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Abstract: Polycyclic aromatic hydrocarbons belong to one of the most widespread sources of
organic pollutants. One of their basic sources are anthropogenic pollutants emitted mainly
into the atmosphere. Eventually they enter soils and cause their degradation. An increasing
trend in PAHs content has been observed in areas with moderate anthropopressure for many
vears now. This is related to pollutant transportation from industrial regions. The results
obtained allowed the conclusion to be drawn that the main source of PAHs pollution in the
area studied was the coal incineration process.
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I. Wstep
1. Ogolna charakterystyka wielopierscieniowych zwiazkow aromatycznych (WWA)

Od dluzszego czasu obserwuje si¢ znaczne zainteresowanie specyficzng grupa
zanieczyszczen $rodowiska, a mianowicie zwigzkami z grupy tak zwanych trwalych
zanieczyszczen organicznych. Zwiazki te, emitowane sg do $rodowiska gldwnie ze zrodet
antropogenicznych, charakteryzuja si¢ wysoka toksycznos$cia, trwaloscig oraz zdolnos$cig do
bioakumulacji. Do tej grupy zalicza si¢ migdzy innymi wielopierscieniowe weglowodory
aromatyczne [1].

Wielopierscieniowe (policykliczne) weglowodory aromatyczne (WWA, PWA) -
w literaturze angielskiej znane s3 pod nazwa polycyclic aromatic hudrocarbons (PARH),
polynuclear aromatics (PNAs) lub polycyclic organic matter (POM) - stanowia liczng grupe
zwigzkdw o budowie pierScieniowej, zawierajacych w czasteczce od dwoch do trzynastu
skondensowanych pierscieni benzenowych. Obecnie zostalo poznanych okolo 100 zwigzkow

przynaleznych do tej grupy, natomiast siedemnascie z nich powszechnie wystgpuje
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w srodowisku. Wiasciwosci fizykochemiczne oraz wzory wybranych WWA  zostaty
przedstawione w tabeli 1 [2].

Wielopierscieniowe  weglowodory aromatyczne, jako zwigzki wystepujace
w rozmaitych formach strukturalnych, sa srodowiskowo niezwykle istotne, ze wzgledu na
silne wlasciwos$ci genotoksyczne, mutagenne, oraz kancerogenne. Zwiazki WWA zawierajace
w swojej budowie pig¢ oraz wigcej pierscieni aromatycznych okre$lane sa jako "cigzkie"
WWA, podczas, gdy zbudowane z mniejszej liczby pierscieni okreslane sg jako "lekkie"
WWA. W postaci czystej wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne sg substancjami
stalymi, krystalicznymi, o bialej lub bladozotto-zielonej barwie, posiadajacymi wysokie

temperatury topnienia i niskie preznosci pary [3].

Tabela 1. Wiasciwosci fizykochemiczne oraz wzory wybranych WWA [2].

Temp. | Temp.
Wzor Wzér
Zwiazek Postaé topn. | wrzenia
sumaryczny strukturalny . .
["Cl ["Cl
bezbarwne shupki
= lub bloczki
Antracen CiaHyg 218 | 341
= o fioletowe;j
fluorescencji
plytki

Benzo(a)antracen CisHiz OG
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) ‘ bezbarwne ptytki
Dibenzo(a,h)antracen CxHis OGG 262 269,5
‘ lub listki

‘ bezbarwne lub
Fluoranten Ci6Hio O-C bladozotte igly 111 375

lub ptytki

Policykliczne weglowodory aromatyczne charakteryzuja si¢ dobra rozpuszczalnoscia
w rozpuszczalnikach organicznych, takich jak: benzen, toluen, cykloheksan oraz aceton. Ich
rozpuszczalno§¢ w wodzie jest niewielka. Przyktadowo rozpuszczalno$¢ fenantrenu w wodzie
posiadajacej temperature 25°C wynosi 435 pg/l. Nalezy podkresli¢, ze obecno$¢ dodatkowych
zwiazkoéw organicznych w wodzie sprawia, ze rozpuszczalno$¢ omawianych zanieczyszczen
zwigksza si¢. Zwiagzki przynalezne do grupy wielopier§cieniowych weglowodorow
aromatycznych wykazuja znacznie wigksze powinowactwo do powierzchni ciat statych. Totez
powszechnie uwaza si¢, ze WWA w $rodowisku sg zaadsorbowane na powierzchni statych
czastek wystgpujacych zaréwno w wodzie, glebie jak i powietrzu. Rozpatrujac reakcje
chemiczne jakim ulegaja WWA, mozna je podzieli¢ na dwie grupy: reakcje podstawiania oraz
reakcje przylaczania, w czasie ktérych wigzanie podwdjne ulega zniszczeniu. Weglowodory z
tej grupy wykazuja duza wrazliwo$¢ na dziatanie $wiatla, tlenu, ozonu oraz innych utleniaczy.
Pod wplywem tlenu oraz $wiatta WWA ulegaja reakcjom fotochemicznym, gdzie
w koncowym etapie utworzone zostaja diole, chinony oraz aldehydy. Wiasciwosci tego
rodzaju s3 niezmiernie znaczace, zwlaszcza podczas usuwania, tychze zanieczyszczen ze

srodowiska [3].

2. Oddzialywanie wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych na organizm

czlowieka

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne charakteryzuja si¢ bardzo duza
toksyczno$cig. Oznaczeniu poddaje si¢ najczesciej 17 z nich, ze wzgledu na ich
oddzialywanie na organizm czlowieka. Sa to: acenaftylen, acenaften, antracen,
benz(a)antracen, benzo(e)piren, benzo(a)piren, benzo(b)fluoranten, benzo(k)fluoranten,
benzo(j)fluoranten, benzo(g,h,i)perylen, dibenz(a,h)antracen, chryzen, fluoranten, fenantren,

fluoren, piren oraz indeno(1,2,3-c,d)piren [4].
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WWA s3 metabolizowane sa do epoksydow poprzez systemy enzymatyczne.
Metabolity WWA wykazuja silne dziatanie kancerogenne. Mechanizm ich dzialania polega na

alkilowaniu zasad DNA i1 RNA, a takze innych receptoro6w o charakterze nukleofilowym.

Mechanizm dzialania WWA przedstawiono na podstawie dziatania benzo[a]pirenu
(rysunek 1). Przeprowadzono badania, na podstawie ktorych stwierdzono, ze ostatni zwigzek

z przedstawionego schematu dziata kancerogennie, a takze reaguje z DNA [5].

CO SO 99
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LI NGO ®
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Rysunek 1. Przemiany benzo[a]pirenu w organizmach zywych [4].

Badania wykazaty réwniez, ze wielu pracownikdéw majacych kontakt z pylami
i dymami pochodzacymi z piecow weglowych, zachorowalo na nowotwor ptuc. Glownymi
sktadnikami pytéw i dymoéw sa benzo(a)piren, chryze, benzo(a)antracenu, benzo(a)fluoranten,

dibenzo(a,h)antracen i wiele innych wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych

[6].
3. Metody pozwalajace oznacza¢ wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne

We wspotczesnej analizie sladowej mamy do czynienia z wykrywaniem substancji na

poziomie ppm i ppb.
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Aby oznaczy¢ tak mate ilosci substancji chemicznych w skomplikowanej matrycy,
jaka sg probki srodowiskowe, niezbedne jest przygotowanie procedury sktadajace;j si¢ z kilku

etapow:
e pobieranie probki
e przechowywanie

e wstepne przygotowanie obejmujace wyodrebnienie z matrycy, zatezanie czy przeksztalcanie

analitu w posta¢ bardziej trwalg lub dogodng dla koncowego oznaczania
e analiza wlasciwa
e obrobka danych [7]

Analiz¢ WWA w matrycach srodowiskowych wykonuje si¢ uzywajac ré6znych metod [8].
Oznaczenie chromatograficzne WWA w matrycach $rodowiskowych poprzedzone jest

odpowiednim przygotowaniem probki. Wsérdd nich wymienia si¢:

e mozliwo$¢ doboru odpowiedniego ekstrahenta,
e wybor sposobu prowadzenia ekstrakeji,
e oczyszczanie ekstraktow,

e jakosciowa oraz ilo§ciowq analiz¢ chromatograficzng [9].

Biorac pod uwage niski koszt aparatury czgsto stosowang technika pozwalajaca
rozdzielic WWA jest chromatografia cienkowarstwowa TLC albo tez jej modyfikacja-
ciSnieniowa chromatografia cienkowarstwowa HPTLC. W tym drugim przypadku
wykorzystuje si¢ specjalng komore, wywierajaca ci$nienie na zloze naniesione na ptytke do
chromatografii cienkowarstwowej. Otrzymuje si¢ w ten sposob ptaska, cienka kolumne, przez
ktéra mozna tloczy¢ eluent z optymalng predkoscig niezaleznie od sil kapilarnych i oporu
eluentu przez warstwe adsorbentu. Intensywny rozwoj wysokosprawnej chromatografii
cieczowej HPLC sprawil, Zze ta technika chromatograficzna jest najczesciej stosowang

technikg umozliwiajaca rozdziat WWA [8].

Ponadto rozdzial otrzymanych weglowodorow mozna tez wykonywaé uzywajac
chromatografii gazowej polaczonej ze spektrometrem mas (GC/MS). Ogromng zaleta GC/MS
jest jej wysoka rozdzielczo$¢, co jest niezmiernie korzystne przy rozdziale mieszanin, a takze

w trakcie ich identyfikacji. Wada natomiast sa trudnos$ci w analizie ,,ciezkich” (szescio-,
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siedmiopierscieniowych) WWA  (kolumna moze wulec rozkladowi).  Analizg
wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych przy uzyciu HPLC prowadzi si¢
w ukladzie faz odwroconych (faza stacjonarna jest niepolarna). Ta technika chromatografii

zapewnia najlepszy rozdzial mieszanin rdznigcych si¢ hydrofobowos$cia zwigzkow [10].
3.1 Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)

Wysokosprawna chromatografia cieczowa kolumnowa stanowi jedna z najczesciej
wykorzystywanych technik chromatograficznych. Wykorzystywana jest do oczyszczania,
izolowania, oznaczania iloSciowego oraz identyfikacji substancji chemicznych. Metoda
znalazta  zastosowanie glownie w analizie farmaceutycznej, biomedycznej, ochronie
srodowiska itp. HPLC (ang. High Pressure Liquid Chromatography) jest rodzajem cieczowej
chromatografii kolumnowej, gdzie probka poddawana analizie, jest rozpuszczana
w rozpuszczalniku transportujacym (eluencie) i w takiej formie jest kierowana do kolumny
wypehionej jest specjalnym, porowatym zlozem. Faza ruchoma jest roztwodr ciekly
wykazujacy rézny stopien polarnosci. Wskutek oddzialywan miedzyczasteczkowych
substancji chemicznych, wchodzacych w sklad analizowanej probki, z faza ruchoma
i stacjonarng, nastepuje ich rozdzielenie [1]. Aparatura do chromatografii HPLC zawiera
nastgpujace elementy (rys. 1): zbiornik (lub zbiorniki) na faz¢ ruchoma (1), system
odgazowywania fazy ruchomej (2), pompa (3), dozownik (4), kolumna (lub zestaw kilku
kolumn) (5), detektor (6), polaczonego z rejestratorem (komputer)(7) [11].

Rysunek 2. Chromatograf cieczcowy HPLC, Agilent 1260.
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I1. Czes¢ badawcza

1. Cel

Celem projektu byto okreslenie zawartosci antracenu w glebach pobranych z terenu
Ojcowskiego Parku Narodowego. Do badan wykorzystano probki gleb z terenow na ktorych
moga wystepowac¢ zanieczyszczenia z grupy WWA. Oznaczenie zawarto$ci antracenu

wykonano stosujac wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa (HPLC).

2. Opis punktow poboru probek

Badaniu poddano ziemi¢ pobrang z terenu Ojcowskiego Parku Narodowego. Aby
lepiej zilustrowaé miejsca, z ktoérych pobrano probki do analizy w niniejszej pracy
zamieszczono mape¢ z zaznaczonymi obszarami, z ktdérych pobrano materiat do badan oraz

zdjecia niniejszych punktoéw pomiarowych.

Glebg pobrano 20.10.2015 roku, z czterech réznych miejsc zlokalizowanych na terenie
Ojcowskiego Parku Narodowego. Poboru probek dokonano w taki sposob, aby iloSciowo
oceni¢ zawarto$¢ antracenu w badanym gruncie. Material pobrano z wierzchniej warstwy
gruntu z glebokosci okoto 20 cm. Z danego miejsca do analizy pobrano kilka prébek

pierwotnych, ktére po polaczeniu stanowity probke ogolna.
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Rysunek 3. Mapa Ojcowskiego Parku Narodowego z zaznaczonymi punktami pomiarowymi.
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Rysunek 4. Palenisko centrum.
Probka nr 1

Teren polozony w odleglosci kilku metréw od ruchliwej drogi. Wokoét znajduje sig¢ las,
parking oraz sklepik z pamigtkami. Glebe z tego obszaru pobrano z zgaszonego paleniska

z trzech r6znych punktow.

Rysunek 5. Zrédetko Mitosci.

Probka nr 2
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Teren polozony blisko drogi przejazdowej. Wokot znajduje sie glownie las. Glebe

z tego terenu pobrano przy "Zrodetku Mitosci" réwniez z trzech réznych miejsc.

Rysunek 6. Kaplica "Na Wodzie".

Probka nr 3

Obszar usytuowane w sgsiedztwie ruchliwej drogi. W odleglo$ci okoto 3 metrow
plynie potok. Glebg z tego terenu pobrano przy Kaplicy "Na Wodzie" z trzech réznych
punktow.
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Rysunek 7. Parking.

Probka nr 4

Teren polozony u podndéza zamku "Ojciec u Skaly". W odleglosci 10 metrow
zlokalizowana jest ruchliwa droga. Glebe z tego terenu pobrano z parkingu w trzech réznych

punktach.

3. Aparatura i odczynniki

Analiza dotyczaca zawarto$ci antracenu w probkach gleb, prowadzona byla przy
uzyciu chromatografu cieczowego firmy DIONEX (A4SI-100 Autosampler Series oraz P580
Pump) zaopatrzonego w detektor UV-VIS (UVDI170U Dionex, sprzg¢zonego z kolumnag
ochronng Thermo Scientific Part No 25005-154630). Rozdzial odbywatl si¢ na kolumnie
RPC18 o wielkos$ci ziarna 5 um firmy DIONEX.
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W procesie ekstrakcji antracenu z gleby wykorzystano myjke ultradzwickowa

InterSonic 1S-2.

Podczas prowadzenia analizy antracenu w probkach gleb, uzyto rowniez drobnego

sprzgtu laboratoryjnego:

o zlewek,
e pipet automatycznych
e wagi analitycznej,

e wialek.
Sposréd odezynnikdéw uzytych do analizy mozna wymienié:

e aceton (PAH),

e acetonitryl (firmy BAKER),

e antracen (wzorzec 10 ng/ul dr Ehrenstorfer),
e heksan (firmy BAKER),

e woda o czystosci do HPLC firmy BAKER.

Odczynniki  wykazywaty czysto§¢ adekwatng do wuzytku podczas analiz
w chromatografii HPLC.

4. Metodyka postepowania analitycznego

Po pobraniu probek z obranego do analizy terenu, glebe poddawano suszeniu przez
okres dwoch tygodni, w temperaturze pokojowej oraz bez dostepu Swiatta. Nastgpnie
dokonywano jej rozdrobnienia w mozdzierzu. Tak przygotowang glebe przechowywano na

szalkach bez dostepu Swiatta.

Na wadze analitycznej odwazono po 5 g wysuszonej na powietrzu i rozdrobnione;j
gleby. Glebe przeniesiono ilosciowo do plastikowych probowek. Nastepnie pipeta
automatyczng dodano do kazdej z nich 100 pl roztworu podstawowego antracenu o st¢zeniu
10 pg/ml ipo 5 ml acetonu i heksanu. Calo$¢ wytrzasano przez 10 min. Probki odstawiono
na kilkanascie minut w celu sedymentacji osadu. Kolejno pobrano do strzykawek 2 cm’
ekstraktow, przesaczono przez filtr 0,45 pm do wialek chromatograficznych. Przeprowadzono

chromatograficzne oznaczanie antracenu.
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W celu wyznaczenia stezenia badanego analitu w ekstraktach glebowych
wykorzystano metod¢ dodatku wzorca, ktéra polegata na dodaniu do probki znanych ilosci
substancji oznaczanych. Do wialek chromatograficznych przeniesiono przy pomocy pipety
automatycznej 100 mm’ ekstraktow z gleby oraz 100 mm’® roztworu wzorcowego o stezeniu
50 pg/em’ i po dokladnym wymieszaniu calo§¢ wprowadzono do kolumny
chromatograficznej. W celu oszacowania, czy wartosci stezen w badanych probkach mieszcza
si¢ w zakresie liniowo$ci metody wykonano roztwory wzorcowe antracenu o stezeniach 50
pg/em’, 125 pg/em’, 500 pg/em’. Na podstawie otrzymanych wynikéw wykonano wykres

stezenia wzorca od pola powierzchni pod pikiem (wykres 1).

Wykres 1. Wykres zaleznosci stezenia wzorca od pola powierzchni pod pikiem.

Wykres zaleznoSci stezenia od pola powierzchni pod
pikiem
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Dodatkowo podczas analizy stosowano elucje gradientowa. Program gradientowy
zostal przedstawiony w tabeli2. Szybkos$¢ przeplywu eluentu v= 1 ml/min. Objgtosé
wstrzyknigtej probki V=20 pl

Tabela 2. Program elucji gradientowej zastosowany do rozdziatu antracenu.

Czas [min] | Zawartos¢ wody [%] Zawartos¢ acetonitrylu [%]

0-3 55 45

3-6 0 100
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6-14 0 100
14-17 55 45
17-20 55 45

4. Wyniki pomiarow

Na podstawie uzyskanych sygnaléw Ag (pole powierzchni piku uzyskanego dla
ekstraktu glebowego o stezeniu antracenu Cg) oraz Am (pole powierzchni piku mieszaniny
100 mm® ekstraktu glebowego i 100 mm’ roztworu wzorcowego o stezeniu antracenu Cyy)

obliczono stezenie antracenu w ekstrakcie glebowym.

Migdzy stezeniem a uzyskiwanym sygnatem istnieje zalezno$¢ liniowa:
A, =a-Cg
A4,=a-C,

Stezenie antracenu w roztworze powstalym poprzez zmieszanie roztworu badanego

1 wzorcowego wyrazono rownaniem:

Vs -Ci +V,-Cy
VeV,

a stezenie analitu w ekstrakcie glebowym:

_ Ag Vi Cy
Ve Ay+V, -4,—A4; -V,

G

gdzie:
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Vw — objetos¢ dodanego wzorca
Vi — objetos¢ roztworu badanego
Cw — stgzenie dodanego wzorca.

W wyniku przeprowadzonej ekstrakcji antracenu z gleby, otrzymano frakcje tego
zwiazku, ktore analizowano nastepnie przy wykorzystaniu metody HPLC. Wyniki ilo$ciowe

z przeprowadzonej analizy w badanych prébkach srodowiskowych zestawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Otrzymane wyniki.

Pole Srednie wartosci
Nazwa Miejsce
powierzchni uzyskanych stezen Odchylenia
probki poboru
pod pikiem antracenu [mg/kg s.m]
3,035
Kaplica na
A 2,608 0,1341 0,0193
wodzie
2,644
, 2,343
Zrodto
B 2,282 0,1230 0,0102
mitosci
2,146
2,754
Palenisko
C 2,808 0,1433 0,0022
centrum
2,772
1,584
D Parking 1,593 0,0736 0,0049
1,736
5. Whnioski

Przeprowadzona analiza probek pochodzacych z terenu Ojcowskiego Parku
Narodowego miala na celu okreslenie stopnia zanieczyszczenia gleby antracenem
pochodzacym z grupy wielopier§cieniowych weglowodoréw aromatycznych. Do identyfikacji
zastosowano metode HPLC. Zakres st¢zen antracenu w probkach zawierat si¢ w przedziale od
0,0736 mg/kg s.m. do 0,1433 mg/kg s.m. Zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Srodowiska z

dnia 9 wrzesnia 2002r. w sprawie standardéw jako$ci gleby oraz standardow jakosci ziemi

29



E. Majkowska et al. / Analit 1 (2016) 15-31

uzyskane stezenia znajdujg si¢ zarowno ponizej (probka pobrana z parkingu) jak i powyzej

(pozostate probki) dopuszczalnych wartosci (0,1mg/kg suchej masy). Tak mata rozbiezno$é

uzyskanych wynikéw spowodowana jest niewielka powierzchnia Ojcowskiego Parku

Narodowego w zwigzku z czym probki zostaly pobrane z miejsc potozonych stosunkowo

blisko siebie. Nadmiar antracenu w badanych probkach gleb pobranych z Parku, moze by¢

spowodowane tym, ze teren znajduje si¢ w poblizu Krakowa, gdzie panuje duze stezenie

pylow zawieszonych w powietrzu, przenoszonych wraz z ruchami powietrza na sgsiednie

obszary (a wraz z nimi zaadsorbowane zanieczyszczenia). W niedalekim sasiedztwie

Ojcowskiego Parku Narodowego znajduje si¢ takze huta, ktora réwniez ma wptyw na duze

stezenie antracenu.
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