1СГ°г, по оси У - вы-
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Рис.З. Спектрограммы флуоресценции (фл) и фосфоресценции 
(фос) рада ПАУ
а - 3,4 БП (фл); б - 1,2 БП (фос);в - 1,2 БА (фл); 
г - 1,12 БЕЛ (фл); д - пирен (фл); е - ПЛ ((1л); 
я - 1,2,5,6 ДВА (фл); з - фл (фос); и - фн (фос);
К - хризен (фос).
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Рис.4. Спектрограммы флуоресценции (фд) и фосфоресценции (фос) 
ряда ПАУ
д - К (фд) и - .ДОБА (фд); н - антрацен (фл); 0 - 1,2, 
3,4 -ДВА (фл); п - 3,4,9,10 - ДБП (фл):р - тфл (фос).
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о
сота над фоном максимума липки БП 4030 А, измеренная в мм 
по спектрограмме. Если концентрация исследуемого раствора по­
падает в область, пригодную для измерений, т.е. интенсивность 
аналитической линии пропорциональна концентрации, то получен­
ные экспериментальные точки лежат на одной прямой (рис.5). 
Экстраполяция этой прямой до пересечения с осью X на оси X 
Дает отрезок, соответствующий в выбранном масштабе содержа­
нию БП в растворе с нулевой добавкой, т.е. - в I мл иссле­
дуемого экстракта. В приведенном ^ыше примере концентрация 
ЕП в экстракте составляла 3,5 10 г/мл.

Исследование многокомпонентных смешанных 
растворов ПАУ

Наибольшую сложность для количественного определения ПАУ 
представляют экстракты из рааличзшх промышленных и природных 
продуктов и загрязнений окружающей человека среды. Примеси, 
присутствующие в экстракте наряду с исследуемым соединением, 
оказывают решающее влияние на результат анализа, а в ряде 
случаев - на возможность его проведения в характер предвари­
тельной обработки экстракта.

Мы уже отмечали, что количественное определение БП в эк­
стракте без предварительной хроматографии возможно лишь при 
использовании метода добавок или его комбинации с методом 
внутреннего стандарта и при условии, что аналитическая линия 
БП отчетливо выступает над фоном, создаваемом люминесценцией 
примесей.

Однако, даже при этих условиях выборочно для одной-двух 
проб из серии анализов производится хроматография на колонках 
или в тонком слое на окиси алюминия и сравниваются результаты 
анализа без хроматографии и с ее применением. При совпадении 
результатов для остальных образцов серии анализа производит­
ся без предварительного фракционирования»
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Рис,5. Спектрограммы и график при определении концентрации 
3,4 БП в экстракте методом добавок с установкой по 
фону.
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Опыт показывает, что количественное определенно в слож­
ном экстракте без предварительной хроматографии возможно в 
ряде случаев лишь для БП, в связи с его высоким квантовым вы^ 
ходом и избирательным возбуждением группой интенсивных ртут­
ных линий в области Л  = 366 км.

Определение других НАУ неизбежно связано с предваритель­
ным фракционированием.

Количественное определение ряда ПЛУ в 
сложном э к с т р а к т е . ______

а) Хроматографическое фракционирование экстракта и 

проверка баланса при хроматографии._____________

Возможность применения разработанных методик для коли­

чественного определения ряда ПАУ в сложном экстракте была 
проверена на ряде примеров, в частности, при анализе загряз­
нений сточных вод одного ьз промышленных предприятий и заг­
рязнений атмосферного воздуха.

Бензольный экстракт отгоняли под вакуумом на вращающемся 
пленочном испарителе (роторе) до объема 10 мл, добавляли 10 
мл н-октана и отгоняли оставшийся бензол. Таким образом,вся 
ароматика, содержащаяся в экстракте, была переведена в Юып 
н-октана.

Полученный н-октановый экстракт подвергали хроматографи­
ческому фракционированию на окиси алюминия. Использовали ко­
лонку высотой 200 мм и диаметром 15 мм. Разделение (в тече­
ние трех часов) проводили с использованием н-гексана, а за­
тем перегнанного бензола. Одновременно был поставлен конт­
рольный опыт по разделению смешанного раствора чистых вещэст.

В колонку заливали 10 мл смешанного н-октановоге раст­
вора с концентрацией каждого ПАУ I х I0-7 г/мл, таким обра­
зом каждое соединение вводилось в количестве I мкг. Наблю-



дение за контрольной колонкой под ртутно-кварцевой лампой с 
фильтром 336 нм показывало, что нормальный гексан не способ­
ствует значительному продвижению ПЛУ вниз по колонке за три 
часа хроматографии, однако происходит разделение зон.

3 связи с этим гексановая фракция не исследовалась. Пос­
ле начала фракционирования бензолом как в опытных, так и в 
контрольных колонках отбирались по 15 фракций в пробирки с 
притертыми пробками. Объем каждой фракции составлял 15 мл.

Для проверки сохранения баланса вещества при хромато­
графии было определено количество БП, пирена и БШ1 во фрак­
циях, полученных при хроматографии контрольного раствора. 
Суммарное количество каждого из этих соединений, полученное 
после хроматографии,составляло 1,04 мкг, 1,05 мкг и 0,99мкг 
соответственно. Определение проводили по методике, предло­
женной для смешанных растворов, и показало, что хроматогра­
фия проходит практически без потерь.

б) Определение ряда ПАУ зо фракциях, полученных 
при хроматографии экстракта

Вначале фракции подвергали качественному спектрально - 
флуоресцентному анализу, цель которого была в установлении 
в спектре каждой фракции основных аналитических линий тех 
ПАУ, линии которых удавалось обнаружить в сйектре данной 
фракции. Для анализа из каждой фракции отбирали I мл и до­
бавляли 2 мл нормального октана Сили н-гептана - при запи­
си фосфоренции). Исследование спектров показало, что распре­
деление ПАУ по фракциям весьма близко к их распределению по 
фракциям контрольного смешанного раствора.

Следующим этапом было количественное определение в 
каждой фракции идентифицированных ПАУ.

3 проведенном исследовании экстракта из воды, прежде 
чем отнонять экстракт и проводить хроматографию, три мил-
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лилитра бензольного экстракта были взяты для количественного 
определения БП без хроматографии. Анализ показал, что коли­
чество БП в литре воды составляет 0,52 мкг, что близко совпа­
ло с результатом, полученным после фракционирования (0,5 
мкг/литр). Это исследование подтвердило возможность получе­
ния правильных результатов для БП в отдельных случаях без 
предварительной хроматографии. Однахо определить какие-либо 
другие ПАУ таким образом не удается - необходимо проведение 
хотя бы простейшего фракционирования.
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