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1. Введение

К настоящему времени как отечественными, так и зарубежными авто-
рами разработан ряд методик количественного анализа бенз (а) пирена
(БП) и других ароматических канцерогенных соединений [ l_s]. Пол-
ный цикл анализа включает, как правило, четыре этапа [6]: 1) отбор
пробы, 2) экстракцию, 3) разделение и 4) собственно анализ. Чувст-
вительность анализа определяется главным образом его последним
этапом, тогда как три предварительных лишь переводят анализируемое
соединение без особых потерь в форму, удобную для детектирования.
Наиболее чувствительным способом количественного измерения оста-
ется по сей день метод Шпольского, заключающийся в измерении
интенсивностей линий в низкотемпературных {Т =77 К) флуоресцент-
ных спектрах анализируемых молекул, внедренных в качестве примес-
ных в подходящие н-парафиновые матрицы [7] *.

Причины высокой чувствительности метода Шпольского просты. При
низких температурах электронно-колебательные спектры поликристал-
лических твердых растворов состоят из квазилиний (полуширины при
77 К порядка 10—30 см~\ при 4 К порядка 1+ 10 см- 1 ) и сопровож-
дающих их фононных крыльев [8 ’ 9]. Нередко проявляется также неод-
нородность таких объектов в виде мультнплетов в смысле Шполь-
ского [ 7]. Такое сужение спектра ведет, во-первых, к существенному
повышению разрешающей способности R=X/ АЯ, (отношение положе-
ния линии к ее полуширине), что уменьшает вероятность случайного
наложения на аналитические линии (по которым ведется количествен-
ная оценка) линий свечения постороннего происхождения. Во-вторых,
на фоне с более широким спектральным распределением узкие линии
можно измерить точнее, чем, к примеру, полосу свечения той же инте-
гральной интенсивности (улучшается отношение сигнала к шуму).
И, в-третьих, квазилинейчатость спектров поглощения приводит к прин-
ципиально новой возможности выделения полезного сигнала среди
шума: можно селективно возбуждать флуоресценцию анализируемого
соединения спектрально узкой полосой в резонансе с определенной ли-
нией поглощения.

По имеющимся сведениям, достигнут предел чувствительности по-
* Наряду с методом Шпольского для анализа применяются: 1) абсорбционная спект-
роскопия, 2) флуоресцентная спектроскопия при комнатной температуре, 3) цветовые
и теплоцветовые тесты [6].
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рядка IСН° г/мл БП ** в измеряемом объеме замороженного раствора
«-парафина f 1 - 10- 11 ]. При предельных измерениях равно важны два фак-
тора: реальная чувствительность спектральной установки в комплекте
с регистрирующей аппаратурой и достигаемая степень очистки реакти-
вов, применяемых в процессе анализа. Кроме того, нельзя исключать
и существования принципиального предела, связанного с конечным
интервалом концентрации, где проявляется эффект Шпольского [l2 ].

В настоящей работе поставлена цель повысить чувствительность
анализа БП методом Шпольского. Известно, что для накопления до-
статочного для анализа количества соединения часто нужны большие
объемы первичных проб воды, воздуха, почвы и т. д. Их обработка,
концентрирование, разделение, перевод в измерительный объем трудо-
емки, требуют значительных количеств специально очищенных реак-
тивов. Повышение чувствительности (прежде всего абсолютной) самого
анализа непосредственно связано с пропорциональным уменьшением
объема проб, что приводит к экономии времени и средств. Кроме того,
высокая чувствительность дает в руки исследователя тонкий инстру-
мент для изучения распределения ароматических соединений, к при-
меру, в процессе их метаболизма в малых объектах, таких как неболь-
шие участки пораженных опухолевыми процессами тканей, культуры,
отдельные крупные клетки, в которые проник канцероген, и т. д.

2. Операции с предельно разбавленными растворами БП

Много усилий требует очистка «-парафинов и экстрагентов. Соответст-
вующие методики, включающие ректификацию, химическую очистку и
хроматографию, подробно описаны в [ l3]. Приготовить чистый «-пара-
фин легче, чем сохранить его чистым. Трудности начинаются при кон-
центрациях БП ниже 10-9—lСН0 м/л, что побудило принять ряд допол-
нительных мер.
A. Обеспечить чистоту лабораторной посуды, соприкасающейся с «-па-
рафинами, проведя цикл очистки в пять этапов. Первый мытье
посуды теплой водой и мылом. Второй обычная сушка и обработка
посуды химически чистым (без существенных следов люминесцирую-
щих примесей) ацетоном для растворения следов органики. Третий
обработка посуды в течение 2—3 ч свежей хромовой смесью. Четвер-
тый многократное ополаскивание, сначала водопроводной, а затем
дистиллированной водой. Пятый сушка в чистом, предназначенном
исключительно для этих работ сушильном шкафу без принудительной
вентиляции. Чистая посуда хранилась под стеклянными колпаками.
Б. Приспособить для разбавления растворов ниже 10~8 моль/л бокс
6П-НЖ из нержавеющей стали. Вытяжная вентиляция была заменена
приточной и осуществлена обдувом из бытового пылесоса через после-
довательно соединенные колонну с активным углем и два пылеулавли-
вающих фильтра марки ФПП-00.
B. Открывать пустые запаянные медицинские ампулы (не нуждающиеся
в дополнительной очистке) непосредственно в боксе, а раствор в них
вводить по 1 мл с конуса стеклянной пипетки, после чего ампулы за-
паивать высоко над раствором быстрым нагреванием в пламени спир-
товки.

Повышение чувствительности анализа неизбежно требует наличия
контролируемого раствора БП с заданными концентрациями. Возмож-

** Для БП 1 г/мл = 4 м/л.
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ный предел разбавления может быть оценен после сопоставления дан-
ных методически верно проведенного цикла последовательных разбав-
лений с данными спектральных измерений и при констатации отсутст-
вия в этом сопоставлении противоречий. Основой измерений служил
концентрационный ряд (в м/л): 10~8

, 3-10~9
, 10~9 и т. д. На исходном

этапе небольшое количество БП растворялось в «-октане невысокой
чистоты. После полного растворения (через сутки) раствор фотометри-
ровался на «Specord» или «Acta MVII» относительно чистого «-октана.
Начальная концентрация, составляющая величину порядка 10~5 (точ-
ность порядка 5%), доводилась тремя этапами до 10~8 м/л (точность
порядка 10%). Каждый последующий этап разбавления увеличивал
ошибку на 1 —2%.

Всегда существует реальный предел разбавления, определяемый
1) остаточной концентрацией БП в очищенном растворителе; 2) неконт-
ролируемым загрязнением раствора БП на любом этапе разбавления
(наиболее опасны конечные этапы); 3) фоном свечения любого про-
исхождения на месте аналитической линии БП, не позволяющим су-
дить о дальнейшем разбавлении; 4) пределом чувствительности регист-
рирующей системы. Последние два пункта не исключают дальнейшего
разбавления, но отсутствие возможности контролировать такое раз-
бавление с информационной точки зрения равносильно пределу раз-
бавления. Имеется и принципиальный предел разбавления (когда
флуктуации концентрации A реализующийся при концентрациях
N< 1 молекулы в объеме измерения.

3. Чувствительность регистрирующей системы

Использована спектральная аппаратура, входящая в автоматизиро-
ванный спектрометрический комплекс [ l4 ], обладающий всеми достоинст-

Рис. 1. Аналитическая (0—0‘)-линия БП (4030 А) в н-октане при 77 К в
объекте с концентрацией 3-10!~ 10 м/л при разных щелях регистрации. Щели

возбуждения 3X3 мм.
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Рис. 2. Общий вид барабанного объ-
ектодержателя в сосуде Дьюара.

вами, необходимыми для из-
мерения сверхслабых свечений.
В канале возбуждения приме-
нен двойной монохроматор
МДР-1 (1 : 3), а в канале
регистрации ДФС-12 (1 : 5),
на входной щели которого
ФЭУ-79 с охлажденным при-
мерно до —3O°С фотокатодом
позволял измерять потоки фо-
тонов вплоть до 3 фотонов в
секунду на фотокатод при
4000 А. На рис. 1 в качестве
примера приведена аналитиче-
ская линия БП в объекте с
концентрацией 3-10~10 м/л при
77 К. Если учесть, что сигнал
от такого объекта при макси-
мальных щелях возбуждения
3x3 мм и щелях регистра-
ции O,BX 0,8 мм составил
1,8-104 имп/с, то, экстрапо-
лируя, можно получить аппа-
ратурный предел чувствитель-
ности установки в режиме селективного возбуждения 10~14 м/л (или
2,5-10~ 15 г/мл).

Для измерения концентрационных серий ампул с БП нами разра-
ботан и построен барабанный объектодержатель. Он вмещает до 20 ам-
пул, погружается в жидкий азот и фиксирует положение ампул отно-
сительно перекрестия осей возбуждения и регистрации с точностью по-
рядка ±0,2 мм (рис. 2).

Рассмотрим далее вопрос выбора оптимального режима регистрации
флуоресценции. В зависимости от характера спектра дополнительных
примесей следует принять либо селективное, либо широкополосное
возбуждение. Нельзя без уточнения ситуации говорить о преимуществе
одного из вариантов перед другим. Вариант селективного возбуждения,
при всех его достоинствах, обладает, как будет показано ниже, недо-
статком, выражающимся в усложнении спектра из-за эффектов типа
комбинационного рассеяния (KJP) и снятия неоднородного уширения [ ls].

4. Вариант селективного возбуждения

Этот вариант анализа позволяет во многих случаях проводить уверен-
ное количественное определение БП в присутствии других люминесци-
рующих примесей. Изложим его особенности.

А. Положение полосы возбуждения выбирается в максимуме полосы
поглощения БП в замороженном растворе. Мы проводили возбужде-
ние на вибронной группе при 3884 А, где молекула обладает наиболь-
шим коэффициентом поглощения в ближней УФ-области.
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Рис. 3. (О 1—0)-линия БП в объекте с концентрацией 10~п м/л при разных комбина-
циях щелей (приведено также значение средней щели) возбуждения и регистрации
(а —в). Тот же участок спектра, измеренный в объекте с чистым н-октаном (г, Ö).

Б. Регистрация проводится на (0 —0)-линии флуоресценции, наиболее
интенсивной во всей серии и по этой причине принятой в качестве ана-
литической авторами всех методик анализа малых концентраций БП
методом Шпольского. Для некоторого повышения селективности ана-
лиза, но ценой потери чувствительности, можно, в принципе, возбуж-
дать в (0—0)-линии, а регистрировать на некотором впбронном повто-
рении флуоресценции.
В. Оптимальная ширина полосы поглощения зависит от характера
спектра примесей и должна отвечать двум противоречивым требова-
ниям: 1) быть достаточно большой для большего значения интенсивно-
сти аналитической линии, 2) быть достаточно узкой, чтобы иметь луч-
шее отношение сигнала к шуму при регистрации сигнала от предельно
разбавленных растворов. На рис. 3 в качестве примера показаны ре-
зультаты измерения объекта с концентрацией БП 10~п м/л при разных
комбинациях щелей.
Г. Геометрия измерения стандартна, возбуждение и регистрация про-
водятся под углом 90°. Изображение выходной щели возбуждающего
монохроматора фокусируется в виде полоски, размером примерно
10х I—31 —3 мм, параллельно оси цилиндрической ампулы.
Д. Отметим еще один фактор принципиального характера, затрудняю-
щий предельные измерения при селективном возбуждении. В актуаль-
ном для анализа участке спектра при выбранном положении и доста-
точной узости полосы возбуждения регистрируется участок спектра КР
от основного вещества матрицы н-октана (рис. 3, д). Первая полоса
может быть отнесена к группе частот 842, 860, 877, 895 см~ 1; вторая
1028, 1044, 1062 см~ 1; третья 1085, 1137 см-1 ; четвертая 1304 см~ 1 [ l3].
В силу того, что н-парафины обладают сложным спектром КР, при
относительно малой энергетической разности положений возбуждения
и регистрации (<3OOO см~ х ) всегда существует опасность иметь на
месте регистрации КР от матрицы.

На рис. 4 показаны результаты .измерения спектров нижнего конца
концентрационного ряда БП в н-октане.
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Рис. 4. (О—0)-линия БП в объектах с концентрациями 3-10 -10 (а), 10~10 (б),
3-10~п (в), 10~и м./л (г) при щелях возбуждения IXI XI мм и 0,4X0,5X0,4 мм

регистрации.

5. Вариант широкополосного возбуждения

Когда примеси, люминесцирующие в области (0 —0)-линии БП, прак-
тически отсутствуют в объекте измерения, люминесценцию БП можно
возбуждать и достаточно широким участком спектра ближнего УФ,
к примеру лампой ДРШ-500 через фильтры УФС-2 и УФС-5. На рис. 5
показаны измерения аналитической линии БП в объектах нижнего
конца концентрационного ряда при таком широкополосном возбужде-
нии. Видно, что наряду с аналитической линией в спектре присутствует
бесструктурное фоновое свечение с максимумом в районе 4100 А (не
умещается в приведенный спектральный интервал). Это постороннее
свечение принадлежит, по всей видимости, КР матрицы «-октана.

Благодаря тому, что барабанный объектодержатель фиксирует объ-
екты в положении измерения достаточно надежно, можно значительно
увеличить отношение сигнала к шуму (фону) в спектрах последних чле-
нов концентрационного ряда вычитанием сигнала, полученного от
объекта с чистым «-октаном. На рис. 6, иллюстрирующем такую воз-
можность, спектры дополнительно разделены по высоте вычитанием или
сложением некоторого постоянного уровня. Видно, что таким способом
можно измерить сигнал от объекта с концентрацией 10~12 м/л (т. е.
2,5-10- 13 г/мл).

6. Абсолютная чувствительность анализа

Достигнутый предел чувствительности порядка 5 • 10-13 г/мл соответст-
вует 109 молекулам БП в 1 см ъ в принятом объеме объекта изме-
рения. С другой стороны, понятно, что реально возбуждается и участ-
вует в формировании сигнала лишь незначительная доля молекул БП
полного объема объекта, который можно поэтому значительно умень-
-4 ENSV ТА Toimetised. К 1 1981
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Рис. 5. (0—0)-линия БП в объектах с концентрациями 3-10~ n (а), 10 11 (б), 3-10 12

(в), Ш“ 12 м/л (г) при широкополосном возбуждении. Свечение чистого н-октана ( д ).

Рис. 6. (0—0)-линия БП в объектах с концентрациями
10~ п {а), 3-10~ 12 (б), 10-12 м/л (в) при широкополос-
ном возбуждении после вычитания фонового свечения.

шить, существенно повысив абсолютную чув-
ствительность анализа. По-видимому, за счет
некоторого дальнейшего уменьшения объема
и увеличения интенсивности возбуждения
можно продвинуться по пути повышения абсо-
лютной чувствительности до величины поряд-
ка 106—l05 молекул БП. Мы сравнили раствор
в ампуле с концентрацией 2-10~9 г/см 3 и тот
же раствор в капиллярной трубке в 0,005 см 3 .

Потеряв в сигнале в 4 раза, но выиграв в
уменьшении объема в 200 раз, можно считать,
что абсолютная чувствительность анализа в
такой капиллярной трубке выше до двух по-
рядков.

Самый перспективный способ повышения
абсолютной чувствительности анализа связан
с применением лазерного возбуждения. При
этом важны три момента: 1) высокая селек-
тивность возбуждения; 2) возможность фоку-
сировки энергии луча в малый объем, практи-
чески до 1 микрон 3

, т, е. в 1012 раз меньше
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1 см 3; 3) высокая интенсивность возбуждения, что позволяет значи-
тельно увеличивать количество фотонов флуоресценции, получаемых
в единицу времени от каждой молекулы анализируемого соединения.
В принципе, пределом чувствительности метода является одна
молекула.

7. Заключение

В итоге проведенной работы можно считать, что чувствительность ана-
лиза БП увеличена на величину около двух порядков. На практике,
при соблюдении перечисленых предосторожностей лабораторной рабо-
ты и применении соответствующей измерительной техники, представля-
ется возможным проводить анализы БП вплоть до концентраций
10~ 12 г/мл. Для сравнения отметим, что такое количество БП содер-
жится в среднем в 3 л или в одном глотке чистого деревенского воз-
духа [ l6 ].

Выражаю глубокую благодарность К. К. Ребане за постоянный ин-
терес к работе.
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T. TAMM

ŠPOLSKI MEETODIL PÕHINEVA BENSO(a)PÜ REENI ANALÜÜSI

TUNDLIKKUSE SUURENDAMINE

On kirjeldatud abinõude kompleksi, mis võimaldavad suurendada Spolski meetodil põhi-
neva benso(a)püreeni analüüsi tundlikkust kuni 10~ 12 mooli/1. On analüüsitud metoodi
kaht varianti selektiivse ja mitteselektiivse ergutusega luminestsentsi ning hinna-
tud analüüsi absoluutse tundlikkuse suurendamise viise.

T. TAMM

IMPROVEMENT OF THE SENSITIVITY OF AN ANALYSIS OF
BENZO (a) PYRENE BY THE SHPOLSKY METHOD

The paper contains the description of a complex of measures for increasing the sensi-
tivity of the analysis of benzo (a) pyrene by the Shpolsky method up to 10- 12 moles
per litre. Two modifications of the method, with selective and unselective excitation
of luminescence, have been analyzed. The pathways for enhancing the absolute sensi-
tivity of the analysis have been discussed.
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	Untitled
	Untitled
	Рис. 1, Анализ 11-дезокси-ПГ Еу (Л) и 11-дезокси-15-метил-ПГ Еi (Б) в виде л-бромофенациловых эфиров (обозначения см. схему 2). Условия хроматографирования. Состав движущей фазы: 93% СНгСЬ, 7% CH3CN. Скорость потока 22 мл/ч.
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	Рис. 2. Влияние концентрации добавки (а фенола, б пирокатехина, в гидрохинона, г хинона, д бенз(а)пирена) на относительную скорость окисления фенола {]), пирокатехина (2) и хинона (5); t=2o° С, pH 7. '
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	Влияние pH на извлечение ниобия в пену из трех растворов; а из тартратного (0,5% винной кислоты), б оксалатного (0,5% щавелевой кислоты), в пероксидного (1,5% перекиси водорода) при добавлении гидрохлорида додециламина в количестве 5 • 10|—4 (кривые /), 1 • 10~3 (кривые 2) и 3-10-3 моль/л (кривые 3).
	Зависимость функции Z от bas для 1,2-дихлорэтан а.
	Рис. 1. Аналитическая (0—0‘)-линия БП (4030 А) в н-октане при 77 К в объекте с концентрацией 3-10!~10 м/л при разных щелях регистрации. Щели возбуждения 3X3 мм.
	Рис. 2. Общий вид барабанного объектодержателя в сосуде Дьюара.
	Рис. 3. (О1—0)-линия БП в объекте с концентрацией 10~п м/л при разных комбинациях щелей (приведено также значение средней щели) возбуждения и регистрации (а—в). Тот же участок спектра, измеренный в объекте с чистым н-октаном (г, Ö).
	Рис. 4. (О—0)-линия БП в объектах с концентрациями 3-10-10 (а), 10~10 (б), 3-10~п (в), 10~и м./л (г) при щелях возбуждения IXIXI мм и 0,4X0,5X0,4 мм регистрации.
	Рис. 5. (0—0)-линия БП в объектах с концентрациями 3-10~n (а), 10 11 (б), 3-10 12 (в), Ш“12 м/л (г) при широкополосном возбуждении. Свечение чистого н-октана (д). Рис. 6. (0—0)-линия БП в объектах с концентрациями 10~п {а), 3-10~12 (б), 10-12 м/л (в) при широкополосном возбуждении после вычитания фонового свечения.
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	Зависимость значений молекулярной рефракции R2°, показателей преломления п2O, плотностей d2O D 4 и индексов удерживания / (полиэтиленгликоль 4000 ПЭГ 4000) от положения кратной связи в молекуле.
	Индексы удерживания «-алканов (А), 1-алкенов (Б, Б') и 1-алкинов (В, В') на двух парах неподвижных жидких фаз: Ск—ПФЭ (сплошные прямые) и Ск—ПЭГ 4000 (пунктирные прямые) ,
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	Рис. 4. Влияние температуры на выход СН4 при пиролизе вискозных волокон. 1 кордная нить, 2 текстильная нить, 3 штапельное волокно.
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	Рис. 1. Кинетика окисления пирокатехина 3-10~4 моль/л (/) и бенз(а)пирена 5• 10|—4 моль/л (2) раздельно и в смеси (а).
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