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Wykaz skrotow

WYKAZ SKROTOW

WWA wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne
nitro-WWA  nitrowe pochodne wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych
GC/MS technika chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas
El jonizacja elektronami

NICI jonizacja chemiczna jonéw ujemnych

SIM monitorowanie wybranych jonow

HPLC technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej
LC technika chromatografii cieczoej

GC technika chromatografii gazowej

ECD detektor wychwytu elektronéw

FID detektor ptomieniowo-jonizacyjnym

uv detektor fotometryczny absorpcji w nadfiolecie

SFE technika ekstrakcji w stanie nadkrytycznym

SPE technika ekstrakcji do fazy statej

TLC technika chromatografii cienkowarstwowej

IARC Miedzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem

WHO Swiatowa Organizacja Zdrowia

Dz.U. Dziennik Ustaw

in vitro badanie proceséw biologicznych w warunkach doswiadczalnych
in vivo badanie procesdéw biologicznych w zywym organizmie
SRM Certyfikowany Materiat Odniesienia

DCM dichlorometan

MeOH metanol

CYy cykloheksan

DMSO dimetylosulfotlenek

POCh Polskie Odczynniki Chemiczne

LOQ granica oznaczalnosci

LOD granica wykrywalnosci

u.j.p. umowna jednostka powierzchni

RSD wzgledne odchylenie standardowe

Cv wspotczynnik zmiennosci

NIST National Institute of Standards and Technology
Ace+F acenaften + fluoren

Fen fenantren

A antracen

Flu fluoranten

B[a]A benzo[a]antracen

Chr chryzen

B[b+Kk]F benzo[b+k]fluoranten

B[a]P benzo[a]piren

D[a,h]A dibenzo[a,h]antracen
B[g.,h,i]P benzo[g,h,i]perylen
I[I,2f3-cd]P indenol[l,2,3-cd]piren

1-NN 1 -nitronaftalen
2-NF 2 -nitrofluoren
9-NA 9-nitroantracen
3-NFa 3-nitrofluoranten
1-NP 1 -nitropiren

1,3-diNP 1,3-dinitropiren



Wprowadzenie

I. WPROWADZENIE

Nitrowe pochodne wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych
(nitro-WWA) sa bezposrednimi lub posrednimi produktami niezupeinego
spalania m.in. paliw w silnikach samochodowych. Zwigzki te powstaja
najczesciej w wyniku reakcji w fazie gazowej wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych (WWA) z tlenkami azotu, a nastepnie sg
bardzo szybko adsorbowane na czastkach stalych. Reakcje te sg inicjowane
rodnikami azotanowymi lub rodnikami hydroksylowymi w obecnosci Swiatla.
Nitro-WWA wspotwystepuja w Srodowisku w mieszaninach
z wielopierscieniowymi weglowodorami aromatycznymi oraz setkami innych
zwigzkéw organicznych. Szacuje sie, ze WWA oraz ich pochodne sg
w gidwnej mierze odpowiedzialne za aktywno$¢ mutagenng powietrza
atmosferycznego. Niektére nitro-WWA  charakteryzuja sie wyzszg
mutagennoscia i kancerogennoscig w poroéwnaniu do ich niepodstawionych
odpowiednikow WWA. W zwigzku z tym aktywno$¢ mutagenna frakcji
zawierajgcych nitro-WWA, nawet w duzo nizszych stezeniach w poréwnaniu
do WWA, jest zdecydowanie wyzsza. Zwigzki te sg trwale w Srodowisku
i moga by¢ przenoszone na duze odlegtosci od Zrédia ich powstawania, jak
rowniez moga wspotwystepowac w réznych elementach srodowiska. Istnieje
zatem uzasadniona konieczno$¢ badania stezen tych zwigzkéw w Zrodiach
pierwotnych, jak réwniez obserwacja przemian i migracji tych
zanieczyszczen w $Srodowisku atmosferycznym. Stezenia nitro-WWA
ksztattujg sie na poziomie pg/m3 w powietrzu atmosferycznym oraz ng/g
pylu w przypadku czastek emitowanych ze spalinami z silnika Diesla.
Oznaczanie stezen tych zwigzkéw w srodowisku, w ktérym wystepujg one
w Sladowych ilosciach, stanowi wyzwanie dla analityki chemicznej. Istnieje
wiele metod oznaczania nitro-WWA w powietrzu gtéwnie opartych na
przeksztalcaniu nitro-WWA w ich aminowe Iub fluorkowe pochodne,
natomiast metody oznaczania nitro-WWA w ich pierwotnej postaci zwykle
wymagajga zastosowania kosztownych technik ekstrakcji, frakcjonowania
(np. SFE, HPLC) i oznaczania (np. GC/MS-NICI).

Powodem mojego zainteresowania nitrowymi pochodnymi WWA byly
kilkuletnie badania nad szkodliwosciami spalin z silnikbw Diesla
ukierunkowane na poszukiwania gtéwnych kancerogenéw spalin. W wyniku
tych badan rozpoczeto studia literaturowe oraz podjeto wyzwanie
opracowania, alternatywnej do juz istniejgcych, metody oznaczania nitro-
WWA.



Cel pracy/ Czes¢ teoretyczna

I1. CEL PRACY

Celem badan bylo opracowanie metody oznaczania nitrowych pochodnych
wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (nitro-WWA)
w powietrzu atmosferycznym. Opracowanie metody polegato na dobraniu
takich parametréw pobierania probek pylu z powietrza, ekstrakcji zwigzkow
organicznych z pytu, frakcjonowania ekstraktu na poszczegdlne grupy
zwigzkow i oznaczania nitro-WWA, aby metoda oznaczania byta specyficzna
i przydatna do oznaczen niskich stezen tych zwigzkéw w powietrzu.
Przydatnos¢ opracowanej metody sprawdzono oznaczajac stezenia WWA
i nitro-WWA w probkach pylu zawieszonego w powietrzu pobranych
w Srodowisku miejskim oraz pozamiejskim. Dodatkowo zbadano efekt

mutagenny frakcji ekstraktu zawierajacej WWA i nitro-WWA.

111. CZESC TEORETYCZNA

111.1. WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE NITRO-WWA

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, nitrowe pochodne WWA oraz
inne wielopierscieniowe zwigzki aromatyczne sa gtdwnie zaadsorbowane na
czastkach statych, a w mniejszej czesci wystepuja w formie gazowej. Jest to
uzaleznione gtéwnie od preznosci par WWA bedacych w fazie cieklej oraz
temperatury w jakiej zachodza reakcje. Zwigzki organiczne, ktorych
prezno$¢ par jest wieksza od 1,33-104 Pa w temperaturze otoczenia,
wystepuja w atmosferze (co najmniej czesciowo) w fazie gazowej [1].
Dwupierscieniowe nitro-WWA wystepuja gtdéwnie w fazie gazowej, pozostate
wystepujg w fazie gazowej oraz zaadsorbowane na czgstkach statych.
Przyktadowo czteropierscieniowe WWA fluoranten i piren sga obecne gitéwnie
w fazie gazowej, natomiast nitrofluoranteny i nitropireny ze wzgledu na
niskg preznos¢ par wystepuja w atmosferze wylacznie bedac
zaadsorbowane na czastkach staltych [2, 3, 4]. | tak np.: 1-nitronaftalen
wystepuje gtéwnie w fazie gazowej [3], 2-nitrofluoren wystepuje zaréwno
w fazie gazowej jak i zaadsorbowany na czgstkach stalych, podczas gdy

1 -nitropiren wystepuje jedynie w fazie statej [2].



Czes¢ teoretyczna

W temperaturze otoczenia nitro-WWA sag ciatami stalymi o zabarwieniu
z6ttym do pomaranczowego [2]. Wykazujg one zdolnos¢ do sublimaciji.
Nitro-WWA sa nierozpuszczalne Ilub trudno rozpuszczalne w wodzie,
natomiast sg dobrze rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych takich
jak aceton, benzen, dimetylosulfotlenek i dichlorometan [2].

Wiasciwosci  fizykochemiczne nitrowych pochodnych WWA przedstawia

tabela 1.

Tabela 1. Wiasciwosci fizykochemiczne niektérych nitro-WWA [2, 5, 6, 7]

Temp. N Rozp. Wspot.
. Preznos -
Temp. wrzenia < w podziatu
Nazwa Numer Masa S - ¢ pary .
- topnienia [°C] wodzie oktanol/
zwiazku CAS czast. o (Pa °
[°C] przy 101,3 w 25 °C) w 25 °C  woda
kPa [mg~si PKo/w
Dwa pierscienie w czgsteczce
1-nitronaftalen 86-57-17 173,17 56,5 312 3,2 x102 9,18 3,19
2-nitronaftalen 581-89-5 173,17 76 304 3,2x102 9,24 3,24
Trzy pierscienie w czasteczce
1-nitrofluoren 22250-99-3 211,22 - 326 9,7 x 105 0,28 -
2-nitrofluoren 607-57-8 211,22 158 326 9,7 x 10’5 0,16 3,37
3-nitrofluoren 5397-37-5 211,22 105-106 326 9,7 x 105 0,28 -
2-nitroantracen 3586-69-4 223,23 172 - - - 4,23
9-nitroantracen 602-60-8 223,23 146 ok. 275 - - 4,50
2-nitrofenantren 17024-18-9 223,23 119-120 - - - 4,23
Cztery pierscienie w czgsteczce
2-nitrofluoranten 13177-29-2 247,25 - 420 9,9 x 10'7 0,019 -
3-nitrofluoranten 892-21-7 247,25 166 - - - 4,69
7-nitrofluoranten 13177-31-6 247,25 144-145 420 9,9x 107 0,017 4,69
8-nitrofluoranten 13177-32-7 247,25 158-164 420 99x 107 0,017 4,69
1-nitropiren 5522-43-0 247,25 153 472 4,4x 106 0,017 4,69
2-nitropiren 789-07-1 247,25 197-199 472 4,4 x 10'6 0,021 -
4-nitropiren 57835-92-4 247,25 190-192 472 4,4 x 10'6 0,017 -
1,3-dinitropiren 75321-20-9 292,25 295-297 - - - 4,44
1,6-dinitropiren 42397-64-8 292,25 309-310 - - - 4,44
1,8-dinitropiren 42397-65-9 292,25 299-300 - - - 4,44
6-nitrochryzen 7496-02-8 273,29 208 - - - 5,41
Piec¢ pierscieni w czasteczce
6-nitrobenzo 63041-90-7 297,31 260 567 - - 5,87
(@)piren
3-nitroperylen 20589-63-3 297,31 209 - - - 6,34



Czes¢ teoretyczna

111.2. POWSTAWANIE NITRO-WWA

Jak opisano w poprzednim rozdziale, WWA oraz nitro-WWA moga
wystepowaé w fazie gazowej lub by¢é zaadsorbowane na czastkach statych
w zaleznosci od ich preznosci pary oraz warunkéw zewnetrznych. Istniejg
rowniez zasadnicze rdOznice w stezeniach nitro-WWA w powietrzu
w zaleznosci od pory dnia - noc czy dzien - w réznych warunkach
atmosferycznych [2, 8]. Zatem powstawanie nitro-WWA w powietrzu jest
procesem ztozonym, uzaleznionym od wielu czynnikéw.
Nitro-WWA, takie jak 1-nitropiren i 3-nitrofluoranten, powstajg w reakcjach
elektrofilowych w obecnosci NO2 w strumieniu gazéw spalinowych, ale przed
rozlegtym rozcienczeniem w powietrzu po emisji. Natomiast powstawanie
2-nitrofluoarantenu i 2-nitropirenu obejmuje reakcje WWA z rodnikami *OH
lub *NO3 w fazie gazowej i sg one natychmiast adsorbowane na czastkach
statych i nie sg wykrywane w fazie gazowej [4, 9]. Wytlumaczeniem rdéznic
W procesie powstawania izomeréw nitro-WWA pomiedzy reakcja inicjowang
rodnikiem a nitrowaniem elektrofilowym jest takie [10], ze rodnik *OH lub
*NO3 atakuje pierécienie aromatyczne w miejscu najwiekszej gestosci
elektronowej czasteczki WWA (pierwsza pozycja dla pirenu i trzecia dla
fluorantenu) po czym nastepuje przylaczenie NO2 do ‘OH-WWA lub
*NO3-WWA w pozycji orto, uwolnienie czgsteczki wody lub kwasu azotowego
i powstanie nitro-WWA [4]. Dotychczasowe badania (referencje w Atkinson
1994) dowodza, ze nitro-WWA obecne w powietrzu atmosferycznym
powstajg wylacznie w reakcjach z dwu do czteropierscieniowymi WWA
w fazie gazowej w dwojaki sposob:

inicjowane rodnikiem hydroksylowym w obecnosci sSwiatia,

a wiec w ciggu dnia

Rodnik hydroksylowy powstaje w wyniku dysocjacji fotochemicznej

czgsteczek ozonu, ktérego w niezanieczyszczonej troposferze jest

7Y.1011 czgsteczek/cm3. Zachodzg woéwczas reakcje [1]:

03 + hv(k<320 nm) =02+ 0(1D)
OND) + HD =2 *OH



Czes¢ teoretyczna

Rodnik hydroksylowy reaguje z lothymi WWA i w obecnosci ditlenku azotu
prowadzi do powstawania nitro-WWA [1], Podstawnik hydroksylowy jest
silnie aktywujacy i wywiera wplyw Kkierujacy na czynnik elektrofilowy
w pozycje orto i para [11]. Postulowany mechanizm reakcji rodnika
hydroksylowego z WWA na przykitadzie fluorantenu w obecnosci tlenkow

azotu jest nastepujacy [1]:

inicjowane rodnikiem azotanowym w porze nocnej
Tego typu reakcja jest charakterystyczna dla naftalenu oraz jego
alkilowych  pochodnych. Rodnik azotanowy powstaje w wyniku
termicznego rozkiadu pieciotlenku azotu lub powstaje w reakcji ditlenku
azotu z ozonem [1]:
nZo 5<**no3 + N0O2
NO + O3—=N02+ 02
NO2 + 03— NO3 + 02
mN\O3 + NO -» 2 NO2

10



Czes¢ teoretyczna

Reakcja naftalenu z mieszaning: N2 5- NO2 - *NO3 w powietrzu prowadzi
do podstawienia rodnika azotanowego do pierscienia aromatycznego:
h ono?2
NO-,

NO2
+ *no3 <------ I ICOI 1 I+ hno3

Zestawienie niektdérych pochodnych nitro-WWA ze wskazaniem typu inicjacji
reakcji pod wpltywem jakich powstaly oraz wydajnosciami tych reakcji
zawiera tabela 2.

Tabela 2. Powstawanie nitro-WWA w reakcjach WWA 2z rodnikiem

hydroksylowym i rodnikiem azotanowym (w obecnosci ditlenku
azotu) oraz wydajnos¢ reakcji [1]

Nitro-WWA powstate w wyniku reakcji inicjowanej

WWA Rodnikiem Wydajnosé Rodnikiem Wydajnosé
hydroksylowym reakcji azotanowym reakcji
Naftalen 1 -nitronaftalen 0,3 % 1 -nitronaftalen 17 %
2-nitronaftalen 0,3 % 2-nitronaftalen 7 %
Acenaften 5-nitroacenaften E-0,2 % 4-nitroacenaften 40 %
3-nitroacenaften 3-nitroacenaften -2%
4-nitroacenaften 2 % 5-nitroacenaften -15%
Fluoren 3-nitrofluoren -1,4% Nie powstajg
1 -nitrofluoren -0,6 %
4-nitrofluoren ~0,3 %
2-nitrofluoren ~-0,1 %
Piren 2-nitropiren -0,5 % 4-nitropiren - 0,06 %
4-nitropiren - 0,06 %
Fluoranten 2-nitrofluoranten -3% 2-nitrofluoranten -24 %
7-nitrofluoranten -1 %
8-nitrofluoranten - 0,3%

Powstawanie nitro-WWA z WWA zaadsorbowanych na czastkach stalych
w wyniku reakcji nitrowania elektrofilowego jest mozliwe jedynie
w warunkach laboratoryjnych przy wysokim stezeniu ditlenku azotu [2].
Wyjatkiem moga by¢ niektére nitro-WWA powstate w wyniku spalania paliw

w silnikach samochodowych, np.: 9-nitroantracen [12].
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Wedlug wytycznych do szacowania ryzyka wynikajgcego z narazenia na
substancje toksyczne w powietrzu, nitro-WWA sa uwazane jedynie za wtdorne

zanieczyszczenie, pierwotnym zas$ emitowanym ze zrdédet sg WWA [5].

111.3. WEASCIWOSCI TOKSYCZNE NITRO-WWA

Badania fazy stalej, fazy gazowej oraz pylu miejskiego przeprowadzone
przez Centrum Badan Zanieczyszczen Powietrza (Air Pollution Research
Center) w Kalifornii dowodzg ze produkty przemian WWA w powietrzu sa
odpowiedzialne za ponad potowe aktywnosci mutagennej powietrza
atmosferycznego [13].

Nitro-WWA sg grupa okoto 200 réznych zwigzké4w chemicznych, z ktérych
wiele wykazuje wiasciwosci mutagenne w testach mutagennosci bakteryjnej
(microbial mutagenicity bioassays) jak rowniez w testach mutagennosci
opartych na komoérkach ludzkich (forward mutation assay based on human
cells), a liczne zwigzki z tej grupy wykazujg dzialanie kancerogenne
w badaniach przeprowadzonych na zwierzetach [4, 14]. Podczas gdy WWA
wykazujg posrednig aktywno$¢ mutagenng, to ich nitrowe pochodne
wykazuja bezposrednig aktywnos¢ mutagenng i konsekwentnie kilka z nich
znajduje sie na liscie zwigzkéw o dziataniu rakotworczym IARC [15].
Niektore zwiazki nitro-WWA wykazuja wyzsza mutagennos$¢ (2x105 razy)
i kancerogennos$¢ (10 razy) w porownaniu z WWA [4]. Klasyfikacja nitro-
WWA ze wzgledu na potencjalne dziatanie rakotwdrcze @ zostata
przedstawiona w tabeli 3.

Trwatos¢ nitro-WWA w fazie statej moze powodowacé narazenie inhalacyjne
na te zwigzki [16].

Liczne badania [14, 17, 18, 19, 20, 21] polegajace na frakcjonowaniu
ekstraktu z pytlowych zanieczyszczenn powietrza oraz badaniu efektu
mutagennego uzyskanych frakcji wykazaly, ze frakcja zawierajgca nitrowe
pochodne WWA charakteryzowata sie zdecydowanie wyzszg aktywnoscig

mutagennag od pozostatych.
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Tabela 3. Klasyfikacja dziatania rakotwdrczego nitro-WWA wedtug Miedzynarodowej
Agencji Badann nad Rakiem IARC, National Toxicology Program-USA oraz
ustawodawstwa polskiego [22, 23, 24]

FWHO USA z 2005 r

1 -nitronaftalen Grupa 31 - -
2-nitronaftalen Grupa 3 - Kat. 22
9-nitroantracen Grupa 3 - -
2-nitrofluoren Grupa 2B3 - -
3-nitrofluoranten Grupa 3 - -
1-nitropiren Grupa 2B ,akjtﬁzﬁfgﬁf‘;”,‘jdzi a -
2-nitropiren Grupa 3 - -
4-nitropiren Grupa 2B rakgz\(/ec’\)l:(igmﬁg] ilidzi -
6-nitrochryzen Grupa 2B rakotovireza ata iz -
5-nitroacenaften Grupa 2B - -
(?ihr;/lttjrr?)a{c':inaftylen ) ) Kat.2
E::;(r)(za)antracen Grupa 3 ) )
3-nitroperylen Grupa 3 - -
6-nitrobenzo(a)piren Grupa 3 - -
3,7-dinitrofluoranten Grupa 2B - -
3,9-dinitrofluoranten Grupa 2B - -
1,3-dinitropiren Grupa 3 rakotmorcza dia. ludzi -
1,6-dinitrop ren Grupa 2B - -
1,8-dinltropiren Grupa 2B caprzewidywalnie -

%G rupa 3: Substancja nie jest zaklasyfikowana jako rakotwoércza dla ludzi

' Kategoria 2 Substancje, ktdre rozpatruje sie jako rakotwdrcze dla cztowieka.
Sa to substancje, dla ktérych istnieja wystarczajace dowody pozwalajace na przyjecie zatozenia, ze
narazenie cztowieka na te substancje moze w rezultacie prowadzi¢ do powstania raka. Na przyjecie
takiego zatozenia pozwalajg dane uzyskane na podstawie:
1) odpowiednich, diugoterminowych badan na zwierzetach,
2) innych istotnych informacji wskazujacych, ze narazenie cziowieka na te substancje moze
w rezultacie prowadzi¢ do powstania raka

3Grupa 2B: Substancja moze by¢ rakotwodrcza dla ludzi.

4 Przewidywalnie rakotwoércza dla ludzi- substancje dla ktérych istnieja dowody wystepowania
nowotworéw ptuc w grupie zawodowo narazonej na spaliny z silnika Diesla w uzupetnieniu o badania
na zwierzetach
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Metabolizm nitro-WWA w organizmie jest zlozony. Pie¢ Kkierunkéw
aktywacji metabolicznej, ktoéra prowadzi do wzbudzenia mutacji przez
nitro-WWA w badaniach przeprowadzonych na bakteriach oraz u ssakow

przedstawiono na schemacie 1.

Schemat 1. Aktywacja metaboliczna nitro-WWA prowadzgca do mutacji [25]

Giéwnag droga aktywacji metabolicznej bakterii oraz
2-nitrofluorantenu w organizmie szczuréw jest nitroredukcja [2, 26].

Nitro-WWA wykazuja rézne drogi aktywacji, np.: 1-nitropiren jest
metabolizowany gtdéwnie przez hydroksylowanie, poprzedzone nitroredukcjg
i N-acetylacja. Schemat 2 przedstawia tworzenie adduktu 1-nitropirenu.
Gtébwnym adduktem DNA wykrywanym w badanich in vivo oraz in vitro dla
nitro-WWA jest C8 podstawiona dezoksyguanozyna jak réwniez wykrywane
sg pochodne N2 podstawionej dezoksyguanozy oraz C8 podstawionej

dezoksyadenozyny [2].
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1-aminopirencl
N-(Dezoksyguanozyno-8-yl)
-1l-aminopiren
dG-C8-AP

1-nitropiren

4,5-tlenek-I-nitropirenu
5-(Dezoksyguanozyno-N2-yl)
-4-hydroksy -4,5-di hydro
-1-nitropiren

Schemat 2. Powstawanie adduktu DNA z 1-nitropirenu [2]
111.3.1. Oddzialywanie na zwierzeta

Wyniki rakotwoérczego dziatania nitro-WWA na zwierzeta doswiadczalne
przedstawiono w tabeli 4. Toksycznos¢ ostra nitro-WWA jest zbadana
jedynie dla Kilku nitrowych pochodnych WWA, ponizej przedstawiono wyniki

toksycznosci ostrej dla tych wilasnie zwigzkéw [2, 14]:

Nazwa zwigzku Dawka smiertelna
1-nitronaftalen LDX05= 86 mg/kg masy ciata
2-nitronaftalen LD = 1300 mg/kg masy ciata
2-nitrofluoren LD = 1600 mg/kg masy ciata
1 -nitropiren LD50= =5000 mg/kg masy ciala
5-nitroacenaften LD1I»6= 1700 mg/kg masy ciala
3,9-dinitrofluoranten LDX0 = 50 ng/1 szczura

5 LD - dawka sSmiertelna medialna - statystycznie obliczona na podstawie wynikéw badan
doswiadczalnych ilos¢ substancji chemicznej, ktéra powoduje 3Smieré 50% organizmow
badanych po jej podaniu [29]

6 LDioo - dawka $miertelna bezwzgledna - najmniejsza ilos¢ substancji chemicznej, ktéra
powoduje smieré¢ 100% organizmoéw badanych po jej podaniu [29]
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Tabela 4.

10.

11.
12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

Nazwa zwigzku

1-nitronaftalen

2-nitronaftalen

3-nitronaftalen

9-nitroantracen

2-nitrofluoren

3-nitrofluoren

I-nitropiren

2-nitropiren

4-nitropiren

6-nitrochryzen

6-nitrobenzo
(@)piren
7-nitrobenzo
(a)antracen

3-nitroperylen

1,3-dinitropiren

1,6-dinitropiren

1,8-dinitropiren

3,7-dinitro
fluoranten
3,9-dinitro
fluoranten

Wyniki

rakotwdrczego dziatania
doswiadczalne [23, 27, 28]

Podskoérnie

Miesniaki w miejscu
podania
Miesniaki w miejscu
podania
Guzy w miejscu
naniesienia
Miesniaki w miejscu
podania
Nowotwar ztosliwy
sutka.
Miesniaki w miejscu
podania
Miesniaki w miejscu
podania, biataczka,
nowotwar piersi
Miesniaki w miejscu
podania
Miesniaki w miejscu
podania, biataczka,
gruczolakorak sutka

Miesniaki w miejscu
podania, biataczka,
gruczolakorak sutka

Miesniaki w miejscu
podania
Miesniaki w miejscu
podania

Miesniaki w miejscu
podania, biataczka

Miesniaki w miejscu
podania, biataczka,
nowotwaor piersi

Mie maki w miejscu
podania
M.esniaki w miejscu
podania

nitro-WWA

Droga podania

Dootrzewnowo/
Dozotgdkowo

Wyniki dziatania

Powstawanie
brodawczakéw
w pecherzu moczowym

Nowotwdr ztosliwy
przedzotadka, watroby,
ucha

Nowotwory ptuc, watroby

Zwiekszenie czestosci
wystepowania
nowotworéw watroby
oraz ptuc
Nowotwadr ztosliwy
watroby chitoniak
ztosliwy, dysplastyczne
i gruczolakowate zmiany
w jelicie grubym oraz
gruczolakorak jelita
grubego
Nowotwér ztosliwy
watroby
Nowotwér ztosliwy
watroby
Nowotwér ztosliwy
watroby

Nowotwory ztosliwe
watroby i powstawanie
miesniakéw jamy
otrzewnej

Powstawanie miesniakéw
jamy otrzewnej,
nowotwor watroby

Czes¢ teoretyczna

na zwierzeta

Srodtchawiczo/
Srédphucnie

Guzy

Nowotwory ptuc

Nowotwory ptuc

Gruczolakoraki
ptuc
Nowotwor
ztosliwy pluc



Czes¢ teoretyczna

Badania toksykologiczne 2-nitrofluorenu, czesto obecnego w powietrzu
atmosferycznym, przeprowadzone na szczurach narazanych przez okres
1 miesigca na dawke 25 mg/kg masy ciata dziennie, wykazaly istotny
spadek masy ciala badanych zwierzgt. Podanie doustne 2-nitrofluorenu
powodowato powstanie nowotworu ztosliwego przedzotadka, watroby, ucha.
W wyhodowanych komdrkach zwierzecych 2-nitrofluoren indukowat zmiany

DNA, chromatyd siostrzanych, mutacje oraz zmiany morfologiczne [2, 27].

W przypadku narazenia krétkoterminowego lub dtugoterminowego na nitro-
WWA, nie sg opisywane zadne syndromy poza wczesnonowotworowymi,
tzn.: spadek masy ciala oraz pierwsze zmiany w tkankach $wiadczgce
0 zmianach nowotworowych.

Szersze dane dotyczgce genotoksycznosci 74 z 95 nitro-WWA zostaty

przeprowadzone w oparciu o badania in vitro.

111.3.2. Oddziatywanie na cztowieka

Organizm ludzki jest narazony na nitro-WWA oraz inne wspotwystepujace
Z nimi zanieczyszczenia powietrza pochodzgace z réznych zrodet. Brak jest
jednoznacznych danych dotyczacych wplywu poszczegdlnych nitro-WWA na
organizm cziowieka [2]. Istniejga natomiast dowody na powigzanie
wystepowania nowotworéw pluc w regionach  uprzemystowionych
z obecnoscig WWA i nitro-WWA w powietrzu [30]. Szacuje sie, ze gldbwnym
zrodtem narazenia na nitro-WWA w powietrzu atmosferycznym sa spaliny
z silnika Diesla [31]. Obecnie prowadzi sie badania w celu oszacowania
ryzyka narazenia na nitro-WWA poprzez badanie stezen ich metabolitow
w organizmie, tzw. biomarkeréw narazenia. Badania metabolitow nitro-
WWA w moczu sg gtdwnie prowadzone na grupach zawodowych narazonych
na spaliny z silnikéw Diesla [2, 13, 32, 33].

Ryzyko zachorowania na nowotwdér w zaleznosci od drogi narazenia na
zwigzki o potencjalnym dziataniu rakotwérczym oszacowane za pomoca

liniowego modelu dawka-odpowiedz przedstawia tabela 5 [5].
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Tabela 5. Ryzyko zachorowania na nowotwér dla niektorych zwigzkow
o0 potencjalnym dziataniu rakotwdorczym [5]
2-nitrofluoren 4-nitropiren 1-nitropiren Benzo(a)piren
Droga Dawka Dawka Dawka Dawka
narazenia  mgkgl Ryzyko7 mgkg'l Ryzyko nmgkgl Ryzyko ngkgl Ryzyko
=dzien'l dzien'l -dzien'1 -dzien'l
Inhalacyjna  4,7x10~  18xI0® 33x10® 13xI0® 8IxI0® 31xI0® 1,3x10'7 5,IxI0'7
Woda pitna  6,2x10~  74x1I0® 34x10'® 4,1x10'® 8,5x10"  1,0xI0"7 1,9x10"13  2,4xI0"12
Ryby 3,8xI107 45x10'® 22x1I0® 26x10® 16<I0® 1,910® 3,IxI0~12 3,7x10“
Wieprzowina 1,7x1010 2,0xI0u  4,1x10® 4910'® 1,0x10™ 13x10® 5,4xI0'7  6,5x10"
_:woce 2,6x107 3,1x10~ 3,3xI0"7 4,0x107 8,2xI0"7 9,9xI10"7 1,0x10® 1,2x105
i warzywa
Gleba 3,7x107  44dA0'® 3,5xI07 4,2x107 9,7x10"7 1,2x10™  1,8x10™  2,2xI0"5
Demnalna
(kontakt z 4,6xI0'10 5,6xI0~u  3,0xI0u 3,6x10“ 7,4xI010 8,9xI0"10 1,7x1010 2,1x10"
gleba i wodg)
Catkowite 1,7x10'® 2,2A0'®
ryzyko

Najwieksze ryzyko zachorowania na nowotwOr istnieje przy narazeniu na

nitro-WWA drogga inhalacyjng oraz pokarmowa,

najmniejsze w przypadku

kontaktu ze skorg. Nalezy zauwazy¢, ze catlkowite ryzyko zachorowania jest

o jeden rzad wieksze w przypadku narazenia na benzo(a)piren.

111.4. ZRODLA NARAZENIA NA NITRO-WWA

111.4.1. Powstawanie nitro-WWA w procesach spalania

Badania nad kancerogennoscig spalin z silnika Diesla w narazeniu inhalacyjnym
szczurow wykazaty, ze faza gazowa (bez frakcji statej) nie jest kancerogenna.
Natomiast wszystkie obowigzujgce badania na szczurach wykazatly dzialanie

kancerogenne fazy statej w stezeniu powyzej 2 mg/m3 [34].

7Ryzyko=q-a d, gdzie
g - wspoiczynnik réwnowaznikowy potencjalnej rakotwoérczosci - wskaznik rakotwdrczosci
ustanowiony przez EPA wynosi 0,1; 0,1; 0,01; oraz 1 odpowiednio dla 1-NP.; 4-NP.; 2-
NF oraz BaP
a - wspotczynnik rakotwdérczosci [mglkg dzien] dla BaP = 1 (przy narazeniu inhalacyjnym
a=3,9; przy narazeniu dermalnym i droga pokarmowag a=12)
d - dawka [mg-kg™-dzieni]
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W spalinach cztero-cylindrowego silnika Diesla wraz z setkami innych
zwigzkoéw organicznych  wykrywane sg: nitrofluoren, nitroantracen,
nitrofluoranten, mono- i dinitropireny i nitrobenzo(a)piren. Liczne badania
potwierdzity obecnos$¢ nitro-WWA w ekstraktach z czgstek spalin Diesla.
Wykryto czasteczki trzy-, cztero- i pieciopierscieniowe [34]. NajczesSciej
wystepujacymi izomerami pirenu, fluorenu i fluorantenu obserwowanymi
w  spalinach z silnika Diesla sa: 1-nitropiren, 2-nitrofluoren
i 3-nitrofluoranten [2]. Zawartos¢ 1-nitropirenu w spalinach z silnika Diesla
wynosita 15-25 mg/kg pylu, podczas gdy benzo(a)piren wystepowat w ilosci
powyzej 50 mg/kg pylu [34]. Badania laboratoryjne powstawania
nitro-WWA ze Zrodel bezposrednich i wtornych  wykazaly, ze
charakterystyczne izomery nitro-WWA tworzg sie w zaleznosci od drogi
powstawania (reakcje fazy gazowej czy spalanie). Przykladem moga by¢
1-nitropiren i 3-nitrofluoranten, ktore sg charakterystycznymi produktami
spalania paliwa w silniku Diesla i nie sg obserwowane w zadnych innych
reakcjach fazy gazowej [4],
Nitrowe pochodne WWA sg waznym czynnikiem decydujgcym podczas
szacowania skutkéw zdrowotnych wynikajacych z narazenia na spaliny
z silnika Diesla [34].
Badania dowodzag [2], ze stezenie 1l1-nitropirenu jest znacznie wieksze
w czastkach spalin z silnika Diesla niz silnika benzynowego, natomiast
poréwnywalne sa stezenia izomeréw: 1,3-dinitropirenu, 1,6-dinitropirenu,
1,8-dinitropirenu w spalinach z obydwu typéw silnikow.
Innymi Zrédtami powstawania nitro-WWA sa [2]:
e spalanie paliwa w silnikach samolotowych, gdzie stwierdzono obecnosc¢
nitro-WWA natomiast nie prowadzono badan okreslajgcych ich stezenia
e emisje ze spalania czynnikéw grzewczych (nafty, gazu opatowego oraz
cieklego gazu ziemnego) do celéw gospodarczych - ogrzewanie
mieszkan, gotowanie. Stwierdzono obecno$¢: 1l1-nitronaftalenu, 2- lub
3-nitrofluorantenu i 1-nitropirenu w powietrzu
e spalanie oleju jadalnego - proces ten jest Zzrédiem powstawania
1-nitropirenu oraz 1,3-dinitropirenu, ktorych stezenia w produktach
spalania wedlug badan przeprowadzonych w Tajwanie w zaleznosci od

rodzaju uzytego oleju wynosza od 0,4 do 3,4 ng/m3
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e palenie papieroséw bedace Zrédiem powstawania 1-nitropirenu,
1 -nitronaftalenu oraz 6-nitrochryzenu
« spalanie koksu jest  Zrdodiem powstawania 3-nitrofenantrenu,

1-nitropirenu, 9-nitroantracenu oraz 3-nitrofenantrenu

111.4.2. Produkcja nitro-WWA na skale przemystowg

Na skale przemystowag [2] produkowany jest 1-nitronaftalen (95 %)
z naftalenu i mieszaniny kwasu azotowego z kwasem siarkowym w temp.
60 °C. Produktami ubocznymi tej reakcji sg 2-nitronaftalen (5 %) oraz ilosci
Sladowe dinitronaftalenu i dinaftolu. Zmiana temperatury tego procesu
powoduje otrzymywanie konkretnych izomeroéw tych zwigzkow
w okreslonych stosunkach wzgledem siebie. Nitronaftaleny sg produkowane
w Niemczech oraz Japonii. W samej Japonii rocznie produkuje sie 1200 ton
dinitronaftalenéw. Komercyjnie nitro-WWA wykorzystuje sie:

e posrednio do produkcji materiatéw wybuchowych

e jako produkt posredni do produkcji fluoryzujacego Srodka

rozjasniajacego i srodkéw fotochemicznych

e do produkcji pigmentow

111.5. PRZEMIANY NITRO-WWA ORAZ ICH MIGRACJA W ROZNYCH
ELEMENTACH SRODOWISKA

WWA oraz nitro-WWA moga migrowa¢ pomiedzy réznymi elementami
sSrodowiska. Migracja ta jest zwigzana z takimi czynnikami jak: sucha lub
mokra depozycja, przenoszenie z wiatrem, parowanie. Migracje WWA oraz
nitro-WWA w réznych elementach Srodowiska przedstawiono na schemacie
3. Narazenie na WWA oraz nitro-WWA jest uzaleznione od ich stezenia

w réznych elementach srodowiska [5].
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Schemat 3. Migracja WWA oraz nitro-WWA w réznych elementach
Srodowiska [5]

Fotoliza nitro-WWA zalezy nie tylko od warunké4w napromieniowania, ale
rowniez od tego czy dany zwigzek wystepuje w fazie gazowej, w roztworze
(w zaleznosci od typu rozpuszczalnika) lub czy jest zwigzany do fazy stalej
lub zaadsorbowany na czgstkach stalych. Produktami rozkiadu nitro-WWA
sa chinony, hydroksynitro-WWA, pochodne fenolowe [35] oraz hydroksy-
WWA. Badania wykazujg, ze produkty rozpadu charakteryzujg sie mniejsza
aktywnos$cig mutagenng niz pierwotne nitro-WWA [2].

Jezeli chodzi o fotolize gazowych nitro-WWA to 1-nitronaftalen ulega
szybciej dysocjacji fotochemicznej (0,5 h) niz 2-nitronaftalen (11 h), ktéry
gtéwnie ulega degradacji pod wptywem rodnikéw hydroksylowych [2].

Czas fotodegradacji nitro-WWA w fazie statej jest zdecydowanie dituzszy niz
dla nitro-WWA w roztworze [2]. Badania roztworu wzorcoéw nitro-WWA
w toluenie poddanych dziataniu swiatta stonecznego przez 12 dni wykazaty,
ze najszybciej rozktadowi uleglty: 3-nitroantracen w temperaturze pokojowej

oraz 7-nitrobenzo(a)piren (w ciagu 24 h), réwniez niestabilne w poréwnaniu
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z innymi nitro-WWA okazaly sie 1-nitropiren (w ciggu 6 dni) oraz
6-nitrochryzen, pozostate zwigzki uleglty rozktadowi jedynie w okoto 40%.
Prébki kontrolne przechowywane w ciemnosci w temperaturze pokojowej
wykazaty nieistotng degradacje [36]. Nitro-WWA zaadsorbowane na
czgstkach statych sag catkow.cie lub czeéciowo odporne na fotolize [1].
Nitro-WWA ulegaja silnej adsorpcji na frakcji organicznej gleb i osadéw [2].
W osadach $ciekowych 2z oczyszczalni $ciekbw w uprzemystowionym
regionie Polski wykryto nitronaftalen, nitrobifenyl, nitrofluoren,
nitronaftalen, nitroantracen, nitrofenantren oraz nitrochinoline [37].
W naturalnie zanieczyszczonych glebach odnotowuje sie najwieksze stezenia
3-nitrofluorantenu (do 271 ng/g) oraz 2-nitrofluorenu (do 107 ng/g)
wykrywane sg roéwniez 1-nitronaftalen, 3-nitrobifenyl i 1-nitropiren
w ilosciach kilku ng/g gleby [38, 39]. tugowanie do wdd podziemnych jest
nieznaczne [2].

Ze wzgledu na wysokie powinowactwo nitro-WWA do fazy organicznej
w poréwnaniu z powinowactwem do wody wykazujg one potencjalng
zdolno$¢ do bioakumulacji [2].

Mimo ze WWA zawierajace dwa do pieciu pierscieni w czasteczce ulegaja
degradacji pod wplywem bakterii, grzyboéw i alg to ich nitrowe pochodne
ulegaja bardzo powolnej degradacji pod wplywem mikroorganizmow
w zwigzku z czym sa trwale w glebach i osadach. Wiasciwosé ta wynika ze
stabej rozpuszczalnosci w wodzie, silnej adsorpcji do fazy organicznej gleby,
charakteru hydrofilowego grupy nitrowej, oraz duzego rozmiaru czgsteczek
nitro-WWwWA [2].

Badania takich produktow zywnosciowych jak: herbata, olej z pestek dyni,
pietruszka oraz wedliny wykazaty obecnos¢ 1 -nitronaftalenu,
2-nitronaftalenu, 2-nitrofluorenu, 9-nitroantracenu oraz 3-nitrofluorantenu
[36]. W oleju z pestek dyni oprécz wymienionych wykryto réwniez
1-nitropiren [40]. 1-nitropiren jest oznaczany w gniewanej kukurydzy,
makreli, wieprzowinie oraz kurczaku (az do 43 ng/g). Odnotowano rowniez
wysokie stezenia 2-nitrofluorenu, 1-nitropirenu oraz 2-nitronaftalenu
w wedzonej zywnosci jak rowniez w owocach i warzywach,

najprawdopodobniej zwigzki te pochodzg z zanieczyszczonego powietrza [2].
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111.6. METODY OZNACZANIA WYBRANYCH NITRO-WWA W POWIETRZU

Metody oznaczania nitro-WWA cytowane w piSmiennictwie zagranicznym
opieraja sie na ekstrakcji tych zwigzkéw z pytu, frakcjonowaniu ekstraktu
réoznymi technikami oraz oznaczaniu nitro-WWA z wykorzystaniem techniki
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detektorem
fluorescencyjnym, oraz technik chromatografii gazowej z detektorem
wychwytu elektronéw (ECD), detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (FID),
detektorem masowym z jonizacjg elektronami (ElI) Ilub detektorem
masowym z negatywnag jonizacjg chemiczng (NICI). Zastosowanie techniki
HPLC z detektorem fluorescencyjnym jest mozliwe po przeksztalceniu nitro-
WWA do ich aminopochodnych, ktére wykazujg silng fluorescencje.
Zestawienie metod oznaczania nitro-WWA zawiera tabela 6.

Holly A. Bamford i wspotautorzy [4] opisali metode frakcjonowania nitro-
WWA z zastosowaniem techniki chromatografii cieczowej. Ekstrakt
dichlorometanowy byt oczyszczany na kolumienkach aminopropylowych
technikg ekstrakcji do fazy stalej (SPE), a nastepnie poddawany
frakcjonowaniu na chromatografie cieczcowym w normalnym ukiadzie faz na
amino/cyjanowej kolumnie, fazg ruchomag byt roztwdr dichlorometanu
w heksanie. Eluent byt kontrolowany poprzez obserwacje chromatogramu
uzyskiwanego z detektora UV dla diugosci fali 254 nm. Frakcje byly
analizowane technikg GC/MS z negatywna jonizacjg chemiczna.

W Polsce opracowano metode oznaczania nitro-WWA [41] w ktorej
zastosowano  technike chromatografii kolumnowej na kolumnach
wypetnionych kwasem krzemowym do wyodrebnienia nitro-WWA
z ekstraktéw dichlorometanowych pylowych zanieczyszczeh powietrza,
a nastepnie nitro-WWA przeksztalcano w pentafluoropropyloamidy. Zwigzki
identyfikowano technikg GC/MS, natomiast iloSciowo oznaczano technikg
chromatografii gazowej z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (FID).
W innej pracy [42] zastosowano technike chromatografii cienkowarstwowej
(TLC) w celu separacji nitro-WWA 2z organicznego ekstraktu. Analize

zwigzkéw przeprowadzono technikg GC/MS.
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Opracowano réwniez metode [43] oznaczania nitro-WWA technika
chromatografii cieczowej w odwréconym ukladzie faz 2z detektorem
fluorescencyjnym. W metodzie tej nitro-WWA byly redukowane do
odpowiednich amin aromatycznych przy uzyciu wodorosiarczku sodu lub
borowodorku sodu/chlorku miedzi, przy czym lepsza wydajnos¢ redukcji
uzyskano dla wodorosiarczku sodu.

Metoda ekstrakcji i frakcjonowania ekstraktéw dichlorometanowych
pytowych zanieczyszczen powietrza na kolumnach wypetnionych zelem
krzemionkowym przy zastosowaniu réznych rozpuszczalnikéw jest czesto
wykorzystywana do badania efektu mutagennego pytdow zawieszonych

w powietrzu [17, 18, 19, 20, 44,].
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Wyszczegdblnione w tabeli metody charakteryzujg sie w gtéwnej mierze
koniecznoscia pobierania duzej objetosci powietrza, najczesciej wymagany
jest 24 godzinny pobdr probki o objetosci przepuszczonego powietrza 1500-
6600 m3, podczas gdy w opracowanej metodzie wystarczajgcym jest pobor
prébki przez okoto 6 godzin, tak aby uzyska¢ objeto$¢ 150-200 m3
pobranego powietrza. Jezeli chodzi o technike ekstrakcji to najczesciej
wykorzystywana jest ekstrakcja w aparacie Soxleta, a stosowanym
rozpuszczalnikiem jest dichlorometan, wykorzystuje sie réwniez ekstrakcje
za pomocag ultradzwiekéw oraz ekstrakcje w stanie nadkrytycznym.
Najczesciej stosowanymi rozpuszczalnikami sg: benzen, metanol, etanol,
toluen, uzywane pojedynczo jak réwniez w mieszaninach w réznych
stosunkach objetosciowych oraz w réznej ilosci.

W pracach przegladowych zaleca sie [16] stosowanie ekstrakcji w stanie
nadkrytycznym mieszaning C0Z/toluen, ktéra moze zastgpi¢ réwnoczesnie
etap oczyszczania probki jak réwniez frakcjonowania. Jest to mozliwe, jezeli
w poczatkowym etapie ekstrakcji zastosuje sie tylko fluid nadkrytyczny C02
w celu wyizolowania niepolarnych weglowodoréow alifatycznych, a w drugim
etapie zastosowana zostanie mieszanina CO” toluen w celu ekstrakcji
nitrowych i tlenowych pochodnych WWA. Ograniczeniem w zastosowaniu tej
techniki jest jej wysoki koszt jak rowniez wymaga ona posiadania
doswiadczenia w tego typu technice analitycznej. Podobnie jest
w przypadku wysokosprawnej chromatografii cieczowej, ktora jest czesto
stosowang i polecang technikga na etapie frakcjonowania proébki.
Frakcjonowanie prébki na kolumnach wypeitnionych zelem krzemionkowym,
gdzie uzyskuje sie rozdzial co najmniej czterech frakcji i stosuje sie
rozpuszczalniki o podobnej polarnosci, jest najczesciej stosowane we
frakcjonowaniu ekstraktéw pytowych zanieczyszczenn powietrza w celu
oszacowania efektu mutagennego poszczegoélnych frakcji natomiast rzadko
oznacza sie stezenia poszczegoélnych zwigzkow w wyizolowanych frakcjach.
Nitrowe pochodne WWA mogq by¢ oznaczane za pomocg réznych technik
chromatograficznych. Zastosowanie wysokosprawnej chromatografii
cieczowej HPLC wyposazonej w detektor fluorescencyjny,
chemiluminescencyjny czy tez elektrochemiczny wymaga przeksztaicenia

nitro-WWA w ich aminowe pochodne. W przypadku detektora
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chemiluminescencyjnego redukcja taka nastepuje przed (off-line) Ilub
w trakcie (on-line) analizy chromatograficznej. Oznaczanie nitro-WWA
technikg HPLC czesto wymaga oczyszczania probki. Na etapach
oczyszczania probki oraz przeksztalcania nitro-WWA w ich pochodne moga
nastepowaé powazne straty.

Wiele z opisywanych metod oznaczania nitro-WWA opartych jest na technice
chromatografii gazowej wyposazonej w detektor wychwytu elektronéw
(ECD) Ilub detektor ptomieniowo-jonizacyjny (FID). Techniki te wymagaja
przeksztatcania nitro-WWA w ich fluorkowe pochodne i charakteryzuja sie
gorszg granicg oznaczalnosci w poréwnaniu do chromatografii gazowej
sprzezonej z detektorem mas (GC/MS). Zarowno technika GC/MS
Z jonizacja elektronami (El) jak i technika GC/MS z negatywna jonizacja
chemiczng (NICI) pozwalaja na oznaczanie nitro-WWA w ich pierwotnej
postaci bez koniecznosSci przeksztalcania w ich pochodne. Oczywiscie
chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometria mas z negatywng
jonizacjg chemiczng charakteryzuje sie bardzo dobrg granicag oznaczalnosci
- nawet 0,1 pg/m3 ale jest to aparatura bardzo kosztowna i rzadko
dostepna w laboratorium analitycznym. Technika GC/MS 2z jonizacjg
elektronami (El) wydaje sie najlepszg alternatywng technika oznaczania
nitro-WWA w ich pierwotnej postaci i dla niskich stezen tych zwigkdw

w powietrzu atmosferycznym.

29



Czes¢ doswiadczalna

1V. CZESC DOSWIADCZALNA

IV.1. WLASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE | TOKSYKOLOGICZNE
WYBRANYCH DO ANALIZ NITRO-WWA

Na podstawie danych z piSmiennictwa dokonano wyboru nitrowych
pochodnych WWA bedacych najczestszym komponentem zanieczyszczen
powietrza i obecnych w spalinach z silnika Diesla [1, 2, 4, 5, 15, 28, 34, 40,
47, 48, 49; 41, 42, 43, 45, 46, 53].

Ponizej przedstawiono wzory strukturalne wybranych do analiz mono-
i dinitro-WWA. Wiasciwosci fizykochemiczne zwigzkéw sg zebrane w tabeli 1

pkt I1l. 1 w czesci teoretycznej.

I-nitropiren 9-nitroantracen 2-nitrofluoren
imo2
1-nitronaftalen 6-nitrochryzen 3-nitrofluoranten
1,3-dinitropiren 1,6-dinitropiren 1,8-dinitropiren
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1V.1.1. ROZPUSZCZALNOSC NITRO-WWA

Wedtug danych literaturowych [2, 5, 6, 7] poszczegdlne nitrowe pochodne

WWA rozpuszczajg sie w nastepujgcych rozpuszczalnikach organicznych:

1-nitronaftalen metanol, cykloheksan, chloroform, eter, alkohol, benzen
dwusiarczek wegla, benzen, pirydyna, dichlorometan

9-nitroantracen metanol, dichlorometan

2 -nitrofluoren metanol, cykloheksan

1 -nitropiren dichlorometan, metanol, cykloheksan

6-nitrochryzen metanol, dichlorometan

3-nitrofluoranten metanol, cykloheksan, dichlorometan

1,3-dinitropiren dichlorometan, metanol, cykloheksan

1,6-dinitropiren dichlorometan, toluen

1,8-dinitropiren dichlorometan, cykloheksan

Wybrano cztery rozpuszczalniki organiczne, w ktérych sprawdzono
rozpuszczalnos¢ pochodnych nitrowych WWA doswiadczalnie rozpuszczajgc
niewielkg ilo$¢ pojedynczych zwigzkéw (kilka krysztatkbw) w 2 ml
rozpuszczalnika w temp. 25°C, sprawdzano rowniez efektywnosé
rozpuszczalnosci pod wptywem ultradzwiekéw. Wyniki tych eksperymentéow

przedstawiono w tabeli 7.

Tabela 7. Rozpuszczalno$¢ badanych nitrowych pochodnych WWA
w wybranych rozpuszczalnikach organicznych
(™ -catkowicie rozpuszczalny)

Ne_xzwa metanol cykloheksan dichloro- dwusiarczek
zwigzku metan wegla

1 -nitronaftalen

9-nitroantracen S

2-nitrofluoren \

1 -nitropiren

6-nitrochryzen s**

3-nitrofluoranten S

1,3-dinitropiren s
] o

1,6-dinitropiren

1,8-dinitropiren

** rozpuszczane za pomoca ultradzwiekow
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Najlepsza rozpuszczalno$¢ badane zwigzki wykazaly w dichlorometanie,
jednakze ze wzgledu na gwaltowne odparowywanie tego rozpuszczalnika
przy dozowaniu split/splitless byt on nieodpowiedni do sporzadzenia
mieszanin. Zatem nitrowe pochodne WWA zostaly rozpuszczone

w cykloheksanie poddajgc je dziataniu ultradzwiekéw przez okoto 15 min.

1V.2. APARATURA | ODCZYNNIKI

1V.2.1. Aparatura i drobny sprzet laboratoryjny

a) waga elektroniczna, analityczna Sartorius z doktadnoscig wazenia 0,01 mg

b) chromatograf gazowy firmy Hewlett-Packard 5890 Seria Il Plus
z detektorem masowym 5972A

¢) kolumna chromatograficzna: kolumna kapilarna HP-5 MS; o dlugosci
30m, Srednicy 0.25 mm o grubosci filmu 0.25 pm, Agilent Technology

d) chromatograf cieczowy HP 1090 firmy Hewlett-Packard z detektorem
fluorescencyjnym 1046 A

e) kolumna chromatograficzna typu C-18 (Baker)

f) prézniowa wyparka obrotowa IGNOS RVO 400 z pompa prézniowg
membranowg VM-20-D

g) taznia ultradzwiekowa 220 V, 50 Hz, Unimasz UM-4

h) mikrostrzykawki HAMILTON o pojemnosci 500 pl; 100 pi; 10 pl; 5pl; Ipl;
0,5pl;

i) pompa ssgca umozliwiajgca pobranie powietrza ze staltym przeptywem
0,5-1 m3¥min staplex model TFIA-2, USA

j) laboratoryjne ptaszcze grzejne (Olejniczak) z regulatorami mocy (Barel
dla POCh)

k) aparaty wg Soxleta z kolbkami na 100 ml, Wytwdrnia Przyrzadow
Laboratoryjnych w Gliwicach

) grzebien metalowy do odparowywania

m) kolbki 10 ml, 100 mi

n) fiolki 20 mi

0) kolumny szklane do frakcjonowania 200x20 mm, spiek GI, Wytwdrnia
Przyrzaddéw Laboratoryjnych w Gliwicach

p) suszarka SML 32/250

q) kapsle i fiolki (Iml), Agilent Technologies
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1V.2.2. Materiaty i odczynniki

woda destylowana dejonizowana, MilliQ Plus, Milipore

zel krzemionkowy 60, Srednica czastek 0,063-0,200 mm, Merck

saczki z widkna szklanego o $rednicy poréw 1,6 jyn Whatman GF/A,
POCh

gilzy ekstrakcyjne 25x80 mm, POCh

azot o czystosci N5.0 z atestem jakosci: wolny od tlenkéw azotu,
BOC Gazy Sp. z o.o.

hel czysty N5.0 z certyfikatem zgodnos$ci, BOC Gazy Sp. z o.0.
dichlorometan do HPLC, Baker

cykloheksan do HPLC, POCh

metanol do HPLC, Baker

acetonitryl gradient grade do chromatografii, Merck

certyfikowany materiat odniesienia SRM 1587 - nitrowe pochodne
wielopierscieniowych  weglowodoréw aromatycznych w  metanolu,
National Institute of Standards and Technology, USA

certyfikowany material odniesienia SRM 1975 Diesel Particulate Extract,

National Institute of Standards and Technology, USA

m) suche wzorce nitrowych pochodnych WWA:

n)

- 1-nitropiren 99%o, Aldrich
- 2-nitrofluoren 98%, Aldrich
- 1-nitronaftalen 99%, Aldrich
6-nitrochryzen 95%, Aldrich
- 9-nitroantracen 97%, Aldrich
3-nitrofluoranten 90%, Aldrich
- 1,3-dinitropiren 99%, Aldrich
1,6-dinitropiren 60%, Sigma
1,8-dinitropiren 98%, Aldrich
wzorzec mieszaniny WWA w dichlorometanie; PAH Mixture PM 610,

Baker-Eurokolor
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1V.3. PRZYGOTOWANIE ROZTWOROW WZORCOWYCH

1V.3.1. Przygotowanie roztwordow wzorcowych mononitrowych
pochodnych WWA

1V.3.1.1. Roztwdr wzorcowy podstawowy poszczegodlnych
mononitro-WWA

Sporzadzono roztwory wzorcowe podstawowe pojedynczych zwigzkéw
0 stezeniu 0,2 mg/ml dla kazdej pochodnej nitrowej WWA wybranej do
badan poprzez odwazenie 2 mg zwigzku do kolby pomiarowej o pojemnosci
10 ml oraz uzupetnienie jej do potowy objetosci cykloheksanem wytrzasanie
1 poddanie dziataniu ultradZzwiekéw, a nastepnie po catkowitym
rozpuszczeniu uzupeitnienie do kreski cykloheksanem. W celu uzyskania
informacji o czasie retencji, widmie kazdego ze zwigzkéw oraz o jonach
charakterystycznych przygotowano roztwory wzorcowe posrednie
poszczegblnych zwigzkéw o stezeniu 0,02 mg/ml i poddano je analizie

chromatograficznej. Uzyskane w ten spos6b dane zebrano w tabeli 8.

1V.3.1.2. Roztwdr wzorcowy posredni mieszaniny mononitro-WWwWA

Przygotowano roztwdr wzorcowy posredni mieszaniny mononitrowych
pochodnych WWA o stezeniu 0,02 mg/ml poprzez odmierzenie objetosci
100 nd z kazdego z roztworéw podstawowych badanych zwigzkéw do fiolki
0 pojemnosci 1 ml, odparowanie rozpuszczalnika w atmosferze azotu, oraz
rozpuszczenie suchej pozostatosci w 1 ml cykloheksanu za pomocg

ultradzwiekow.

1V.3.1.3. Roztwory wzorcowe robocze mieszaniny mononitro-WWA
W celu przygotowania roztworéw wzorcowych roboczych odmierzono do
szesciu fiolek o objetosci 1 ml kolejno nastepujace objetosci roztworu
wzorcowego posredniego mieszaniny: 100; 50; 25; 10; 5; oraz 2,5 it oraz
dopetniono cykloheksanem do kreski, wymieszano i ekstrahowano okoto
1 minuty w myjce ultradZzwiekowej. Zawarto$¢ nitrowych pochodnych WWA
w 1 ml tak przygotowanego roztworu wynosita: 2; 1; 0,5; 0,2; 0,1;
0,05 (.ig/ml. Tak przygotowane roztwory badano chromatograficznie wediug
pkt 1V.6.2. Sporzgadzono krzywe wzorcowe robocze dla poszczegdélnych

zwigzkow.
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1V.3.2. Przygotowanie roztwordw wzorcowych dinitrowych
pochodnych WWA

1V.3.2.1. Roztwdr wzorcowy podstawowy poszczegodlnych
dinitro-WWA

Sporzadzono roztwory wzorcowe podstawowe pojedynczych zwigzkow
dinitropochodnych WWA o0 stezeniu 1 mg/ml dla kazdej pochodnej
dinitrowej WWA wybranej do badan poprzez odwazenie 1 mg zwigzku do
fiolki o pojemnosci 1 ml oraz uzupetnieniu jej do kreski cykloheksanem
wytrzgsaniu i poddaniu dzialaniu ultradzwiekdbw. W celu uzyskania
informacji o czasie retencji, widmie kazdego ze zwigzkéw oraz o jonach
charakterystycznych przygotowano roztwory wzorcowe posrednie o stezeniu
0,02 mg/ml dla kazdego z analizowanych zwigzkéw i poddano je analizie

chromatograficznej. Uzyskane w ten spos6b dane zebrano w tabeli 8.

1V.3.2.2. RoztwdOr wzorcowy posredni mieszaniny dinitro-WWA
Przygotowano roztwdr wzorcowy posredni mieszaniny dinitrowych
pochodnych WWA o stezeniu 0,02 mg/ml poprzez odmierzenie objetosci
20 pi z kazdego z roztworéw podstawowych badanych zwigzkéw do fiolki
o pojemnosci 1 ml, odparowaniu rozpuszczalnika w atmosferze azotu, oraz
rozpuszczeniu suchej pozostatosci w 1 ml cykloheksanu za pomocag

ultradzwiekow.

1V.3.2.3. Roztwory wzorcowe robocze mieszaniny dinitro-WWA
W celu przygotowania roztworéw wzorcowych roboczych odmierzono do
pieciu fiolek o objetosci 1 ml kolejno nastepujgce objetosci roztworu
wzorcowego posredniego mieszaniny: 100; 50; 25; 10 oraz 5 pl oraz
dopetniono cykloheksanem do kreski, wymieszano i ekstrahowano w myjce
ultradzwiekowej przez okoto 1 minute. Zawartos¢ dinitrowych pochodnych
WWA w 1 ml tak przygotowanego roztworu wynosita: 2; 1; 0,5; 0,2;
0,1 pg/ml. Tak przygotowane roztwory badano chromatograficznie wedilug
pkt 1V.6.2.

Sporzadzono krzywe wzorcowe robocze dinitrowych pochodnych WWA.
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IV.4. METODYKA POBIERANIA PROBEK POWIETRZA

Celem zalozonym na etapie pobierania probki, bylo wyznaczenie takiej ilosci
pobranego pylu by byl on wystarczajagcy do oznaczenia nitro-WWA
opracowana metoda.

Prébki pobierano na filtr z wldkna szklanego wg pkt 1V.2.2.ej o Srednicy
11 cm za pomocg pompy ssacej Staplex wg pkt 1V.2.1.i) umozliwiajacej
pobranie powietrza ze statym przeptywem 0,4-0,5 m3¥min. Przecietny czas
pobierania prébki wynosit 6 godzin, a objeto$¢ pobranego w tych warunkach
powietrza wynosita 150-190 m3. Rysunek 1 przedstawia saczek z pobrang
probka pytu z powietrza.

Inne metody wymagaja pobierania prébki o objetosci okoto 1500 m3 przez

24 godziny [15, 45, 49].

Rysunek 1. Sgczek z pobrang prébka pytu z powietrza

Saczki z pobranymi prébkami pytlu byly zabezpieczane przed dostepem
Swiatta przez zawiniecie w folie aluminiowa oraz przechowywane

w zamrazarce do czasu analizy proébki.
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IV.5. PRZYGOTOWANIE PROBEK DO ANALIZY CHROMATOGRAFICZNEJ
W niniejszej pracy wykorzystano technike frakcjonowania ekstraktow
dichlorometanowych pylowych zanieczyszczen powietrza na kolumnach
wypetnionych zelem krzemionkowym do iloSciowych oznaczern zwigzkéw
organicznych w poszczegoélnych frakcjach. Opracowano metode ekstrakcji
probek oraz frakcjonowania ekstraktu na podstawie metod [20, 49 i inne]
badania efektu mutagennego pytéw zawieszonych w powietrzu. Na etapie
przygotowania probki wprowadzono zasadnicze zmiany dotyczace doboru
odpowiedniej ilosci rozpuszczalnikéw, zmieniono sposéb odparowywania
prébki, zastosowano inne kolumny do frakcjonowania i zmodyfikowano
sposob suszenia zelu krzemionkowego.

Opracowano parametry chromatograficzne oznaczania mieszaniny
nitro-WWA technika chromatografii gazowej ze spektrometria mas tak aby
uzyska¢ wyrazny rozdziat poszczeg6lnych zwigzkéw przy mozliwie krétkim

czasie analizy.

I1V.5.1. Ekstrakcja
Prébka o okresSlonej w pkt IV.4. masie pylu byla umieszczana w gilzie,
a nastepnie w aparacie Soxleta. Rozpuszczalnikiem uzywanym w ekstrakcji
byt dichlorometan (DCM). Ekstrakcje przeprowadzano w 100 ml
dichlorometanu przez 9 h. Masa ekstrahowanego pylu wynosita $rednio
50 mg w zwigzku z czym taka objeto$¢ rozpuszczalnika byta wystarczajgca.
Czas ekstrakcji zostal wyznaczony eksperymentalnie, najwiekszga wydajnoscé
ekstrakcji uzyskano w czasie 8-9 godzin, dalsze wydluzanie tego etapu nie
miato wplywu na wydajnos¢. Ekstrakt odparowywano do objetosci 1 mi
w wyparce prozniowej pod cisnieniem 450 hPa w {azni wodnej
o temperaturze 40 °C.
Ekstrakt finalny przechowywano w fiolkach w temp. 4 °C w ciemnosci do

momentu frakcjonowania.
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1V.5.2. Frakcjonowanie

Ekstrakt surowy frakcjonowano na kolumnach szklanych wypetnionych
zelem krzemionkowym. Ze wzgledu na matla mase pylu zastosowano
kolumny do frakcjonowania o wysokosci 20 cm. Zel krzemionkowy suszono
w temp. 150 °C przez 16 h a nastepnie dezaktywowano wodg destylowang
(w stosunku 90 g zelu + 10 g wody). Kolumny napetniano zelem
krzemionkowym do wysokosci 12 cm. Kolumne kondycjonowano 25 mi
cykloheksanu przed zastosowaniem. Zatezony ekstrakt surowy nanoszono
na czoto kolumny.

Pie¢ kolejnych frakcji zbierano nastepujgco:

Frakcja | weglowodory alifatyczne wymywane 20 ml cykloheksanu
- Frakcja Il WWA wymywane 50 ml cykloheksanu, a nastepnie 30 ml
25 % roztworu dichlorometanu w cykloheksanie
Frakcja 111 nitro-WWA wymywane 20 ml dichlorometanu
Frakcja 1V dinitro-WWA wymywane 10 ml dichlorometanu
- Frakcja V zwigzki polarne wymywane 30 ml metanolu
Frakcje 1 i Il odparowywano do sucha w wyparce prézniowej pod cisnieniem
550 hPa w tazni wodnej o temperaturze 60 °C, natomiast frakcje 111 i IV pod

cisnieniem 450 hPa w tazni wodnej o temperaturze 40 °C. Suchag

pozostato$¢ kazdej z frakcji rozpuszczano w 1 ml cykloheksanu.

IV.6. OZNACZANIE WWA I NITRO-WWA

IV.6.1. Oznaczanie WWA technikg chromatografii cieczowej z

detekcjg fluorescencyjng

WWA wchodzace w skiad Il frakcji oznaczano technikg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z wykorzystaniem chromatografu cieczowego HP
1090 firmy Hewlett-Packard z detektorem fluorescencyjnym 1046 A.
Suchag pozostatos¢ frakcji Il zalewano 1 ml acetonitrylu i poddawano analizie
chromatograficznej.
Warunki pracy chromatografu cieczowego:

rozdziat na kolumnie chromatograficznej C-18
- elucja gradientowa acetonitryl/woda
- temp. kolumny: 30 °C

czas trwania analizy: 45 minut

- przeptyw fazy ruchomej: 0,5 ml/minute
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I1V.6.2. Oznaczanie nitro-WWA technikg chromatografii gazowej
z detekcjg mas
Nitro oraz dinitro-WWA (frakcja Ill i 1V) oznaczano z zastosowaniem
chromatografu gazowego firmy Hewlett-Packard 5890 Seria Il Plus
z detektorem mas 5972A z jonizacja elektronami (El) oraz z nastepujgcym
wyposazeniem:
- dozownik split/splitless
- gaz noSmy - hel
biblioteka widm masowych Wiley Library (138 000 widm)
Analiza roztworéw wzorcowych posrednich pojedynczych zwigzkéw oraz
poréwnanie ich z bibliotekg widm masowych Wiley'a pozwolita na
wyznaczenie jonow charakterystycznych oraz czasdow retencji zebranych
w tabeli 8.
Na podstawie analiz roztworow wzorcowych posrednich mieszanin mono
i dinitro-WWA przygotowanych wg pkt. 1V.3.1.2 oraz 1V.3.2.2. opracowano
program temperaturowy dla kolumny chromatograficznej pozwalajacy na
rozdziat zwigzkéw wchodzacych w skiad badanej mieszaniny, wyznaczono
predkos¢ liniowg gazu nosnego, temperature dozownika i detektora,
objetos¢ nastrzyku.
Ponizej przedstawiono wyznaczone doswiadczalnie warunki
chromatograficzne:
- stosowana kolumna kapilarna HP-5 MS; 30mx0.25nmx0.25pm
- gaz nosny: hel,
predkos¢ liniowa gazu nosnego: 35 cm/sek,
przeptyw gazu nosnego: 0,85 ml/min
- regulacja cisnienia EPC, program:
35 psi (0.5 minuty) - 20 psi/minute - 18 psi
program temperaturowy kolumny chromatograficznej:
50 °C przez 2 minuty
przyrost temperatury 10°C/minute do 280°C
- temperatura dozownika: 290 °C
- temperatura detektora: 280 °C
objetos¢ nastrzyku: Ipl splitless
czas przelaczenia zaworu PURGE: 2 min

- czas analizy: 40 minut

39



Czes¢ doswiadczalna

Analizy roztworéw wzorcowych posrednich mieszanin mono i dinitrowych
pochodnych WWA wedtug opracowanych parametréw chromatograficznych
pozwolity na uzyskanie zadawalajgcej selektywnosci metody opisanej
w rozdziale ,Elementy walidacji metody oznaczania nitrowych pochodnych
WWA" w punkcie 1V.11.5. Dane byty zbierane poprzez ,przemiatanie" (scan)
oraz czulszym sposobem wykrywania wybranych jonéw (SIM) [54].

Rysunki 2 i 3 przedstawiajg chromatogramy mieszaniny mono i dinitro-WWA
z odpowiadajgcymi kazdemu zwigzkowi jonami kwalifikujgcymi.
6-nitrochryzen dawat staby sygnat dla niskich stezen, a granica jego
oznaczalnosci wynosita 7 ng/m3. Poniewaz zwigzek ten wystepuje

w Srodowisku w nizszych stezeniach zostat on wykluczony z dalszych analiz.

Tabela. 8. Czasy retencji oraz jony charakterystyczne badanych zwigzkéw

L.p. Nazwa zwigzku Czas" Masa QOn Jony
retencji czagst. gtbwny charakterystyczne
1 1 -nitronaftalen 15,57 173,17 115 127 173 126
2. 2-nitrofluoren 21,17 211,22 165 211 164 163
3. 9-nitroantracen 21,49 223,23 223 176 177 165
4. 3-nitrofLuoranten 25,10 247,26 247 200 217 189
5. 1 -nitropiren 25,69 247,26 247 201 200 189
6. 6-nitrochryzen 28,77 273,3 273 226 215 227
7. 1,3-dinitropiren 29,44 292,25 292 200 - -
8. 1,6-dinitropiren 30,28 292,25 292 200
o. 1,8-dinitropiren 30,91 292,25 292 200 - -
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Rysunek 2. Chromatogram mononitrowych pochodnych WWA wraz z jonami

charakterystycznymi dla tych zwigzkow
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Rysunek 3. Chromatogram dinitrowych pochodnych WWA wraz z jonami
charakterystycznymi dla tych zwigzkéw
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IV.7. PRZYGOTOWANIE KRZYWEJ KALIBRACYJNEJ

Z roztworéw wzorcowych roboczych mieszanin mono i dinitro-WWA wg pkt.

IV.3.1.3. oraz 1V.3.2.3. oraz mieszaniny WWA PM 610 przygotowano serie

wzorcow na sgczkach Whatman o nastepujacych stezeniach kazdego

ze zwigzkéw 1,0; 0,5; 0,2; 0,1; 0,058; oraz 0,028 pg/ml.

Punkty do krzywej kalibracyjnej przygotowano w nastepujacy sposob:

- stezenie 1,0 pg/ml - na saczek naniesiono 50 pl wzorca WWA; 50 fil
roztworu wzorcowego posredniego nitro-WWA; 50 pi roztworu
wzorcowego posredniego dinitro-WWA;

- stezenie 0,5 pg/ml - na sgczek naniesiono 25 pl wzorca WWA; 25 pl
roztworu wzorcowego posredniego nitro-WWA; 25 pl roztworu
wzorcowego posredniego dinitro-WWA;

- stezenie 0,2 pg/ml - na saczek naniesiono 10 pl wzorca WWA; 10 pl
roztworu  wzorcowego posredniego nitro-WwWA; 10 pl roztworu
wzorcowego posredniego dinitro-WWA;

- stezenie 0,1 pg/ml - na saczek naniesiono 5 pl wzorca WWA; 5 pl
roztworu wzorcowego posredniego  nitro-WWA; 5 pl roztworu
wzorcowego posredniego dinitro-WWA;

- stezenie 0,05 pg/ml - na sgaczek naniesiono 2,5 pl wzorca WWA; 2,5 pl
roztworu wzorcowego posredniego nitro-WWA;

- stezenie 0,02 pg/ml - na sgczek naniesiono 1 pl wzorca WWA; 1 pl

roztworu wzorcowego posredniego nitro-WWA;

Przygotowano szes$¢ czystych sgczkéw - probek Slepych. Tak przygotowane
saczki umieszczono w gilzach ekstrakcyjnych i przeprowadzono ich
ekstrakcje, nastepnie ekstrakty rozfrakcjonowano, suche ekstrakty
rozpuszczono w 1 ml cykloheksanu, a poszczegélne frakcje analizowano
technika chromatografii cieczowej oraz chromatografii gazowej GC/MS.
Postepowano zgodnie z opracowang metodyka opisang w rozdziatach 1V.5
i IV.6.

Sporzadzono krzywe wzorcowe, ktére zamieszczono w punkcie 1V.11.1.
rozdzialu ,Elementy walidacji metody oznaczania nitrowych pochodnych

WWA".

8za wyjatkiem dinitro-WWA, poniewaz stezenia 0,02 oraz 0,05 sa ponizej oznaczalnosci tych zwiazkéw
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1V.7.1. Analiza Slepych prébek

Wyniki uzyskane na podstawie analizy probek Slepych zawiera tabela 9,
natomiast rysunek 4 przedstawia przykiadowy chromatogram probki Slepej.
w przypadku 3-nitrofluorantenu stwierdzono obecnos¢ sygnatu
analitycznego o S$redniej powierzchni pod pikiem wynoszacej 3365 u.j.p.
w czasie retencji odpowiadajgagcym prébce wzorcowej tego zwiazku.

Powierzchnia ta zostala uwzgledniona w dalszej procedurze analitycznej.

Tabela 9. Wyniki analizy probek Slepych

Pole powierzchni pod pikiem

L.p. Nazwa zwigzku re(iéiiji w probce Slepej [u.j.pl
1 2 3 4 5 6
1. 1-nitronaftalen 15.57 . . . -
2. 2-nitrofluoren 21.17
3 9-nitroantracen 21.49 - - - - - -
4, 3-nitrofluoranten 25.10 3452 3986 2840 3128 3421 -
5. 1 -nitropiren 25.69 - . - - -
6.  6-nitrochryzen 28.77 - -
7. 1,3-dinitropiren 29.
8. 1,6-dinitropiren 30.28
9. 1,8-dinitropiren 30.91
Abundance TICH 1D

Rysunek 4. Przyktadowy chromatogram proébki Slepej
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1IV.8. SPRAWDZENIE POPRAWNOSCI OPRACOWANEJ METODY
FRAKCJONOWANIA

W celu sprawdzenia poprawnosci opracowanego etapu frakcjonowania

prébki analizowano chromatograficznie kazdg z frakcji pod katem obecnosci

poszczegdlnych grup zwigzkéw we frakcjach innych niz spodziewane. Do

analizy wybrano préobki o stezeniach wyjsciowych WWA, mononitro-WWA

oraz dinitro-WWA: 1; 0,2; 0,05 pg/ml. Pod tym katem szczegdétowo rowniez

przeanalizowano kilka prébek Srodowiskowych. Na podstawie

przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze:

< we frakcji | wystepowaty oprécz weglowodoréw alifatycznych niewielkie
iloéci WWA stanowigce od 0 do 8% catkowitej masy proébki

= we frakcji Il wystepowaly wytacznie zwigzki z grupy WWA

< we frakcji Il wystepowaly zwigzki wytgcznie z grupy mononitrowych
pochodnych WWA

 we frakcji IV wystepowaly zwiazki wytgcznie 2z grupy dinitrowych
pochodnych WWA

< we frakcji V stwierdzono obecnos¢ mononitrowych pochodnych WWA

w ilosciach ponizej lub na granicy oznaczalnosci metody.
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IV.9. SCHEMAT BLOKOWY OPRACOWANEJ METODY PRZYGOTOWANIA
PROBEK DO OZNACZANIA NITRO-WWA

50 mg pytu

J

Ekstrakcjaw aparacie Soshleta
[OO mIDCM

Odparowanie

Frakcjonowar.ie

foi foi fol foi foi
Frakcja | Frakcja 11 Frakcja Il Frakcja IV Frakcja Vv
Wegl. alifatyczne VVVVA Nitro-WWA dinitro-WWA Zwiazki polarne

Schemat 4. Schemat blokowy opracowanej metody przygotowania prébek
do oznaczania nitro-WWA ze wskazaniem elementow,
w ktérych wprowadzono zmiany w stosunku do metod znanych
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IV. 10. TESTY MUTAGENNOSCI WYBRANYCH PROBEK

Wiasciwosci rakotworcze zwigzkéw lub mieszanin mogg by¢é zbadane
poprzez zastosowanie kréotkoterminowych testéw z zakresu toksykologii
genetycznej. Testy takie pozwalajg stwierdzi¢ uszkodzenie lub mutacje
w DNA co jest podstawowym zjawiskiem w procesie kancerogenezy.
Bakteryjny test Salmonella (test Amesa), ktéry zostal wykorzystany
W niniejszej pracy, jest bardzo dobrze przebadanym i szeroko stosowanym
testem in vitro do oceny aktywnosci mutagennej ekstraktow z pytow
miejskich [18, 55].

W niniejszej pracy przebadano witasciwosci mutagenne dwéch frakcji jednej
prébki pobranej w centrum miasta, w ktérych oznaczono stezenia WWA
oraz ich pochodnych nitrowych. Badania przeprowadzono w Zakladzie
Toksykologii Genetycznej IMPiZS. Suche ekstrakty frakcji Il i 11l zostaty
rozpuszczone w dimetylosulfotlenku (DMSO). Przy pomocy szczepu bakterii
TA98, przebadano dwie dawki odpowiadajace 2,5 oraz 5,0 m3 pobranego
powietrza. Badanie przeprowadzono w dwdoch wariantach: bez (-S9) i po
zastosowaniu aktywacji metabolicznej (+S9) oraz w jednym powtérzeniu.
Obliczano liczbe rewertantéw indukowanych przez testowang substancje dla
dawki odpowiadajacej 1 m3 przefiltrowanego powietrza. Termin rewertanty
oznacza liczbe kolonii bakterii u ktérych doszio do rewersji (odwrdcenia)
mutacji pierwotnej, mutacje indukowane powstaja w nastepstwie dziatania
na drobnoustroje czynnikami mutagennymi [18, 68]. Wszystkie ptytki
inkubowano w temp. +37°C, a kolonie rewertantéw liczono po uptywie 48

godzin.
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V. 11. ELEMENTY WALIDACJI METODY OZNACZANIA NITROWYCH
POCHODNYCH WWA
IV. 11.1. Liniowos¢, czutos¢ oraz zakres pomiarowy

Metoda jest liniowa dla takiego przedzialu zawartosci analitu w ktérym
odpowiedz z wurzadzenia pomiarowego jest proporcjonalna do jego

zawartosci. Zaleznos¢ te przedstawia rownanie krzywej kalibracyjnej [56]:

y=b-x+a 1)
gdzie:
Yy -sygnat analityczny wzorca
X -stezenie wzorca
b -wspoiczynnik nachylenia
a -wspotczynnik przesuniecia

Liniowos¢ charakteryzowana jest wartoscia wspotczynnika korelacji

obliczanego na podstawie réwnania [56]:

-y) 7)

-Srednia stezen skali wzorcow
-Srednia sygnalow analitycznych skali wzorcéw

X
y

Z liniowoscigbezposrednio zwigzane jestpojecieczutosci, ktéra okresla
w jakimstopniu niewielkazmiana stezenia analitu spowoduje Zmiane
w sygnale urzadzenia pomiarowego. Czuto$¢ metody jest okreslona przez
wartos¢ wspotczynnika kierunkowego (b) krzywej kalibracyjnej [56] i dla
badanej metody analitycznej oznaczania nitrowych pochodnych WWA jest

ona przedstawiona w tabeli 11.

Krzywa kalibracyjna opisywanej metodyki analitycznej obejmowata zakres
0,02 - 1,00 ng/ml mononitro-WWA oraz 0,1-1,0 ng/ml dinitro-WWA. Punkty
kalibracyjne do krzywej wzorcowej przygotowano poprzez naniesienie
mieszanin mono- i dinitrowych pochodnych WWA na saczek wediug pkt.
IV.2.2.c oraz ekstrakcje, frakcjonowanie i oznaczanie zwigzkéw zgodnie
z pkt. 1V.5.1., IV.5.2. oraz IV.6. Wykonywano trzy oznaczenia dla kazdego
stezenia, uzyskane w ten spos6b trzy pola powierzchni pikéw
chromatograficznych usredniono. Rownania krzywych kalibracyjnych oraz
wspotczynniki determinacji poszczegdlnych zwigzkéw przedstawiono na

rysunku 5.

48



Czes¢ doswiadczalna

Krzywe wzorcowa 2-iutrofluoremi

stezenie wzorca [ug/ml]

Krzywa wzorcowa 9-nitroantracenu Krzywe wzorcowa 3-mtrofluorantenu

stezenie wzorca [ug/m 1] stezenie wzorca [ug/m 1]

Krzywa wzorcowa 1,3-danitroptrenu
Krzywa wzorcowe I-nitroptranu

stezenie wzorca [ug/m 1] stezenie wzorca [ug/m I]

Krzywa wzorcowa 1,6-amitropkenii Krzywa wzorcowa 1,8-dinitropirenu

1,66+03
12E+03  y

1,46+03

g, 1.0E+03

%,v L § 1.26+03

¢ B 8.0E+02 1 S I,DE+03

_th

r, i, 8.0E+02
0 6.0E+02 *x

§ I 6,0E+02

. e 4,06+02 mg
8f'J 0 -C 4.06+02
2.0E+02 2.06402
0.0E+00 zag— 0.0E+00
O 0.25

0.25

stezenie wzorca [ug/m I]) stezenie wzorca [ug/m I]

Ry _inek 5. Kr nywe kaiibracyjne i rownania regresji oznaczanych nitro-WWA

49



Czes¢ doswiadczalna

Poniewaz wartos¢ wspoéiczynnika korelacji jest wieKsza on 0,99 mozna
stwierdzi¢, ze opracowana metod« analityczna jest liniowa w zakresie stezen

dla ktérych sporzadzono roztwory wzorcowe [56].

Wartosci sygnatéw (pola powierzchni pikéw) bedacych odpowiedzig na
badane stezenie analitu sga bardzo wysokie od okoto 1000 do prawie
180 000 u.j.p. w pordéwnaniu z niskimi wartosciami stezen odkfadanych na
osi X. W zwigzku z czym rownania krzywych wzorcowych maja wysokie
parametry regresyjne a i b. Poréwnanie rozkladu wartosci wielu zmiennych
jest mozliwe po ich wczesniejszej standaryzacji. Standaryzacja danych
powoduje, ze otrzymane wyniki sg catkowicie niezalezne od jednostek
pomiaru poszczegolnych zmiennych. W praktyce polega ona na odjeciu
Sredniej wartosci od kazdej danej i podzieleniu otrzymanej wartosci przez
wartos¢ odchylenia standardowego danej serii wynikéw {zalezno$¢ 3)

[57, 58].

—(*-") ~ &-y)

xstand ystand 3)

Standaryzacje danych przedstawiono na przvkiadzie 1-nitronaftatenu,
a wyniki zawarto w Lubeli 10. Rysunek 6 pizedstawia krzywa wzorcowg dla
tego zwigzku po standaryzacji danych.

Tabela 10. Zestawienie danych przed i po standaryzacji dla 1-nitronaftalenu

Stezenie  Sygnat analityczny Stezenie wzorca Sygnat analityczny wzorca

wzorca wzorca ad Vstard
[ng/mil] [u.j.p-] zgodnie z zgodnie z
X y zaleznoscia 3 zaleznoscig 3
1 2 3 4
0,02 3724 -0,69 -0,69
0,05 9709 -0,61 -0,59
0,1 18206 -0,47 -0,46
0,2 39506 -0,19 -0,13
0,5 84106 0,64 0,57
1 177745 2,03 2,03
x.,=0,27 yér=47778,29
sD=0,36 SD=64148,49
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2,50

Y =U,SOroxX +u.,uuij

2,50

- 1,00

stezenie wzorca

Rysunek 6. Krzywa kalibracyjna 1-nitronaftalenu wyrysowana na podstawie
danych uzyskanych w wyniku standaryzacji zawartych w tabeli 10
kolumny 3i4

W powyzszy sposOb przeprowadzono standaryzacje danych dla pozostatych
krzywych kalibracyjnych analizowanych zwigzkéw. Na podstawie wzoréw
4 i 5 obhczono wartosci odchylen standardowych wspétczynnikéw
kieunkuwych. Parametry regresyjne obliczone z danych po standaryzacji

przedstawiono w tabeli 11.

4)
5)
sb -odchylenie standardowe wspoétczynnika kierunkowego
s¥y -szczatkowe odchylenie standardowe wspoiczynnika regresji
n -ilos¢ niezaleznych oznaczen dla roztworéw wzorcowych
na podstawie ktorych wyznaczano krzywa kalibracyjng
Yj -wartosc¢ obliczona na podstawie réwnania regresji
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Tabela 11. Zestawienie parametréw regresyjnych badanych zwigzkéw
po standaryzacji danych

Wspotczynnik

Kierunko Odchylenie
K WYy standardowe  Wspoéitczynnik  Wspotczynnik
Nazwa zwigzku kaIiI;nge'Jne' wsporczynnika  przesuniecia korelacji
b YIne] kierunkowego a r
CZULOSC D
1 2 3 4 5
1-nitronaftalen 0,987 0,007 0,003 0,999
2-nitrofluoren 0,986 0,007 0,004 0,999
9-nitroantracen 0,986 0,009 0,004 0,998
3-nitrofluoranten 0,914 0,019 - 0,254 0,998
1-nitropiren 0,916 0,025 - 0,254 0,999
1,3-dinitropiren 1,008 0,021 0,016 0,998
1,6-dinitropiren 1,007 0,010 0,016 0,998
1,8-dinitropiren 1,008 0,018 0,016 0,999

IV. 11.2. Precyzja

Precyzja wyraza stopien zgodnosci miedzy niezaleznymi wynikami analizy
otrzymanymi w okreslonych warunkach laboratoryjnych. Za miare precyzji
przyjmuje sie odchylenie standardowe dla danej serii pomiarowej probek na
statym poziomie stezen. Prfjcyzja posrednia stuzy do okresSlenia
diugoterminowego odchylenia procesu pomiarowego, do jej obliczenia
wykorzystuje sie dane uzyskane w danym laboratorium w kilkutygodniowym
okresie czasu [56, 59, 60].

Za miare precyzji, precyzji posredniej oraz powtarzalnosci przyjmuje sie
wartosc¢ odchylenia standardowego (6), wzglednego odchylenia

standardowego (7), lub wspdiczynnika zmiennosci (8) [50].

52



Czes¢ doswiadczalna

Odchylenie standardowe [56] jest definiowane jako rozrzut uzyskanych

wynikéw oznaczen wokot wartosci Sredniej i opisywane jest przez zaleznosc:

n—1 6)
gdzie:
X -wartos¢ wyniku pojedynczego oznaczenia
X -8rednia arytmetyczna z uzyskanych wynikow
n -liczba uzyskanych wynikéw

Wzgledne odchylenie standardowe [56] (RSD-relative standard deviation)

opisuje zaleznos¢:

RSD = 4:
X J
Wspoiczynnik zmiennosci [56] {CV-coeffident of variation) jest obliczany

wedtug wzoru:

CV =RSD #00% 8)
Precyzja obliczona dla wynikéw pochodzgcych z tego samego laboratorium
nosi nazwe powtarzalnosci [60].
Precyzje oznaczen wyznaczono na podstawie 6 niezaleznych oznaczen dla
analitow wystepujacych na trzech poziomach stezen zakresu pomiarowego.
W tym celu przygotowano prébki modelowe zaw erajgce mono- i dinitrowe
pochodne WWA o0 nastepujacych stezeniach: 1; 0,5 oraz 0,2 pg/ml. Prébki
te poddano ekstrakcji, frakcjonowaniu i odparowaniu zgodnie z pkt. IV.5
oraz oznaczano technikg chromatografii gazowej ze spektrometria mas

wg pkt.IV.6. Wyniki oznaczen poszczegolnychzwigzkow w badanych

probkach jakréwniezwartosci srednie dla kazdej serii,wartosci odchylen
standardowych oraz wspotczynnikdw zmiennosci przedstawiajg
tabele 12-17.
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Tabela 12. Stezenia mononitrowych pochodnych WWA [ng/mI] w prébkach
modelowych o stezeniu wyjsciowym wzorca 1 ng/ml

. . 1-nitro 2-nitro 9-nitro 3-nitro 1-nitro
Powtorzenie naftalen fluoren antracen fluoranten piren
1 0,68 0,83 0,67 0,63 0,63

2 0,69 0,89 0,69 0,71 0,73

3 0,67 0,72 0,65 0,56 0,58

4 0,67 0,76 0,66 0,62 0,64

5 0,67 0,78 0,64 0,63 0,66

6 0,64 0,69 0,61 0,56 0,59
$rednia 0,67 0,78 0,65 0,62 0,64
Odchylenie 0,017 0,073 0,027 0,056 0,054

standardowe

CV% 2,50 9,39 4,18 9,00 8,49

Tabela 13. Stezenia mononitrowych pochodnych WWA [ng/ml] w prébkach
modelowych o stezeniu wyjsciowym wzorca 0,5 ng/mi

. . 1-nitro 2-nitro 9-nitro 3-nitro 1-nitro
Powtorzenie naftalen fluoren antracen fluoranten piren
1 0,39 0,37 0,38 0,44 0,43
2 0,39 0,39 0,37 0,43 0,42
3 0,38 0,43 0,36 0,41 0,38
4 0,39 0,42 0,37 0,35 0,37
5 0,38 0,41 0,35 0,42 0,43
6 0,43 0,36 0,37 0,38 0,41
Srednia 0,39 0,40 0,37 0,4l 0,41
Odchylenie 0,019 0,028 0,010 0,034 0,026
standardowe
Cv°/o 4,73 7,07 2,82 8,37 6,35

Tabela 14. Stezenia mononitrowych pochodnych WWA [pg/ml] w prébkach
modelowych o stezeniu wyjsciowym wzorca 0,2 ng/mil

Powtorzenie 1-nitro 2-nitro 9-nitro 3-nitro 1—_nitro
naftalen fluoren antracen fluoranten piren

1 0,11 0,17 0,13 0,16 0,15

2 0,12 0,16 0,14 0,16 0,15

3 0,12 0,17 0,16 0,18 0,18

4 0,11 0,16 0,15 0,17 0,16

5 0,11 0,16 0,17 0,18 0,18

6 0,13 0,17 0,15 0,17 0,18
Sredtiia 0,12 0,17 0,15 0,17 0,17
Odchylenie 0,008 0,005 0,014 0,009 0,015

standardowe

CV% 7,00 3,32 9,43 5.26 9,03
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Tabela 15. Stezenia dinitrowych pochodnych WWA [pg/ml] w probkach
modelowych o stezeniu wyjsciowym wzorca 1 pg/ml

, . 1,3-dinitro 1,6-dinitro 1,8-dinitro
Powtorzenie

piren piren piren
1 0,62 0,57 0,65
2 0,6 0,68 0,69
3 0,67 0,66 0,66
4 0,63 0,68 0,63
5 0,64 0,63 0,77
6 0,68 0,61 0,69
Sredi iia 0,64 0,64 0,68
Odchylenie 0,030 0,044 0,049
standardowe
CV% 4,74 6,82 7,21

Tabela 16. Stezenia dinitrowych pochodnych WWA [pg/ml] w prébkach
modelowych o stezeniu wyjsciowym wzorca 0,5 ng/ml

, . 1,3-dinitro 1,6-dinitro 1,8-dinitro
Powtorzenie

piren piren piren
1 0,38 0,33 0,32
2 0,39 0,37 0,36
3 0,41 0,41 0,42
4 0,39 0,39 0,41
5 0,32 0,38 0,36
5 0,41 0,42 0,38
Srednia 0,38 0,38 0,38
Odchylenie 0,033 0,032 0,037
standardowe
CV% 8,68 8,36 9,80

Tabela 17. Stezenia dinitrowych pochodnych WWA [pg/ml] w prébkach
modelowych o stezeniu wyjsciowym wzorca 0,2 ng/ml

, . 1,3-dinitro 1,6-dinitro 1,8-dinitro
Powtoérzenie

piren piren piren

1 0,15 0,16 0,17

2 0,13 0,14 0,14

3 0,17 0,17 0,16

4 0,11 0,13 0,14

5 0,16 0,17 0,16

5 0,13 0,14 0,11

Srednia 0,14 0,15 0,15

Odchylenie 0,022 0,017 0,022
standardowe

CV% 15,73 11,36 14,73
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Ogodlne odchylenie standardowe [56] metodyki analitycznej wyznaczono

na podstawie wszystkich serii pomiarowych w oparciu o zaleznos¢:

gdzie:
k - liczba serii
S - odchylenie standardowe danej serii pomiarowej

Wartos¢ precyzji posredniej przedstawiona jako odchylenie standardowe
metodyki analitycznej (sg, oraz obliczone na jego podstawie wzgledne
odchylenie standardowe RSD jak rowniez wspoéiczynnik zmiennosci CV dla

badanych zwigzkéw mononitrowych pochodnych WWA wynosi odpowiednio:

I-nitro 2-nitro 9-nitro 3-nitro I-nitro
naftalen fluoren antracen fluoranten piren
x&=0,39 x&=0,45 xs—0,39 x&=0,40 x&=0,40
sg=0,015 sg—=0,045 sg=0,019 sg—=0,038 sg=0,036
RSD=0,04 RSD=0,10 RSD=0,05 RSD=0,10 RSD=0,09
CVv=3,87% CVv=10,14% CV=4,80% CV=9,55% CVv=8,85%

gdzie x$r Srednia arytmetyczna uzyskana ze wszystkich wynikow

natomiast w przypadku dinitrowych pochodnych WWA wartosci te wynosza:

1,3-dinitro 1,6-dinitro 1,8-dinitro
piren piren piren
xir=0,39 X$r=0,39 X&=0,40
sg=0,029 sg—=0,033 sg—0,038
RSD=0,07 RSD=0,08 RSD=0,09
CV=7,47% CVv=8,38% CV=9,37%

gdzie x$r Srednia arytmetyczna uzyskana ze wszystkich wynikéw

I1V.11.3. Granica wykrywalnosci i granica oznaczalnosci
Pojecie granicy wykrywalnosci (LOD - |Ilimit of detection) oznacza
najmniejsze stezenie lub ilos¢ wykrywanego skiadnika jakie jest mozliwe do
wykrycia za pomocg danej metody analitycznej. Jest to najmniejsze
stezenie mozliwe do oznaczenia. Na podstawie granicy wykrywalnosci

mozna jakosciowo stwierdzi¢ obecnos¢ danego skiadnika w analizowanej
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prébce. Granica oznaczalnosci (LOQ - limit of quantification) okresla
najmniejsze stezenie skladnika mozliwe do iloSciowego oznaczenia dang
metoda analityczng z zatozong dokiadnoscig i precyzjg. Wartos¢ granicy
wykrywalnosci jest zwykle 2-3 razy mniejsza od granicy oznaczalnosci [56,
60, 61].

W celu wyznaczenia granicy oznaczalnosci analizowanych zwigzkéow
sporzgdzono z roztworéw wzorcowych posrednich dodatkowo roztwory
robocze o nastepujgcych stezeniach: 0,015; 0,01; 0,005; 0,001 pg/ml oraz
poddano je analizie chromatograficznej. Wyznaczone w ten sposob
najmniejsze stezenia mozliwe do oznaczenia iloSciowego po uwzglednieniu
wartosci odzysku (tab. 19) oraz przeliczeniu na objetos¢ pobranego
powietrza bedace granicag oznaczalnosci dla analizowanych zwigzkéw
zawarte sg w tabeli 18. Granice wykrywalnosci [56] obliczono zgodnie

z zaleznoscig:

LOQ
10)
Tabela 18. Granica oznaczalnosci i wykrywalnosci metody oznaczania
nitropochodnych WWA w powietrzu technikg GC/MS
Oznaczalnos$¢ LOQ Wykrywalnos¢ LOQ/3
Nazwa zawiazku M-Q/m3 ng/m3
b b
ng/mi przi’s%omogze ng/m3 ng/ml przi’S‘(’)"m‘gze ng/m3
powietrza powietrza
1-nitronaftalen 0,01 9,26E-05 0,09 0,005 3,09E-05 0,03
2-nitrofluoren 0,01 8,63E-05 0,09 0,004 2,88E-05 0,03
9-nitroantracen 0,01 8,69E-05 0,09 0,004 2,90E-05 0,03
3-nitrofluoranten 0,01 8,41E-05 0,08 0,004 2,80E-05 0,03
1-nitropiren 0,01 8,83E-05 0,09 0,004 2,94E-05 0,03
1,3-dinitropiren 0,07 4,49E-04 0,45 0,02 I,50E-04 0,15
1,6-dinitropiren 0,07 4 57E-04 0,46 0,02 I,52E-04 0,15
1,8-dinitropiren 0,07 4,47E-04 0,45 0,02 1, 49E-04 0,15

57



Czes¢ doswiadczalna

Poniewaz spetnione sg nastepujgce vt/arunki [56]:

10 LOD=>cnin oraz LOD<cnin 11)

gdzie:
cnin  -najmniejsze stezenie analitu w probkach wzorcowych

granica wykrywalnosci jest wyznaczona poprawnie.

1V.11.4. Odzysk

Wartos¢ odzysku zbadano poprzez przygotowanie czterech  serii
pomiarowych (kazda w innym zakresie stezen) dla kazdej serii wykonano
szes$¢ powtodrzen. Prébki przygotowano w ten sposéb, ze na saczek z widkna
szklanego naniesiono 2; 0,5; 0,2; oraz 0,1 ng kazdego z badanych mono
i dinitropochodnych WWA, nastepnie postepowano zgodnie z punktami
IV.5 i IV.6. dotyczacymi przygotowania i analizy probek. Do odczytania
iloSci oznaczanych zwigzkow wykorzystano krzywa kalibracyjng uzyskang
z analizy roztworéw wzorcowych roboczych przygotowanych wg pkt.

1IV.3.1.3 oraz 1V.3.2.3. Wartos¢ odzysku obliczono wedtug wzoru [56]:

%R ="~ 100% 12)
gdzie: c
%R -odzysk analitu dla danej metodyki analitycznej
Xér -wartos¢ srednia uzyskanych wynikéw oznaczen
c -stezenie analitu w prébkach wzorcowych

Wyniki tych obliczenn zawiera tabela 19.

Tabela 19. Warto$¢ odzysku dla poszczegélnych nitrowych pochodnych
WWA badanej metodyki analitycznej

Sredniaz 6

analizowanych prébek Wartos$é odzysku Sredni'at
Nazwa zwiazku © Stezencl}l;l\}vrxr/]ﬁmowym % (‘;‘(’jazr;gsﬁ
2 0,5 0,2 0,1 2 05 0,2 0,1 v
1-nitronaftalen 1.4 0,39 0,16 0,06 70 78 80 60 72,0
2-nitrofluoren 1,4 0,42 0,15 0,08 70 84 75 80 77,3
9-nitroantracen 1,6 0,41 0,17 0,06 80 82 85 60 76,8
3-nitrofluoranten 1,6 0,36 0,17 0,08 80 72 85 80 79,3
1-nitropiren 1,6 0,41 0,16 0,06 80 82 80 60 75,5
1,3-dinitropiren 1,4 0,41 0,17 0,06 70 82 85 60 74,3
1,6-dinitropiren 1,4 0,41 0,16 0,06 70 82 80 60 73,0
1,8-dinitropiren 1,5 0,39 0,17 0,06 75 78 85 60 74,5
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1V.11.5. Selektywnos¢ metody

Metoda selektywna pozwala na rozréznienie i oznaczenie skiladnika
w ztozonej mie »zaninie bez zakldcen ze strony innych sktadnikéw [60].

Opracowana metoda analityczna oznaczania nitrowych pochodnych WWA
technikg chromatografii gazowej ze spektrometria mas jest selektywna.
Frakcjonowanie mieszaniny nitrowych pochodnych pozwolito na rozdzielenie
mononitrowych pochodnych WWA od dinitrowych pochodnych WWA.
Analizujagc kazdag z frakcji (frakcje Ill zawierajgca mononitrowe pochodne
WWA oraz frakcje IV zawierajgca dinitrowe pochodne WWA) zgodnie
z opracowanymi warunkami chromatograficznymi opisanymi w pkt. 1V.6.
uzyskano zadawalajacy rozdzial badanych mieszanin. Czasy retencji

badanych zwigzkéw sg nastepujace:

Nazwa zwigzku Czas retencji
[minuta]
1-nitronaftalen 15,28
2-nitrofluoren 20,86
9-nitroantracen 21,19
3-nitrofluoranten 24,86
1-nitropiren 25,34
1,3-dinitropiren 29,44
1,6-dinitropiren 30,28
1,8-dinitropiren 30,91
Chromatogramy prébek wzorcowych mono i dinitropochodnych WWA

analizowanych opracowang metoda przedstawiaja rysunki 7 i 8.

59



Czes¢ doswiadczalna

Abundance TIC: MNI_20.D 3-nitrofluoranten
2-25.3G

1-nitronaftalen 2-nitrofluoren

ib.28 20.86

9-nitrokntracen 1-nitropiren
400000 21.10

350000
300000
250000
200000
150000
100000

50000

Tire—: 0 5.00 10.00 15.00 20 00 25.00 30.00

Rysunek 7. ChromalLogram prébki wzorca morioniCrowych pochodnych WWA

Abundoe TIC: DNMS_20.D
Ij3-dinitropiren
23.44
70000
60000
50000
1,8-dinitropiren
40000
colel
30000
1,6-din tropi =en
20000
3028
10000
_ X | |
Time 16.00 18.00 20.00 2200 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00

Rysunek 8. Chromalogiam prébki wzorca dinitrowych pochodnych WWA
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1V.11.6. Dokltadnosé

Metoda dokladna jest to taka metoda, ktéra daje wyniki bliskie wartosci
rzeczywistej [61]. Na dokladnos¢ metody analitycznej najwiekszy wpltyw ma
wartos¢ btedu systematycznego oraz precyzja metody. Dokladnos¢ metody
moze by¢ oszacowana poprzez poréwnanie uzyskanej wartosci pomiaru
z wartoscig otrzymang poprzez zastosowanie metodyki odniesienia lub
przeprowadzenie analizy certyfikowanego materiatu odniesienia
z wykorzystaniem ocenianej metodyki analitycznej [56, 62].

Doktadno$¢ metody oznaczania nitrowych pochodnych WWA technikg
chromatografii gazowej ze spektrometria mas sprawdzono przeprowadzajac
analize certyfikowanego materiatu odniesienia.

Certyfikowane materialy odniesienia: SRM 1587 oraz SRM 1975
(SRM-Standard Reference Materiat) zostaly sprowadzone 2z National

Institute of Standards and Technology (NIST, USA).

1V.11.6.1. Dokladnos¢ oznaczania technikg GC/MS

Certyfikowany materiat odniesienia SRM 1587 - nitrowe pochodne
wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych w metanolu zawiera
certyfikowane stezenia dla siedmiu nitro-WWA. Wartos¢ -certyfikowana
w materiale odniesienia zostala oszacowana na podstawie wynikéw analiz
6 probek technikg GC-FID oraz 16 probek technikg HPLC z detekcjg UV.
Certyfikat stanowi zalacznik 1 do pracy.

W celu pizeprowadzenia analizy probki materialu odniesienia, prébke
podzielono na dwie réwne czesci, odparowano w atmosferze azotu, zalano
1 ml cykloheksanu oraz w celu uzyskania catkowitej rozpuszczalnosci
zwigzkow poddano dziataniu ultradzwiekéw w myjce ultradzwiekowej przez
30 sekund. Nastepnie prébke tg poddano analizie chromatograficznej
GC/MS. Sporzadzono krzywa kalibracyjng o zakresie stezen ktéry bedzie
obejmowal spodziewane stezenia w badanym materiale odniesienia.
Z roztworu wzorcowego posredniego o stezeniu 0,02 mg/ml przygotowano
i zanalizowano nastepujgace punkty do krzywej kalibracyjnej: 7,5; 5, 2 oraz
1 pg/ml. Srednie stezenie z dwoch analizowanych prébek certyfikowanego
materialu odniesienia pomnozone przez dwa oraz wartosci certyfikowa ie

zostaly przedstawione w tabeli 20.
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Tabela 20. Wyniki oznaczen certyfikowanego materialu odniesienia oraz
wartosci certyfikowane SRM 1587

) Ro6znica Procent
Wartoscé Srednia miedzy odzysku
certyfikowana wartoscé wartoscig wartosci
Nazwa zwigzku dia SRM 1587 oznaczona oczekiwang oczekiwanej
Xsr a wartosciag R =~ 100%
["~g/mi] Og/ml] srednia ?
2-nitrofluoren 7,64 +£0,31 7,30 +0,10 0,34 96%
7-nitrobenzo(a)antracen 7,32 +0,18 Nie - -
oOznaczano
6-nitrochryzen 6,42 +0,09 Nie - -
oznaczano

Istotnos¢ réznicy pomiedzy wartoscig uzyskang, a wartoscig certyfikowang

sprawdzono poprzez:

IV.11.6.1.1. Poréwnanie wartosci wyniku 2z wartosciag

odniesienia przy zastosowaniu testu t-Studenta

W tym celu dla poszczegbélnych zwigzkéw obliczono parametr
t-Studenta [56] zgodnie z zaleznoscig:
t=—r Vi 13)

gdzie: Srednia arytmetyczna z uzyskanych wynikéw
H - wartos$¢ odniesienia
s - odchylenie standardowe wynikéw uzyskanych
n - liczba wynikow

Uzyskano nastepujgce wyniki

2-nitro 9-nitro 3-nitro 1-nitro
fluoren antracen fiuoranten piren
t=4,80 t=3,39 t=2,7i t=4,00
Wartos$¢ krytyczna rozkladu t-Studenta dla a=0,05 i f=n-I=1 wynosi

(odczytana z tablic rozkladéw statystycznych [56]):
tk(0,05; 1)=12,706
A zatem speiniona jest zaleznos¢: t<tk dla wszystkich zwigzkow i wynik

mozna uznac¢ za zgodny z wartoscig odniesienia.
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IV.11.6.1.2. Pordéwnanie wartosci wyniku 2z wartosciag

odniesienia z uwzglednieniem niepewnosci

Postepowanie polega na sprawdzeniu czy spetniona jest nieréwnosé¢ 14,

jezeli tak, to wynik uznawany jest za zgodny z wartoscig odniesienia

[56]:
PH-A< 27™u(xt)2+u(/u)2 14)
gdzie:
X -wartos¢ wyniku oznaczenia
ulj) -niepewnos¢ oznaczenia
u(p) -niepewnos¢ wartosci odniesienia

Za wartos¢ niepewnosci pomiaru przyjeto standardowg niepewnosc¢
pomiaru obliczong jako odchylenie standardowe dla wartosci oznaczenia
[56, 63], natomiast dla wartosci odniesienia przyjeto za miare
niepewnosci wartos¢ odchylenia standardowego podang przez

producenta materiatu odniesienia. Uzyskano nastepujace wyniki:

2-nitro 9-nitro 3-nitro 1-nitro
fluoren antracen fluoranten piren
ix, - A 0,34 0,12 0,48 0,51
°'65 °'20 °'51 °'57

Spetniona jest zalezno$¢ 14 dla wszystkich zwigzkow i wynik mozna

uznac¢ za zgodny z wartoscig odniesienia.

Obydwa sposoby pordéwnania wartosci oznaczonej z wartoscig odniesienia
dowodzg, ze wyniki te nie roznig sie miedzy sobg w sposdb istotny

statystycznie.

1V.11.6.2. Dokladnos¢ metody oznaczania nitro-WWA
W celu sprawdzenia doktadnosci metody oznaczania nitropochodnych WWA
w zakresie przygotowania prébki wykorzystano certyfikowany materiat
odniesienia SRM 1975 Diesel Particulate Extract. Materiat ten zawiera
amputki o objetosci 1,2 ml dichlorometanowego ekstraktu czgstek spalin
Diesla (0,8 g kazda) z silnika woézka widlowego napedzanego olejem
napedowym. Wartosci certyfikowane sg $rednia z dwoéch Ilub wiecej
niezaleznych metod analitycznych, natomiast wartosci referencyjne sa

wartosciag srednig z jednej lub dwéch metod analitycznych.
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Wartosci certyfikowane dla wielopierscieniowych weglowodoréw
aromatycznych w SRM 1975 sg otrzymywane poprzez zastosowanie réznych
metod rozdzialu chromatograficznego oraz réznych technik detekcji. Prébki
sa przygotowywane poprzez ekstrakcje 5,7 kg czastek spalin Diesla
chlorkiem metylenu. Ekstrakty sa oczyszczane poprzez zastosowanie
techniki ekstrakcji do fazy statej (SPE - solid phase ekstraction) Ilub
chromatografii cieczowej w normalnym uktadzie faz. Nastepnie roztwoér jest
zatezany do objetosci 8 L i rozdzielany na 1,2 ml ampuiki. Proébki
analizowane sq technikg chromatografii cieczowej z detekcja
fluorescencyjng Ilub chromatografii gazowej ze spektrometria mas
z zastosowaniem dwoéch kolumn o réznym rozdziale WWA.

Wartosci odniesienia dla nitro-WWA w SRM 1975 sg uzyskiwane poprzez
przeprowadzanie analizy prébek w NIST oraz w dwdéch innych laboratoriach
z zastosowaniem dodatku wzorca wewnetrznego w postaci:
9-nitroantracenu-d9; 3-nitrofluorantenu-d9; I-nitropirenu-d9 oraz
6-nitrochryzenu-du- Frakcje nitro-WWA izoluje sie technikg chromatografii
cieczowej w normalnym ukladzie faz, a oznaczanie przeprowadza sie
z zastosowaniem techniki chromatografii gazowej GC/MS z negatywng
jonizacja chemiczng (NICI). Dodatkowo dwa niezalezne Ilaboratoria
przeprowadzajg badania stosujgc tg sama technike oznaczania nitro-WWA.
Certyfikat materiatu odniesienia SRM 1975 stanowi zalgcznik 2 do pracy.
Dwa ekstrakty opisanego wyzej materialu odniesienia naniesiono na
kolumny frakcjonujgce i postepowano wedtug pkt. IV.5. i IV.6., wyniki
oznaczen oraz réznice miedzy wartoscig Srednig a wartosciag odniesienia
zamieszczono w tabeli 21.

Badany material posiadat wartosci certyfikowane dla o$miu zwigzkéw
z grupy wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych, z ktérych
wybrano do poréwnania pie¢ WWA rutynowo oznaczanych w laboratorium
oraz bedacych skiadnikami wzorca PM 610.

Certyfikat zawieral wartosci odniesienia dla 18 nitro- i dinitropochodnych
WWA, porownaniu stuzyly jedynie 3 mononitro pochodne oraz

3 dinitropochodne WWA, ktdére oznaczano opracowang metodg analityczng.
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Tabela 21. Wyniki oznaczen certyfikowanego materialu odniesienia oraz
wartosci referencyjne i certyfikowane WWA i nitro-WWA

; Ro&znica Procent
Wartosé Srednia miedzy odzysku
certyfikowana wartoscé wartoscig wartosci
Nazwa zwigzku dla SRM 1975 oznaczona oczekiwang oczekiwanej
A Xr - awartoscia egp= oo,
[pg/mI]* Lpg/mi] Srednig
Frakcja 11
Fluoranten 10,8+0,48 8,119+0,284 2,681 75,2
Chryzen 1,56+0,06 1,551+0,111 0,009 99,5
Benzo(a)antracen 0,07+0,012 0,065-0,002 0,005 92,5
Benzo(b)fluoranten 2,560,08 2,08020,230 0,480 81,2
Benzo(k)fluoranten 0,14+0,04 0,138-0,002 0,002 98,3
Frakcja 111
9-nitroantracen 1,08810,024**  0,807+0,092 0,281 74,2
3-nitrofluoranten 1,17610,008** 1,145+0,120 0,031 97,4
1-nitropiren 13,12+0,16** 12,14511,280 0,975 92,6
Frakcja 1V
1,3-dinitropiren 0,48+0,008™* p.o. - -
1,6-dinitropiren 1,112+0,032** p-o. B B
1,8-dinitropiren 1,240+0,016™* p.o. - -
* Wartosci referencyjne i certyfikowane sa pierwotnie podane w mg/kg masy frakcji i

zostaty one przeliczone na jednostke pg/ml
Wartosci referencyjne dla SRM 1975

IV.11.6.2.1. Pordébwnanie wartosci wyniku 2z wartosciag

odniesienia przy zastosowaniu testu t-Studenta

Zgodnie z zaleznoscig 13 obliczono parametr t-Studenta oraz znaleziono
warto$-' krytyczng rozkiadu t-Studenta ktora dla <x=0,05 i f=n-1=I
wynosi: tkr(0,05; 1)=12,706.
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Wyniki przedstawiono ponizej:

Fluoranten t=13,344
Chryzen t=0,109
Benz(a)antracen t=3,155

Benzo(b)fluoranten t=2,959
Benzo(k)fluoranten t=1,834

9-nitroantracen t=4,321
3-nitrofluoranten t=0,365
1-nitropiren t=1,077

Za wyjatkiem fluorantenu dla wszystkich pozostalych zwigzkéw
spelniona jest zaleznos$é¢: t<tk i wynik mozna uznaé¢ za zgodny

z wartoscig odniesienia.

IV.11.6.2.2. Poréwnanie wartosci wyniku 2z wartoscia

odniesienia z uwzglednieniem niepewnosci

W tym celu sprawdzono czy spetniona jest nieréwnos¢ 14, wyniki
przedstawiono ponizej. Za warto$¢ niepewnosci pomiaru przyjeto
standardowg niepewnos¢  pomiaru obliczong jako odchylenie
standardowe dla wartosci oznaczenia [56], natomiast dla wartosci
odniesienia przyjeto za miare niepewnosci wartos¢ odchylenia

standardowego podang przez producenta materiatu odniesienia.

h -a Ju+10//
Fluoranten 2,681 1,115
Chryzen 0,009 0,252
Benz(a)antracen 0,005 0,024
Benzo(b)fluoranten 0,480 0,490
Benzo(k)fluoranten 0,002 0,080
9-nitroantracen 0,281 0,190
3-nitrofluoranten 0,031 0,240
1-nitropiren 0,975 2,580
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Obydwa sposoby poréwnania wartosci oznaczonej z wartoscig odniesienia
dowodzag, ze wyniki te dla wiekszo .ci zwigzkéw nie réznig sie miedzy sobag
w sposob istotny statystycznie. W przypadku wartosci certyfikowanych
warunku tego nie speinia jedynie fiuoranten, niezgodnos¢ tg mozna
wyttlumaczy¢ faktem, ze fiuoranten nalezy do grupy tzw. Ilotnych
wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych i straty podczas
oznaczania tego zwigzku mogag powstawa¢ na etapach zageszczania po
ekstrakcji i odparowywania un suchej pozostatosci po frakcjonowaniu
pr< jki.

W przypadku wartosci odniesienia warunkéw powyzszych nie speinia
9-nitroantracen oraz izomery dinitropirenu. Dla 9-nitroantarcenu réznica ta
nie jest wielka. Wieksza niezgodno$¢ 2z materiatem odniesienia jest
zauwazalna w przypadku dinitrowych pochodnych WWA. Wytlumaczeniem
tych réznic moze byc¢ fakt, ze zwigzki te wystepuja w bardzo niskich
stezeniach, a oznaczaino$¢ tych zwigzkdbw w opracowanej metodzie
analitycznej jest wyzsza w poréwnaniu do pozostatych nitro-WWA. Dinitro-
WWA w materiale odniesienia byly oznaczane czulszg technikag
chromatografii gazowej - GC/MS NICI- niz prezentowana. Nalezy réwniez

podkresli¢, ze nie sg to wartosci certyfikowane ale v artosci odniesienia.
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1V.12. BADANIE STEZEN WWA | NITRO-WWA W POWIERZU

IV.12.i. Strategia pobierania prébek

W celu sprawdzenia przydatnosci opracowanej metody oznaczania nitro-
WWA przeprowadzono pomiary stezen tych zanieczyszczern w powietrzu
atmosferycznym. Badania przeprowadzano w obszarach: miejskim oraz
pozamiejskim, w poblizu tras komunikacyjnych o duzym natezeniu ruchu
samochodowego oraz o réznej infrastrukturze budowlanej. Wybrane punkty

pomiarowe scharakteryzowano ponizej:

Obszar miejski Obszar pozamiejski
Kodzaj infrastruktury Centrum miasta, Niskie domki
budowlanej wysokie budynki jednorodzinne otoczone
w zwartej zabudowie ogrodkami
Rodzaj drogi Ulica w centrum miasta, Droga krajowa nr 796

skrzyzowanie drog,
dwa przystanki autobusowe

Natezenie ruchu ok. 8 tys. samochodéw/ ok. 6 tys. samochodow/
samochodowego dobe dobe
Usytuowanie punktow e Im e 1m
pomiarowych w zaleznosci e 30m
od odlegtosci od jezdni e 100 m
Liczba pobranych prébek 6 probek 10 proébek
powietrza 6 probek
8 probek
Okres pobierania probek Letni Letni

Prébki powietrza byly pobierane przy pomocy pompy ssacej Staplex zgodnie
z metodg pobierania prébek opisang w pkt. IV.4. w czesci doswiadczalnej.
Filtry z pobranym pytem owijano w folie aluminiowa w celu zabezpieczenia
przed doptywem Swiatta, probki przechowywano w lodéwce do czasu
przeprowadzenia analizy. Przygotowanie préobek do analizy
chromatograficznej bylo przeprowadzone zgodnie z procedurg opisang
w pkt. IV.5. w czesci doswiadczalnej. Frakcje Il zawierajaca WWA
oznaczano technikg HPLC wg pkt. 1V.6.1., natomiast frakcje Il i IV
zawierajacg mono i dinitro-WWA oznaczano technikg GC/MS wg pkt. 1V.6.2.
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IV.12.2. Wyniki badan

XV.12.2.1. Wyniki oznaczen

Stezenia WWA i ich nitrowych pochodnych w powietrzu zostaly
przedstawione w tabelach 22-27. Na rysunkach 9 i 10 przedstawiono
przyktadowe chromatogramy frakcji Il oraz IlIl ekstraktu pylu z powietrza
pobranego w obszarze miejskim. Sume wielopierscieniowych weglowodorow
aromatycznych podano w celu zobrazowania pozioméw stezen gtdéwnych

substratow reakcji powstawania nitro-WWA.
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wielopierscieniowych  weglowodoréw  aromatycznych ~ w powietrzu w obszarze

Stezenia
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Rysunek 10. Przykiadowy chromatogram frakcji Il (zawierajacej nitro-

WWA) ekstraktu pylu z powietrza pobranego w obszarze
miejskim
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1vV.12.2.2. Efekt mutagenny frakcji 11 i 11l

Efekt mutagenny frakcji Il i Il ekstraktu pylu zawieszonego pobranego
w obszarze miejskim badano przy pomocy szczepu TA98 w dwdch
wariantach: bez i z aktywacja metaboliczng zgodnie z procedurg opisang
w pkt. IV.10 w czesci doswiadczalnej. Obliczano liczbe rewertanlow
indukowanych dla dawki odpowiadajacej 1 m3 przefiltrowanego powietrza.
Przeprowadzone analize regresji liniowej metoda najmniejszych kwadratéw
przy czym dawki ekstraktu dodawane na plytke potraktowano jako zmienng
niezalezng, a liczbe rewertantéw indukowanych jako zmienng zalezna.
Liczba rewertantow w odpowiedniej kontroli negatywnej byla traktowana
jako odpowiedz dla dawki zerowej. Dla kazdego wariantu doswiadczenia
obliczono wartosci wspéiczynnikéw regresji liniowej oraz wspoéiczynnik

korelacji. Wyniki przedstawiono na rysunku 11.

Rysunek 11. Zaleznosc¢ liczby rewertantow szczepu TA98 od dawki frakcji
1ill, bez i po aktywacji metabolicznej (£S9).
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1IV. 12.3. Omodéwienie wynikéw

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono prawie
dziesieciokrotnie wyzsze stezenia benzo(a)pirenu oraz sumy WWA
w obszarze miejskim w porownaniu do stezen z obszaru poza miastem.
Analiza rozktadu stezen WWA oraz benzo(a)pirenu w zaleznosci od
odlegtosci od jezdni wykazatla spadek stezen tych zwigzkéw w odlegtosci
30 m od jezdni, natomiast najwyzsze stezenia odnotowano w odlegtosci
100 m od jezdni.

Rozporzadzenie Ministra Srodowiska [64], w sprawie wartosci odniesienia
dla niektorych substancji w powietrzu, okres$la wartos¢ odniesienia dla
benzo(a)pirenu, ktéra usredniona dla okresu jednej godziny wynosi
12 ng/m3, natomiast usredniona dla okresu roku kalendarzowego 1 ng/m3.
Na podstawie otrzymanych wynikbw mozna szacowaé, zestezenia

benzo(a)pirenu w powietrzu w centrum miasta moga osigga¢ wartosci
wyzsze od wyzej wymienionych, natomiast na obszarach pozamiejskich
moga wystgpi¢ stezenia wyzsze od S$redniorocznej wartosci odniesienia.
Beno(a)piren jest zwigzkiem dla ktdérego istniejg wystarczajgce dowody na
jego aktywnos¢ rakotwdrczg u zwierzgt oraz aktywno$¢ mutagenng
w testach krotkoterminowych [65,66].

W przypadku nitrowych pochodnych WWA (za wyjatkiem 1-nitronaftalenu)
rowniez odnotowano prawie dziesieciokrotnie wyzsze stezenia tych
zwigzkéw w obszarze miejskim w poréwnaniu do stezen 2z obszaru
pozamiejskiego (rysunek 12). Nie stwierdzono istotnej zaleznosci pomiedzy
stezeniem nitro-WWA w zaleznosci od odlegtosci od jezdni co zobrazowano
na wykresie 13. Nie ma wartosci odniesienia dla tych zwigzkéw
w Srodowisku. W tabeli 28 zestawiono mediany stezen oznaczanych nitro-
WWA oraz benoz(a)pirenu w zaleznosci od obszaru w ktérym pobierano

proébki.
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Tabela 28. Zakresy oraz mediany stezen nitro-WWA oraz benzo(a)pirenu
w powietrzu [ng/m3]

Nazwa zwigzku/
usytuowanie
probnikow

1-nitro 2-nitro  9-nitro 3-nrtro 1-nitro 1,3-dinitro benzo(a)
naftalen fluoren antracen fluoranten piren piren piren

Obszar miejski

Im od iak_re,s 0,12-0,97 4,4-21,16 0,67-5,33 0,64-4,37 0,06-1,81 <0,45-0.46 7,21-17,69
zen
jezdni Q.
Mediana 0,64 12,62 1,66 1,23 0,73 0,23 9,86
Obszarpozam iejski
Zakres
Im od stezer n.w.-1,II 0,22-0,46 n.w.-0,31 n.w.-0,66 n.w.-0,06 <0,45 0,52-1,31
) ) ezen
ezdni
] Mediana 0,43 0,27 0,11 0,48 0,05 <0,45 0,75
Zakres
30mod stezens n.w.-1,89 0,19-0,78 n.w.-0,28 n.w.-0,57 n.w.-0,06 <0,45 0,21-0,80
zen
jezdni Q.
Mediana 0,59 0,38 0,22 0,51 0,06 <0,45 0,46
Zakres
I00mod Stezen n.w.-0,71 0,18-0,54 n.w.-0,65 n.w.-0,66 n.w.-0,06 <0,45 0,85-2,80
zen
jezdni Q.
Mediana 0,59 0,32 0,24 0,59 0,05 <0,45 1,34

Rysunek 12. Mediany stezen nitro-WWA w powietrzu w zaleznosci
od obszaru w ktérym prowadzono badania
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0,60 O Im od drogi I l

m 30 m od drogi

E 0O 100 m od drogi
ol
0,40
B
0,20
|
©
0.00 m
I-N'N 2-NF 9-NA 3-NFa 1-NP

Rysunek 13. Mediany stezen nitro-WWA w powietrzu w zaleznosci
od odlegtosci od drogi

W obszarze miejskim stwierdzono zdecydowanie wyzsze Srednie stezenie
2-nitrofluorenu w poréwnaniu do pozostatych nitro-WWA. Giownym zrodiem
powstawania 2-nitrofluorenu sa spaliny z silnika Diesla. Wysokie stezenia
wiasnie tego zwigzku w powietrzu atmosferycznym ,wzbogaconym™
w spaliny 2z silnikbw Diesla, lub bezposrednio w spalinach Diesla
potwierdzaja liczne zrodia literaturowe [2, 34, 43, 67]. Wysokie stezenia
2-nitrofluorenu w powietrzu sg szczegélnie istotne ze wzgledu na fakt, ze
zwigzek ten nalezy do grupy 2B (wg IARC) zatem moze by¢ rakotwoérczy dla
ludzi.

W obszarze pozdmiejskim stezenia badanych nitro-WWA byly na
porownywalnym poziomie, jedynie dla 1-nitropirenu odnotowano bardzo
niskie stezenia. Udzial poszczeg6lnych zwigzkdbw w sumie catkowitej

oznaczanych nitro-WWA zostat zobrazowany na rysunku 14.

11,3-DNP |
1-NP

Obszarnigski Obszar pozam iejski

Rysunek 14. Udziat poszczeg Inych zwigzkéw w sumie catkowitej
oznaczanych nitro-WWA w zalezno$ci od obszaru w ktorym
pobierano probki
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Tabela 29 zawiera zakresy stezen nitrowych pochodnych WWA w powietrzu

atmosferycznym, oznaczanych zgodnie z opracowang metoda,

w zestawieniu z iloSciami podawanymi w piSmiennictwie. Nalezy zaznaczy¢,
ze cytowane z pismiennictwa stezenia nitro-WWA uzyskano pobierajac
prébki w réznych obszarach (tereny miejskie, wiejskie, goérskie) oraz
stosujac rbézne techniki przygotowania i oznaczania probek. W zwigzku
z tym trudne jest przeprowadzenie jakiegokolwiek porodwnania uzyskanych
wynikéw z wartosciami literaturowymi, a prezentowana tabela jedynie
potwierdza trafno$¢ wyboru nitrowych pochodnych WWA do oznaczania

w powietrzu atmosferycznym.

Tabela 29. Zestawienie oznaczonych stezen nitrowych pochodnych WWA
w powietrzu z wartoSciami podawanymi w piSmiennictwie
[1, 2, 4, 5, 15, 41, 42, 47; 49, 67]

Uzyskane wyniki Dane z piSmiennictwa

ng/m3 ng/m3

L-P Nazwa zwigzku

OOSEA b AN micie

pozamiejski

1. 1-nitronaftalen 0,12-0,97 n.w.-1,89 0,01-0,09 0,006-3,00
2. 9-nitroantracen 0,67-5,33 n.w.-0,65 0,003-6,08 0,02-0,54
3.  2-nitrofluoren 4,4-21,16 0,18-0,78 <0,2-0,27 0,09-3,45
4.  1-nitropiren 0,06-1,81 n.w.-0,66 16,07-39,64 0,02-0,79
5. 3-nitrofluoranten 0,64-4,37 n.w.-0,06 0,07-4,30 0,003-2,29
6. 1,3-dinitropiren <0,45-0,46 <0,45 0,04-1,15 <0,02
7. 1,6-dinitropiren <0,46 <0,46 0,09-2,54 <0,008
8. 1,8-dinitropiren <0,45 <0,45 1,55-3,58 <2
Badanie efektu mutagennego frakcji Il i 11l wykazalo, ze wszystkie

przebadane zaleznosci byly bardzo wysokie i statystycznie istotne, jednak
liczba rewertantéw indukowanych przez frakcje Ill zawierajgca nitro-WWA
byta zdecydowanie wyzsza, zar6wno w wariancie bez, jak i z aktywacja

metaboliczng niz indukowanych przez frakcje Il (zawierajgca tylko WWA).
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V. PODSUMOWANIE

W prezentowanej pracy przedstawiono opracowang, alternatywng do juz
istniejgcych, metode oznaczania Sladowych ilosci nitro-WWA w powietrzu
(rzedu ng/m3) w ich pierwotnej postaci. Wyznaczono parametry pobierania,
ekstrakcji, frakcjonowania oraz oznaczania prébki technikg chromatografii
gazowej ze spektrometria mas. Metoda ta nie wymaga dilugotrwatego,
dobowego pobierania proébki, jak rowniez nie jest wymagane posiadanie
rozbudowanej i kosztownej aparatury analitycznej. Frakcjonowanie
ekstraktu pylu zawieszonego z powietrza pozwala na oznaczanie innych

zwigzkow chemicznych wspdétwystepujagcych w badanym powietrzu.

Przeprowadzono walidacje opracowanej metody oznaczania nitro-WWA
w powietrzu, wyznaczono nastepujgce parametry walidacyjne metody ktoére
w zaleznos$ci od badanej substancji wynoszg:
* Liniowos¢ - uzyskano wspoéiczynnik korelacji bliski 1
s Precyzje wyrazong jako wspoétczynnik zmiennosci wynoszacy 3,87%-
10,14%
S Granice oznaczalnosci wynoszgcg 0,08-0,46 ng/m3
f Granice wykrywalnosci wynoszacg 0,03-0,15 ng/m3
s Selektywnosé metody - uzyskano zadawalajacy rozdziat
chromatograficzny nitrowych pochodnych WWA w oznaczanej
mieszaninie
s 0dzysk - $redni dla wszystkich badanych nitro-WWA wynoszacy 75%
s Dokladnos¢ poprzez analize certyfikowanych materialdbw odniesienia:
SRM 1587 - nitrowe pochodne wielopierscieniowych weglowodorow
aromatycznych w metanolu oraz SRM 1975 Diesel Particulate Extract.
Istotnos$¢ réznicy pomiedzy wartoscig otrzymang oraz wartosciami
certyfikowanymi sprawdzono testem t-Studenta oraz testem
z uwzglednieniem niepewnosci pomiaru i uzyskano zadawalajace

wyniki w tym zakresie.
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Sprawdzono przydatnos¢ opracowanej metody w warunkach pobierania
probek s$srodowiskowych. Pobrano prébki powietrza w dwéch réznych
obszarach: miejskim oraz pozamiejskim. Wyniki badan potwierdzity
przydatno$¢ opracowanej metody analitycznej do oznaczen stezen
nitro-WWA w powietrzu atmosferycznym zaréwno w terenie o znacznym
zanieczyszczeniu powietrza - obszar miejski, jak i w obszarze
pozamiejskim, gdzie zanieczyszczenie powietrza bylo dziesieciokrotnie
nizsze. Tak wysokie stezenia badanych zanieczyszczen powietrza w centrum
miasta mogqg by¢ wyttumaczone duzym ruchem samochodowym, obecnoscig
pylu pochodzgacego z emisji wtérnej oraz emisjg tych zwigzkdéw z innych

zrodet np.: palenisk domowych.

Przeprowadzone badania s$rodowiskowe wykazaly stosunkowo wysokie
stezenia 2-nitrofluorenu w powietrzu atmosferycznym w centrum miasta.
2-nitrofluoren jest charakterystycznym zwigzkiem powstajagcym w wyniku
reakcji zachodzacych w spalinach z silnika Diesla. Z tego wynika, ze
transport samochodowy stanowi istotne zagrozenie dla zdrowia

mieszkancéw miast.

Zbadano efekt mutagenny ekstraktu pylu z powietrza zawieszonego
pobranego w centrum miasta. W badanej probce stezenie nitrowych
pochodnych WWA byto dziesieciokrotnie nizsze w  pordéwnaniu
do niepodstawionych WWA. Pomimo to odnotowano wyzszg aktvwnosc¢
mutagennag frakcji zawierajacej nitro-WWA w poréwnaniu do frakcji

zawierajacej WWA.
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Whnioski

WNIOSKI

Opracowana metoda oznaczania nitro-WWA w powietrzu technikag
chromatografii gazowej ze spektrometria mas jest metodg selektywnag
i specyficzng dia tej grupy zwigzkow.

Metoda umozliwia oznaczanie S$ladowych stezen nitro-WWA w ich
pierwotnej postaci w powietrzu, jak rowniez umozliwia ona oznaczanie
zwigzkow wspotwystepujgcych w powietrzu z tej samej probki (tj.: WWA
i inne zwigzki organiczne).

Opracowana metoda analityczna jest dokladna, co zostato potwierdzone
analizg certyfikowanych materialébw odniesienia.

Oznaczenie stezen nitro-WWA w prébkach pylu zawieszonego
w powietrzu polwierd ifo przydatnos¢ opracowanej metody do badan
jakosci powietrza.

Stwierdzono dziesieciokrotnie wyzsze stezenia WWA i nitro-WWA
w powietrzu w centrum miasta w poroéwnaniu do stezen poza miastem

Odnotowano relatywnie wysokie stezenia 2-nitrofluorenu w powietrzu
w obszarze miejskim w poréwnaniu do stezen pozostatych nitro-WWA.
Zwiazek ten moze by¢ rakotwdrczy dla ludzi, a gtobwnym Zzrédiem jego
emisji sa spaliny z silnikébw Diesla, powinno sie zatem monitorowac
stezenia tego zwigzku w powietrzu.

Frakcja ekstraktu pylu zawieszonego badanej prébki zawierajgca nitro-
WWA charakteryzowata sie znacznie wyzszg aktywnoscia mutagenng
w poréwnaniu do aktywnos$ci mutagennej frakcji zawierajgcej WWA,
pomimo ze nitro-WWA wystepowaty w duzo nizszych stezeniach
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Standard Reference Material 1587

Nitrated Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in Metharo!

i his Standard Reference Material (SRM) consists of four vials, each containing approximately 1 mL of a methanol
solution of seven nitrated polycyclic aromatic hydrocarbons (N-PAH). SRM 1587 isintended primarily for use in cali-
brating chromatographic instrumentation used for the determination of N-PAH but can also be used to add known
amounts of these compounds to methylene chloride extracts.

Certified Concentrations of N-PAH

Certified concentrations of the seven N-PAH in SRM i587 are given in Table 1. The concentration values are certified
in jug/g units but are also reported in jug/ mL units for user convenience. The certified valuesin Table lare derived from
the concordant results obtained from high-performance liquid chromatography (HP LQ and gas chromatography (GC).
These data are given in Table 2. The N-PAH used in the preparation ofthis SRM were obtained from Midwest Research
'nstitute, Kansas City, MO, where they were synthesized under contract from the Coordinating Research Council, Inc.,
Atlanta, GA. Compound purities were determined at Midwest Research Institute. Each compound was at least
99 percent pure and, therefore, no correction was made for puritv.

NOTICE AND WARNINGS TO USERS

Expiration of Certification: This certification is vaiid, within the limits certified, for one year from the date of purchase.
In the event that the certification should become invalid before then, purchasers will be notified by NBS.

Storage: Sealed ampoules, as received, must be stored in the dark at temperatures between —25 and O °C.

Use: Prior to use, samples for analysis should be brought tc room temperature, equilibrated for one hour and ultra-
sonicady vibrated for about 30 seconds, to ensure complete solubility of the compounds. Certified values are not
applicable for ampoules stored after opening, even if resealed. Aliquots should be withdrawn from the ampoules
immediately after opening and processed without delay for the certified values in Table 1to be valid within the stated
uncertainty. However, if this is impossible or impractical, we recommend that after aliquots are removed from the
ampoules, they should be transferred to amber containers and not be stored at room temperature for more than 12hours
before use. The toxicity or carcinogenicity/mutagenicity of the N-PAH in this SRM has not been precisely defined;
ho vever, this material should be treated as a potential health hazard.

Preparation and analytical determinations for this standard were performed in the Organic Analytical Research
Division, Center for Analytical Chemistry, by W.F. Kline, R.M. Parris, R.E. Rebbert, and L.T. Sniegoski-

Consultation on the statistical design of the experimental work was provided by R.C. Paule of the National Measure-
ment Laboratory.

The coordination of the technical measurements leading to certification were performed under the direction of
W.F. Kline, S.A. Wise, and W.E. May.

The technical and support aspects involved in the preparation, certification, and issuance of this Standard Reference
material were coordinated through the Office of Standard Reference Materials by R. Alvarez.

Gaithersburg, MD 20899 Stanley D. Rasberry, Chief
June 25, 1985 Office of Standard Reference Materials
(over)



reparation and Analysis

Tie methanol solution of seven N-PAH was prepared and ampouled in the NBS Toxic Chemicals Handling Facility,
approximately 6.3 L of methanol in a 7-L glass Erlenmeyerflask were purged with argon ata flow rate of approximately
DOmL/min for 1.3 hours. The mass of the methanol was then determined using a top-loading balance. The flask was
;aled with a *Teflon-covered stopper and covered with black plastic. An electrobalance was used to determine the mass
feach N-PAH component added. The gold foil weighing boat containing the N-PAH sample was transferred to the
ask containing the methanol. After all seven of the nitro-PAH had been transferred, the headspace in the flask was
~Nain filled with argon and the stopper was secured onto the flask. The solution was magnetically stirred for 20 hours in
ie dark at room temperature. Eacu 2-mL amber ampoule was purged with argon at a flow rate of approximately
00 mL /minjust prior to the addition of approximately one mL ofsolution to theampoule which was then flame sealed,
he solution was not stirred during the ampouling process. An argon-filled Teflon gas bag was used as a reservoir of
rgon to fill the headspace of tne flask created as the solution was removed during the ampouling process.

ix randomly selected ampoules were analyzed in duplicate by GC on a DB-5 (30 m x 0.23 mm |.D. x 0.23 jim film)
olumn using helium as a carrier gas together with flame ionization (FID) detection. The column was temperature
rogrammed from 60 to 240 °C at a rate-of 30 °C/min and from 240to 270°C at arate of 10°C/min. Quantification
'as accomplished using benz[aJanthracsne as an internal standard. Two independently prepared calibration solutions
ere used to establish detector response factors. A representative chromatogram from the GC analyses is shown in
igure 1.

ixteen randomly selected ampoules were analyzed in duplicate by HPLC on a Cis column *(Zorbax ODS) using a
lethand/water mobile phase with UV detection at 234 nm. Separation of the N-PAH was accomplished using an
ocratic mobile phase at 70 percent methanol in water for 10 minutes, followed by a linear gradient to 100 percent
lethanol in 20 minutes. Column temperature was maintained at 30 °C. Quantification was accomplished using
uorene as an internal standard. Three independently prepared calibration solutions were used to establish detector
isponse factors. A representative chromatogram from the HPLC analyses is shown in figure 2.

1addition to the chromatograms provided in figures land 2, GC and HPLC retention index data are provided to assist
le user in identifying the individual N-PAH compounds in this SRM. These data are not certified and are provided for
Iformation only. GC retention index data are listed in Table 3. HPLC retention indices for the N-PAH on both a
lonomeric and a polymeric C-1S column and using methanol/water and acetonitrile/water mobile phase are provided
i Table 4.

The use of a “trade name” is for identification only, and does not imply endorsement of the product by the National
Bureau of Standards.



Table 1

Certified” and Information Values for SRM 1587

0*g/g) (Mg/mL)b
2-Nitrofluorene 9.67 +Q.39C 7.64+0.31e
9-Nitroanthracene 5.0! £0.11 3.96+0.09
3-Niiroffuoranthene 9.24 + 0.0b 7.30+0.05
I-Njtropyrene 8.95+0.28 7.07£0.22
7-Nitrobenz[alanthracene 9.27 £0.23 7.32+0.18
6-Nitrochrysene 8.13+0.11 6.42+0.09
6-Nitrobenzo[a]pyrene (6-1d (4.8)d

*The certified values and associated uncertainties were derived from the weighted combination of liquid
and gas chromatographic data as described by Faule and Mandel in “Consensus Values and Weighting
Factors,” Journal of Research of the National Bureau of Standards, VoL 87, No. 5, Sept-Oct (1982),
pp 377-385.

KThese values are provided for user convenience and were obtained from the certified concentration in
J-3/& The uncertainties apply only at 23 °C This SRM may be used between 19 and 27 °C, but a
concentration change of up to 1% will occur because of the change of the density of methanol with
temperature.

cThe listed uncertaintes are +tw© standard deviations of the values and include both within- and between-
analytical method differences and, where observed, vial-to-vial variability.

dConcentration data for 6-nitrobenzo{a]pyrene is provided for information only. The analytical data for
4-nitrobenzo{a]pyrene exhibited the largest uncertainty and largest between-bottle variability. Also, the
solubility of this compound in the SRM solution appears to be borderline.

Tabie 2
Summary of Results by Method Used for Quantification
------ Concentration (¢ 9/9) --—---—---—--

Gas Chromatography Liquid Chromatography

2-Nitrofluorene 9.51 + 0.22* 9.81 +0.16a
9-Nitroanthracsne 5.08 + 0.08 4.96 + 0.04
3-Nitrofluoranthene 9.30 £ 0.12 9.23 + 0.06
1-Nitropyrene 9.09 + 0.14 8.81 + 0.12
7-Nitrobenz[alanE£hracsne 9.39 +0.14 9.15 +0.08
6-Nitrochrysene 8.21 +0.16 8.09 + 0.06
6-Nitrobenzo(alpyrsne 6.09 + 0.30 6.03 £+0.16

"The listed uncertainties represent + two standard deviations of the c verage values given. The uncertainties also include, where
ofaerved, the vial-to-vial variability, but does not include the variability between the two methods.



Table 3

Gas Chromatographic Retention Indices8

Compound
2-Nitrofluorene
9-Nitroanthracene
3-Nitroflucranthene
1-Nitropyrene
7-Nitrobenz[alanthracene
6-Nitrochrysene

6-Nitrobenzo[a]lpyrene

R1 (From Literature)
353.06b, 352.1T6
357.42h, 356.95d
413.34°

421.43b, 421.08°

501.71

°The retention index values are not certified and are provided for information only. They
were determined using the method described by Lee et aL in Anal. Chem. ¢ L 768 (1979).

bD.L. Vassilaros, R.C. Song, D.W. Later, and M.L. Lee, J. Chromatogr. 252, 1 (1982).
°P.1. Doherty, R.M. Hoes, A. Robbat, Jr., and C.M. White, AnaL Chern. 56, 2697 (1984).
dC.M. White, A. Robbat, Jr., and R.M. Hoes, Chromatogr. 17, 605 (1983).

Table 4

Liquid Chromatographic Retention Indices8

Compound

2-Nitrofluorene
9-Nitroantfaracene
1-Nitropyrene
3-Nitrofluoranthene
7-Nitrobenz[a]Janthracene
6-Nitrochrysene

6-Nitrobenzo[ajpyrene

Logarithm (R I)------—--—-

Monomeric Cis
(Zorbax OPS)

A
(2.45)
(2.53)
(3.27)
(3.35)
(3.55)
(3.75)

(4.19)

B
(2.33)
(2.70)
(3.31)
(3.31)
(3.71)
(3.74)

(4.77)

Polymeric Ci8
(Vydac TP 201)

C D
(2.65) (2.64)
(2.65) (2.83)
(3.38) (3.42)
(3-47) (3.48)
(3.59) (3.75)
(3.76) (3.80)
(4.45) (4.40)

° The retention index values are not certified and are provided for information only. They were
determined using the procedure described ay Wise et aL inJ. Chromatogr. Sci 17, 457 (1981).

AMobile phase: 80 percent methanol in water

8Mobil, phase: 75 percent acetonitrile in water

Mobile phase: 80 percent methanol in water

DMobile phase: 60 percent acetonitrile in water
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Certyfikat materialu odniesienia SRM 1975

Diesel Particulate Extract
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Standard Reference Material® 1975

Diesel Particulate Extract

This Standard Reference Material (SRM) is intended for use in evaluating analytical methods for the determination
of selected polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) in diesel particulate extracts and similar matrices. In addition
to certified and reference values for selected polycyclic aromatic hydrocarbons, reference values are provided for the
concentrations of selected nitro-substituted PAHs, extract residue mass, and mutagenic activity. All of the chemical
constituents for which certified and reference values are provided in SRM 1975 were naturally present in the
particulate material before extraction. A unit of SRM 1975 consists of four ampoules, each containing
approximately 1.2 mL of a dichloromethane extract of diesel particulate matter collected from an industrial diesel-
powered forkiift.

Diesel particulate matter from the same lot of material that was used to prepare SRM 1975 is also available as
SRM 2975, Diesel Particulate Matter (Industrial Forkiift) [1],

Certified Concentration Values: Certified values for concentrations, expressed as mass fractions, for eight PAHs
are provided in Table 1L A NIST certified value is a value for which NIST has the highest confidence in its accuracy
in that all known or suspected sources of bias have been investigated or accounted for by NIST. The certified values
for the PAHs are based on the agreement of results obtained at NIST from two or more independent analytical
techniques.

Reference Concentration Values: Reference values for concentrations, expressed as mass fractions, are provided
for 23 additional PAHs (some in combination) in Table 2. Reference values for concentrations of 18 nitro-substituted
and dinitro-substituted PAHSs are provided in Table 3. A reference value for the extract residue mass is provided in
Table 4. Reference values for mutagenicity in the Salmonella plate-incorporation assay are summarized in Table 5.
Reference values are noncertified values that are the best estimate of the true value; however, the values do not meet
the NIST criteria for certification and are provided with associated uncertainties that may reflect only measurement
precision, may not include all sources of uncertainty, or may reflect a lack of sufficient statistical agreement among
multiple analytical methods. Explanations in support of each reference value are given as notes in Tables 2 through 5.

‘Expiration of Certification: The certification of SRM 1975 is valid until 31 December 2007, within the
measurement uncertainties specified, provided the SRM is handled and stored in accordance with the instructions
given in this certificate. However, the certification is nullified if the SRM is damaged, contaminated, or modified.

Maintenance of SRM Certification: NIST will monitor this SRM over the period of its certification. If
substantive changes occur that affect the certification before the expiration of this certificate, NIST will notify the
purchaser. Return of the attached registration card will facilitate notification.

The coordination of the technical measurements leading to the certification of SRM 1975 was under the leadership
of S.A. Wise of the NIST Analytical Chemistry Division.

The support aspects involved in the preparation, certification, and issuance of this SRM were coordinated through
the NIST Standard Reference Materials Program by B.S. MacDonald.

Willie E. May, Chief
Analytical Chemistry Division

Gaithersburg, MD 20899 Nancy M. Trahey, Chief

Certificate Issue Date: 19 December 2000 Standard Reference Matenals Program
See Certificate Revision History on Last Page

SRM 1975 Page 10f8



Consultation on the statistical design of the experimental work and evaluation of the data were provided by
M.G. Vangel of the NIST Statistical Engineering Division.

The diesel particulate material was provided by M.E. Wright of the Donaldson Company, Inc., Minneapolis, MN.
The extract was prepared by M.J. Hays ofthe NIST Analytical Chemistry Division.

Analytical measurements for the certification of SRM 1975 were performed at NIST by D. Bezabeh, M. Lopez de
Alda, R. Deisenhofer, D.L. Poster, and L.C. Sander of the NIST Analytical Chemistry Division. Additional
analytical measurements for the nitro-substituted PAHs were provided by M. Nishioka of Battelle, Columbus, OH
and C. Chiu of the Analysis and Methods Division, Environment Technology Centre, Environment Canada, Ottawa,
Canada. Mutagenicity data were provided by T.J. Hughes, J. Lewtas, and L.D. Claxton of the National Health and
Environmental Effects Research Laboratory, U.S. Environmental Protection Agency, Research Triangle Park, NC.
The measurements o f the extractable residue mass were provided by L. Gratz of Michigan Technological University,
Houghton, MI.

NOTICE AND WARNING TO USERS

Storage: SRM 1975 must be stored in its original ampoule at temperatures less than 30 °C away from direct
sunlight.

Handling: This material is an extract of naturally occurring diesel particulate material and contains constituents of
known and unknown toxicities and mutagenicities. Therefore, appropriate caution and care should be exercised
during its handling and use.

Instructions for Use: Samples of the SRM for analysis should be withdrawn from ampoules and used immediately.
The certified values are not valid for materials in ampoules that have been stored after opening, even if resealed.

PREPARATION AND ANALYSIS1

Sample Coilection and Preparation: The diesel particulate material was obtained from M.E. Wright of the
Donaldson Company, Inc., Minneapolis, MN. The material was collected from a filtering system designed
specifically for diesel-powered forklifts [2]. This diesel particulate material was selected based on recommendation
by J. Lewtas, U.S. Environmental Protection Agency, Research Triangle Park, NC. The diesel particulate material
was received at NIST in a 55-gal drum. The material was removed from the drum and homogenized in a V-blender
for 1 h and then stored in polyethylene bags. A total of 13.7 kg of diesel particulate material was homogenized; a
total of 5.65 kg of material was extracted for preparation of SRM 1975 and the remaining diesel particulate material
was bottled for distribution as SRM 2975 [1], Subsampies of approximately 38 g of diesel particulate material were
extracted for 24 h with 800 mL of dichloromethane (DCM). Six subsamples were extracted per day for 25 days for
a total of 5.6 kg of diesel particulate matter extracted. The extracts from each day were combined and concentrated
by evaporation under nitrogen. During the 25 days of extracting the diesel particulate material, the concentrated
extract was stored at 40 °C. The final combined extract solution was concentrated to approximately 8 L; this
solution was then ampouled with 1.2 mL ofextract per ampoule.

Polycydic Aromatic Hydrocarbons (Tables | & 2): The general approach used for the value assignment of the
PAHs in SRM 1975 was similar to that reported for the recent certification of several environmental matrix SRMs
[3-6] and consisted of combining results from analyses using different chromatographic separation and detection
techniques. This approach consisted of cleanup of the extracts using different solid phase extraction (SPE) or
normal-phase liquid chromatography (LC), followed by analysis using the following techniques: (1) reversed-phase
liguid chromatography with fluorescence detection (LC-FL) analysis of the total PAH fraction, (2) reversed-phase
LC-FL analysis of isomeric PAH fractions isolated by normal-phase LC (i.e., multidimensional LC), (3) gas
chromatography/mass spectrometry (GC/MS) analysis of the PAH fraction on two stationary phases of different
selectivity, i.e., a 5 % (mole fraction) phenyl-substituted methylpolysiloxane phase and a smectic liquid crystalline
stationary phase. The analysis of SRM 1975 has been described in more detail [5].

Two sets of GC/MS results, designated as GC/MS (1) and GC/MS (Sm), were obtained using two columns with
different selectivities for the separation of PAHs. For GC/MS (I) analyses, duplicate subsamples approximately

1Certain commercial equipment, instrumentation, or materials are identified in this report to adequately specify the
experimental procedure. Such identification does not imply recommendation or endorsement by National Institute of Standards
and Technology nor does it imply that the materials or equipment identified are necessarily the best available for the purpose.
SRM 1975 Page 20f 8



0.8 g each from nine ampoules of SRM 1975 were analyzed. An internal standard solution (SRM 2269 and SRM
2270) of perdeuterated PAHs was added to the extract subsample, and then the extract was passed through a silica
SPE cartridge and eluted with 2 % DCM in hexane. The processed extract was then analyzed by GC/MS using
a 0.25 mm i.d. x 30 m fused silica capillary column with a 5 % phenyl-substituted methylpolysiloxane phase
(0.25 pm film thickness) (DB-5 MS, J&W Scientific, Folsom, CA). For GC/MS (Sm) analyses, 0.8 g subsamples
from six ampoules of SRM 1975 were prepared as described above for GC/MS (l) using an aminopropylsilane SPE
cartridge. The processed extract was then analyzed by GC/MS using 0.2 mm i.d. x 25 m (0.15 pm film thickness)
smectic liquid crystalline phase (SB-Smectic, Dionex, Lee Scientific Division, Salt Lake City, UT).

Two sets of LC-FL results, designated as LC-FL (Total) and LC-FL (Fraction), were used in the certification
process. Subsamples of approximately 0.8 g from each of six ampoules of SRM 1975 were spiked with the
perdeuterated internal standards (SRM 2269 and SRM 2270) and processed through two aminopropylsilane SPE
cartridges connected in series to obtain the totai PAH fraction. A second 0.8 g subsample from each of six
ampoules was processed as described above and the total PAH fraction was then fractionated further on a semi-
preparative aminopropylsilane column (pBondapak NH2 9 mm i.d. x 30 cm, Waters Associates, Milford, M A) to
isolate a four to six aromatic ring PAH fraction as described previously [7-9]. The total PAH fraction and the four
to six aromatic ring PAH fractions were analyzed using a 5-pm particle-size polymeric octadecylsilane (C,8 column
(4.6 mm i.d. x 25 cm, Hypersil-PAH, Keystone Scientific, Inc., Bellefonte, PA) with wavelength programmed
fluorescence detection [8,9].

Homogeneity Assessment for PAHs: The homogeneity of SRM 1975 was assessed by analyzing duplicate
samples of 0.8 g each from nine bottles selected by stratified random sampling. Samples were processed, and
analyzed as described above for GC/MS (l). No statistically significant differences among ampoules were observed
for the PAHs at the 0.8 g sample amount.

Nitro-Substituted PAHs (Table 3): SRM 1975 was analyzed at NIST and two other laboratories for the
determination of mtro-substituted PAHs. At NIST, four samples of SRM 1975 (—0.8 g each) were spiked with the
following perdeuterated nitro-PAHs for use as internal standards: 9-nitroanthracence-<79, 3-nitrofluoranthene-c/9,
1-nitropyrene-J9, and 6-nitrochrysene-i/u. Each sample was divided into two subsamples which were then
processed through an aminopropylsilane SPE cartridge using 40 mL of 20 % DCM in hexane. The concentrated
eluant was then subjected to normal-phase LC using a semi-preparative amino/cyano phase column with a
mobile phase of 20 % DCM in hexane to isolate the nitro-PAH fraction. The nitro-PAH fraction was analyzed
by GC with negative chemical ionization mass spectrometry (GC/NCI-MS) using a 0.25 mm i.d. x 30 m fused
silica capillary column containing a 5 % diphenyl-substituted dimethylsiloxane phase, 0.25 pm film thickness,
Hewlett-Packard, Palo Alto, CA.

Additional nitro-PAH measurements were provided by Battelle, Columbus, OH and the Analysis and Methods
Division of Environment Canada, Ottawa, Canada. For the Battelle measurements, five samples were prepared at
each of two concentrations of extractable mass (0.2 and 2.0 mg/mL). Each sample was spiked with the following
perdeuterated nitro-PAHs: I-nitronaphthalene-£/7, 3-nitrobiphenyl-<75 4-nitrobiphenyl-i/s, 9-nitroanthracene-<i9, and
I-nitropyrene-i/9. Each sample was analyzed by GC/NCI-MS on a 60 m 5% phenyl-substituted methylpolysiloxane
column (32 mm i.d.,, 0.25 pm film thickness). For the Environment Canada measurements, three samples were
spiked with the following perdeuterated nitro-PAHs: 2-nitrofluorene-£/9 9-nitroanthracene-£/9, 3-nitrofluoranthene-£/9,
I-nitropyrene-<i96-nitrochyrsene-i/u, and 6-nitrobenzo[a]pyrene-£/u Each sample was analyzed by GC on a30 m 5%
phenyl-substituted methylpolysiloxane column (25 mm i.d., 0.25 pm film thickness) with high resolution mass
spectrometry detection using negative chemical ionization (GC/NCI-HRMS).

Extract Residue Mass (Table 4): The concentration of the extract residue mass was determined from triplicate
measurements from each of six ampoules of SRM 1975. A 50 pL subsample of SRM 1975 was allowed to
evaporate to dryness; after reaching constant mass, the residue mass was determined.

Mutagenicity Assay (Table 5): The values for the mutagenic activity of SRM 1975 were determined within an
Environmental Protection Agency (EPA) laboratory using the Salmonella typhimurium/mammaWan microsome
mutagenicity assay [10-12]. The protocol for this study [13] was a modification of the protocol used in a previous
20 laboratory international study [14,15] on three other SRMs; SRM 1650 (a diesel particulate sample), SRM 1649
(an air particulate sample), and SRM 1597 (a coal tar extract). Modifications were made based upon the
recommendations from the participants of the international study [16]. This study used tester strains YG1021 [17],
YG1026 [17], TA98NR [18] and TA100NR [18] in addition to strains TA98 and TA100 that were used in the
previous studies.

SRM 1975 Page 30f8



Prior to testing, an aiiquot of SRM 1975 was solvent-exchanged into dimethylsulfoxide (BM SO) to create a starting
concentration of 1.0 mg SRM 1975/mL DM SO (equivalent to 1 pg/fiL). Adhering to published guidelines [19], the
standard Salmonella typhimurium plate incorporation assay [10] was used. Modifications that developed from the
recommendations noted above included the following: (1) the base layer agar contained trace amounts of histidine
and biotin rather than being incorporated in the overlay agar, (2) the plates were incubated for 72 h, (3) the colony
counter was calibrated before each use with both hand-counted plates and a template disk with a known number of
dots which simulated colonies, (4) each test round had duplicate plates per dose and 10 arithmetically-spaced doses
that were contained within one order of magnitude, and (5) four test rounds were conducted. The GeneTox Manager
software [20] was used to record the data and to generate comparative slope values using three different statistical
programs [21-23]. Table 5 provides the average slope values and the percent coefficient of variation for these values
for the four experiments with each condition. A more thorough presentation of methods, results, and conclusions for
the mutagenicity assay of SRM 1975 has been published [13].

Although the EPA laboratory providing the mutagenicity data may not be representative of all laboratories that
conduct the Salmonella assay, this laboratory, which was established in 1980, has been involved in a variety of
collaborative studies, and is well published in the use of the assay. Results, therefore, can be said to come from a
well-established laboratory and are likely to represent “typical” bioassay results for SRM 1975.

Table 1 Certified Concentrations for Selected PAHs in SRM 1975

Mass Fractions (mg/kag)’

Phenanthrenebc 8.00 + 0.20
Fluoranthenebc 135 + 0.6
Benz[¢jlanthracenebde 0.092 + 0.015
Chiysenecde 1.95 + 0.07
Triphenylenecde 2.38 + 0.10
Benzo[/>]fluoranthenecdc 3.20 + 0.10
Benzo[&]fluoranthenecd 0.174 ,+ 0.050
Benzo[e]pyrenebd 0.268 + 0.023

a Each set of results is expressed as the certified value V the expanded uncertainty. Each certified value is a mean of the means
from two or more analytical methocs For results from two methods, the certified value is the equally weighted mean; for
results from three or more methods, the certified value is the mean weighted as described in Paule and Mandel [24], Each
uncertainty, computed according to the CIPM approach as described in the ISO Guide [25], is an expanded uncertainty at the
95 % level of confidence, which includes random sources of uncertainty within each analytical method and among methods, as
well as uncertainty due to the variation among the bottles. The expanded uncertainty defines a range of values within which
the true value is believed to lie, at a level of confidence of approximately 95 %.

GC/MS on 5% phenyl-substituted methylpolysiloxane phase

LC-FL of total PAH fraction

GC/MS using a smectic liquid crystalline phase

LC-FL of the four to six aromatic ring PAH fraction

"o 0 T
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The concentrations tor selected PAHs in Table 2 are provided as reference values because either the results have not
been confirmed by an independent analytical technique as required for certification or the agreement among results
from multiple methods was insufficient for certification. Although bias has not been evaluated for the procedures

used, the reference values should be useful for comparison with results obtained using similar procedures.

Table 2. Reference Concentrations for Selected PAHs in SRM 1975

Naphthaleneb
1-Methylnaphthaleneb
2-Methylnaphthaleneb

Biphenyl*

Fluoreneb
1-Methylphenanthreneb
2-Methylphenanthreneb
3-Methylphenanthreneb

4- and 9-Methylphenanthreneb
1,2-Dimethylphenanthreneb

1,6-, 2,5-, and 2,9-Dimethylphenanthreneb
1,7-Dimethylphenanthreneb
1,8-Dimethylphenanthreneb
2,6-Dimethylphenanthreneb
2,7-Dimethylphenanthreneb

3,5 and 3,6-Dimethylphenanthreneb
Benzo[g/t/]fluoranthenec
Pyrenebd

1-, 3-, and 7-Methylfluorantheneb
Benzo[c]phenanthrenebc
Benzo[g/trjperyleneb

Indeno[ 1,2,3-ct/]pyreneb

Dibenz[<2 clanthracene and Dibenz[c,/ilanthraceneb

Mass Fractions (mg/kg)a

0.67
0.39
0.69
0.24
0.110
0.50
1.7
0.88
0.25
0.017
0.14
0.122
0.026
0.14
0.127
0.090
4.3
0.42
0.092
0.51
0.038
012
0.079

O o s o s S s S o O C o o o e T s

0.01
0.01
0.02
0.01
0.003
0.04
0.1
0.07
0.03
0.002
0.01
0.008
0.003
0.01
0.008
0.009
0.1
0.13
0.004
0.07
0.006
0.01
0.013

a Each set of results is expressed as the reference value + the expanded uncertainty. Each reference value is the mean of the

results from one analytical method or the equally weighted mean of the means of two analytical methods.

Each uncertainly,

computed according to the C1PM approach as described in the ISO Guide [25], is an expanded uncertainty at the 95 % level of
confidence, which includes random sources of uncertainty within each analytical method and between methods. The expanded
uncertainty defines a range that contains the best estimate of the true value, at a level of confidence of approximately 95 %.

b GC/MS on 5 % phenyl-substituted methylpolysiloxane phase

[¢]

GC/MS using a smectic liquid crystalline phase

d LC-FL of the four to six aromatic ring PAH fraction
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The concentrations for selected nitro-substituted PAHs in Table 3 are provided as reference values because the
results have not been confirmed by an independent analytical technique as required for certification. Although bias
has not been evaluated for the procedures used, the reference values should be useful for comparison with results
obtained using similar procedures.

Table 3. Reference Concentrations for Selected Nitro-substituted PAHs in SRM 1975

Mass Fractions; (mg/kg)*

1-N itronaphthaleneb 0.013 = 0.003
2-N itronaphthaleneb 0.039 £ 0.006
4-Nitrobiphenylb 0.05 * 0.03
9-N itroanthracene0 1.36 £ 0.03
9-Nitrophenanthrenec 0.27 d 0.01
2-Nitrofluorantheneb 0.06 = 0.03
3-Nitrofluoranthenec 147 + 0.01
8-Nitrofluorantheneb 0.25 * 0.03
I-Nitropyrenec 16.4 + 0.2
4-Nitropyreneb 0.07 = 0.01
7-Nitrobenz[alanthracenec 1.62 0.03
6-Nitrochrysenec 0.782 £ 0.007
6-Nitrobenzo[a]lpyrenec 0.641 = 0.006
1-N itrobenzo[e]pyrenec 0.83 * 0.05
3-N itrobenzo[e]pyrenec 2.2 + 0.2
1,3-Dinitropyrenec 0.60 * 0.01
1,6-Dinitropyrenec 1.39 + 0.04
1,8-Dinitropyrenec 155 *+ 0.02

3 Each set of results is expressed as the reference value + the expanded uncertainty. Each uncertainty, computed according to
the CIPM approach as described in the ISO Guide [25], is an expanded uncertainty at the 95 % level of confidence. The
expanded uncertainty defines a range that contains the best estimate of the true value, at a level of confidence of approximately
95 %.

b Reference value is based on measurements made at Battelle.

c Reference value is based on measurements made at NIST. NIST values were confirmed by measurements at Battelle and/or
Environment Canada: confirmation measurements were typically within 25 % ofthe NIST measurements.

The extract residue mass in Table 4 is provided as a reference value because the result is method specific as defined
by the procedure described in the Preparation and Analysis section. Although bias has not been evaluated for the
procedure used, the reference value should be useful for comparison with results obtained using a similar procedure.

Table 4. Reference Value for Extract Residue Mass in SRM 1975
Residue Mass 19.3+ 0.2 mg/mLa

3 This set of results is expressed as the reference value + the expanded uncertainty. The reference value for the extract residue
mass is the mean value of 18 measurements. Each uncertainty, computed according to the CIPM approach as described in the
I1SO Guide [25], is an expanded uncertainty at the 95 % level of confidence. The expanded uncertainty defines a range that
contains the best estimate of the true value, at a level of confidence of approximately 95 %.
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The mutagenicity resuits in Tabie 5 are provided as reference values because the results are method specific as
defined by the corresponding procedures described in the Preparation and Analysis section. Although bias has not
been evaluated for the procedures used, the reference values should be useful for comparison with results obtained
using similar procedures.

Strain Without S9 Activation % CV

Table 5. Reference Values for Mutagenicity (revertants/pg of organic extract) of SRM 1975"

Average Average
With S9 Activation % CV

Results based on Bemstein et al. [21] model slope values

TA98 462 8.6 ' 125 13.7
TA100 68 16.8 65 15.2
TA98NR 158 37.8 50 48.5
TA100NR 45 6.5 18 18.7
YG1021 612 8.4 226 54
YG1026 137 18.5 11 8.7

Results based on Krewski et al. [22] model slope values

TA98 465 3.7 121 14.5
TA100 111 28.2 ‘ 65 16.8
TA98NR 181 42.4 44 44.8
TA100NR 46 9.1 18 18.9
YG1021 630 5.0 224 6.5
YG1026 - 158 17.4 126 8.8
Results based on Stead et al. [23] model slope values

TA98 587 20.2 147 15.9
TA100 120 23.7 72 15.6
TA98NR 205 42.9 80 58.3
TA100NR 48 11.5 28 16.1
YG1021 672 11.8 257 9.5
YG1026 178 31.5 136 7.8

a A detailed description of the determination o f the mutagenicity values for SRM 1975 is provided in Hughes et al. [13].
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Users of this SRM should ensure that the certificate in their possession is current. This can be accomplished by
contacting the SRM Program at: (301) 975-6776, Fax (301) 926-4751, e-mail srminfo@nist.gov, or via the Internet
http://www.nist.gov/snn.
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