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Streszczenie
Wstęp: Naftyloaminy (NA), tzn. 1-naftyloamina (1-NA) oraz 2-naftyloamina (2-NA) i  jej sole (chlorowodorek i octan 2-naftylo-
aminy), to bezbarwne krystaliczne ciała stałe. Znalazły one zastosowanie m.in. w produkcji farb i barwników. W Unii Europejskiej 
sklasyfikowano 1-NA jako substancję toksyczną, a 2-NA i jej sole jako substancje rakotwórcze kategorii 1A. Celem pracy było opra-
cowanie nowej metody oznaczania NA, która umożliwi ich oznaczanie w środowisku pracy w zakresie stężeń 0,3–6 µg/m3. Materiał 
i metody: Metoda polega na zatrzymaniu NA na filtrze zaimpregnowanym kwasem siarkowym(VI). Po rozpuszczeniu w wodzie, 
zalkalizowaniu roztworem wodorotlenku sodu i ekstrakcji metanolem na kolumienkach Oasis HLB roztwory w metanolu analizo-
wano z zastosowaniem wysokosprawnego chromatografu cieczowego z detektorem fluorescencyjnym. Wyniki: Opracowana metoda 
umożliwia oznaczanie 1-NA oraz 2-NA i jej soli w zakresie stężeń 0,3–6 µg/m3. Granica wykrywalności (limit of detection – LOD) 
wynosi 81 pg/ml dla 1-NA i 80,6 pg/ml dla 2-NA. Wnioski: Metoda charakteryzuje się dobrą precyzją i dokładnością, spełnia wy-
magania zawarte w normie europejskiej PN-EN 482 i może być wykorzystywana przez laboratoria higieny pracy do wykonywania 
pomiarów zawartości 1-NA oraz 2-NA i  jej soli w powietrzu na stanowiskach pracy w celu oceny narażenia pracowników na te 
substancje. Med. Pr. 2021;72(2):145–154
Słowa kluczowe: metoda analityczna, powietrze na stanowiskach pracy, HPLC, inżynieria środowiska, nauki o zdrowiu, 
naftyloamina

Abstract
Background: Naphthylamine (NA), i.e., 1-naphthylamine (1-NA) and 2-naphthylamine (2-NA) and its salts (2-naphthylamine hy-
drochloride and 2-naphthylamine acetate) are colorless crystalline solids. They have been used, among others, in the production of 
paints and dyes. In the European Union, 1-NA is classified as a toxic substance, and 2-NA and its salts as carcinogenic category 1A. 
The aim of this study was to develop a new method for the determination of NA, which will enable the determination of 1-NA and 
2-NA and its salts in the working environment, in the concentration range of 0.3–6 µg/m3. Material and Methods: The method con-
sists in passing the test air containing the substances to be determined through a glass fiber filter impregnated with sulphuric acid(VI). 
After recovery with water and sodium hydroxide solution followed by extraction into a solid on Oasis HLB columns, the solutions in 
methanol are analyzed using a high-performance liquid chromatograph with a fluorescence detector and Ultra C18 column. Results: 
The method developed allows determining 1-NA and 2-NA and its salts in the concentration range of 0.3–6 µg/m3. The limit of detec-
tion for 1-NA is 81 pg/ml and for 2-NA – 80.6 pg/ml. Conclusions: The method is characterized by good precision and accuracy; it 
meets the requirements of European Standard PN-EN 482 and can be used by occupational hygiene laboratories to measure the level 
of 1-NA and 2-NA and its salts in workplace air to assess workers’ exposure to these substances. Med Pr. 2021;72(2):145–54
Key words: determination method, workplace air, HPLC, environmental engineering, health sciences, naphthylamine
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WSTĘP

Naftyloaminy (NA), tzn. 1-naftyloamina (1-NA) oraz 
2-naftyloamina (2-NA) i jej sole (chlorowodorek i octan 
2-naftyloaminy), to bezbarwne krystaliczne ciała stałe 
ciemniejące na powietrzu. Podczas ogrzewania >100°C 
rozkładają się, wydzielając silnie toksyczne pary i aero-
zole. Naftyloaminy rozpuszczają się w etanolu i eterze 
dietylowym oraz  – słabo  – w  wodzie. 1-Naftyloamina 
jest substancją o nieprzyjemnym zapachu, którego próg 
wyczuwalności wynosi 140–290 μg/m3. Właściwości fi-
zykochemiczne 1-NA oraz 2-NA i jej soli przedstawio-
no w tabeli 1 [1–8].

1-Naftyloamina jest stosowana do produkcji farb 
i  barwników w  przemyśle włókienniczym, farmaceu-
tycznym, spożywczym, kosmetycznym (środki hi-
gieny osobistej, kosmetyki, tusze do tatuażu, farby do 
włosów) oraz elektronicznym (komputery), w laborato-
riach do celów analitycznych, a także jako środek smar-
ny (do smarowania silników, w płynach hamulcowych, 
olejach) oraz do syntezy innych substancji chemicz-
nych, takich jak N-fenylo-1-naftyloamina, 1-naftol i in-
nych [6,9].

2-Naftyloamina powstaje podczas pirolizy związ-
ków organicznych zawierających azot  [10–12]. Już 
od 1922 r. produkowano ją w celach handlowych, po-
wszechnie wykorzystując przy tym reakcję 2-nafto-
lu z  amoniakiem i  siarczynem amonu  [13]. Dawniej 
2-NA była wykorzystywana jako półprodukt do pro-
dukcji 21 barwników, a  także jako przeciwutleniacz 
w  przemyśle gumowym  [13]. Obecnie jest stosowa-
na w  laboratoriach, m.in. jako substancja modelo-
wa w  badaniach nad rakiem. Do narażenia na 2-NA 
może dojść podczas pirolizy związków organicznych 
zawierających azot, a  także podczas ogrzewania ole-
jów spożywczych i poprzez narażenie na dym tytonio-
wy [14,15].

W Polsce zakazana jest produkcja, obrót lub stoso-
wanie 2-NA i jej soli jako substancji w postaci własnej 
lub substancji wchodzącej w skład innej substancji oraz 
w mieszaninach, w stężeniu ≥0,1% masy. Pod pewnymi 
warunkami dopuszczalna jest produkcja 2-NA i jej so-
li, obrót nimi lub ich stosowanie w celach naukowych 
i  rozwojowych oraz do przeprowadzania analiz che-
micznych  [16]. Według Centralnego Rejestru Danych 
o  Narażeniu na Substancje, Mieszaniny, Czynniki 
i  Procesy Technologiczne o  Działaniu Rakotwórczym 
lub Mutagennym w Polsce w 2017 r. na działanie 2-NA 
i jej soli było narażonych 208 osób (201 na 2-NA i 7 na 
jej sole). Osoby narażone pracowały w  laboratoriach 

uczelnianych, instytutach, inspekcjach, urzędach kon-
trolnych, laboratoriach zakładów farmaceutycznych 
i w zakładzie produkującym farby [15,17].

1-Naftyloamina jest substancją szkodliwą, która 
wchłania się do organizmu głównie drogą pokarmową 
i przez skórę. Do objawów zatrucia drogą pokarmową 
należą sinoniebieskie zabarwienie warg, błon śluzowych 
i skóry, bóle i zawroty głowy, zaburzenia świadomości 
oraz utrata przytomności [1].

2-Naftyloamina i  jej sole wchłaniają się do organi-
zmu głównie drogą oddechową i przez skórę. Po kilku-
godzinnym narażeniu na 2-NA w bardzo dużych stęże-
niach mogą wystąpić: sinoniebieskie zabarwienie błon 
śluzowych (warg, jamy ustnej), paznokci i  skóry, bóle 
i zawroty głowy oraz narastająca duszność. Objawy ska-
żenia skóry w  wysokiej temperaturze otoczenia mogą 
po kilku godzinach przypominać zatrucie inhalacyjne. 
Skażenie oczu może wywołać łzawienie, ból i  zaczer-
wienienie spojówek z  ryzykiem uszkodzenia rogów-
ki. Długotrwałe narażenie prowadzi do kontaktowego 
zapalenia skóry oraz przewlekłego zapalenia pęcherza 
moczowego i jego nowotworów [1].

W Unii Europejskiej 1-NA sklasyfikowano jako sub-
stancję toksyczną (toksyczność ostra kat. 4 – droga po-
karmowa) i  stwarzającą zagrożenie dla środowiska 
wodnego (kat. 2). Substancji tej przypisano następujące 
zwroty określające rodzaj zagrożenia [18]:
 ■ H302: działa szkodliwie po połknięciu,
 ■ H411: działa toksycznie na organizmy wodne, po-

wodując długotrwałe skutki.
2-Naftyloaminę i  jej sole sklasyfikowano natomiast 

jako substancje rakotwórcze kategorii 1A (stężenie gra-
niczne C ≥ 0,01%), toksyczne (toksyczność ostra kat. 4 – 
drogi oddechowe) i  stwarzające zagrożenie dla środo-
wiska wodnego (kat. 2). Substancjom tym przypisano 
następujące zwroty określające rodzaj zagrożenia [18]:
 ■ H350: może powodować raka,
 ■ H302: działa szkodliwie po połknięciu,
 ■ H411: działa toksycznie na organizmy wodne, po-

wodując długotrwałe skutki.
W światowej literaturze opisano różne metody ozna-

czania stężeń 1-NA i  2-NA w  powietrzu na stanowi-
skach pracy.

Metoda nr 5518 opracowana w National Institute for 
Occupational Safety and Health (NIOSH) jest stosowa-
na do oznaczania 1- i 2-NA. Polega ona na pobieraniu 
próbki powietrza na filtr z włókna szklanego i żel krze-
mionkowy, ekstrakcji za pomocą roztworu kwasu oc-
towego w propan-2-olu (0,05%, v/v) oraz analizie z za-
stosowaniem chromatografu gazowego z  detektorem 
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płomieniowo-jonizacyjnym (GC-FID). Zakres pomia-
rowy metody wynosi 3–70 µg/m3 dla próbki powietrza 
o objętości 50 l [19].

W Occupational Safety and Health Administration 
(OSHA) opracowano taką samą metodę (nr 93) ozna-
czania dla kilku amin aromatycznych  – bifenylo-4-
-aminy oraz 1-NA i 2-naftyloaminy. Metoda polega na 
pobieraniu powietrza zawierającego aminę aromatycz-
ną na 2 połączone szeregowo filtry z włókna szklanego 
z naniesionym kwasem siarkowym. Aminę wymywano 
z filtra wodą, a po zmianie środowiska na zasadowe eks-
trahowano toluenem i oznaczano jako pochodną bez-
wodnika kwasu heptafluorobutyrowego (HFAA) z  za-
stosowaniem chromatografu gazowego z  detektorem 
wychwytu elektronów (GC-ECD). Zakres pomiarowy 
dla 1-NA i 2-NA wynosi 2,95–11,8 µg/m3 dla próbki po-
wietrza o objętości 100 l [20].

W Polsce 1-NA i 2-NA oznaczano według Polskiej 
Normy PN-Z-04147-02:1985 [21]. Metoda ta polega na 
adsorpcji par NA żelu krzemionkowym, desorpcji oc-
tanem metylu i analizie chromatograficznej (GC-FID) 
otrzymanego roztworu. Norma ta została wycofana ze 
zbioru Polskich Norm.

Wartości normatywu higienicznego najwyższego do-
puszczalnego stężenia (NDS) dla 1-NA i 2-NA w Polsce 
wynoszą 0 mg/m3  [22]. W  2019 r. Zespół Ekspertów 
ds.  Czynników Chemicznych i  Pyłowych działający 
przy Międzyresortowej Komisji ds. Najwyższych Do-
pusz czal nych Stężeń i Natężeń Czynników Szkodliwych 
dla Zdrowia w  Środowisku Pracy ustalił nową war-
tość NDS dla 2-NA oraz dodatkowo dla jej soli octa-
nu i chlorowodorku 2-naftyloaminy w przeliczeniu na 
2-NA na poziomie 0,003 mg/m3 [17].

Celem niniejszej pracy było opracowanie nowej me-
tody oznaczania NA, która umożliwi oznaczanie 1-NA 
oraz 2-NA i jej soli w środowisku pracy w zakresie stę-
żeń 0,3–6 µg/m3, zgodnie z  wytycznymi zawartymi 
w normie PN-EN 482 [23].

MATERIAŁ I METODY

W badaniach stosowano:
 ■ chromatograf cieczowy firmy Agilent Technologies 

seria 1200 z detektorem diodowym (DAD) i fluore-
scencyjnym (FLD) z  automatycznym podajnikiem 
próbek, z możliwością dozowania próbki w zakresie 
1–100 µl i z oprogramowaniem Chemstation steru-
jącym oraz zbierającym dane;

 ■ kolumnę chromatograficzną Ultra C18 o  długości 
25 cm i średnicy wewnętrznej 4,6 mm, wypełnioną 

fazą oktadecylową o uziarnieniu 5 μm, z przedko-
lumną (prod. Restek, USA);

 ■ aspiratory do pobierania próbek powietrza: Gilian LFS 
(prod. Sensidyne, USA), zakres pracy: 1–350 ml/min 
(0,06–21 l/godz.), i GilAir plus (prod. Sensidyne, USA), 
zakres pracy: 20–5000 ml/min (1,2–300 l/godz.);

 ■ wytrząsarkę mechaniczną do przeprowadzenia 
ekstrakcji analitów z  sorbentów: WL-2000 (prod. 
JWElectronic, Polska);

 ■ wagę analityczną Sartorius BP221S (prod. Sartorius 
Corporation, USA) do odważania wzorców;

 ■ chłodziarko-zamrażarkę ARDO CO23B-2H (prod. 
Merloni Indesit, Polska) do przechowywania roz-
tworów i próbek;

 ■ eksykator szafkowy serii EKS (prod. WSL, Polska) 
do przechowywania próbek;

 ■ zestaw próżniowy do SPE (prod. Supelco, USA);
 ■ kolumienki do SPE, Oasis HLB – 1 ml (prod. Waters, 

USA);
 ■ pompę próżniową (prod. Laboport, USA).

W  badaniach wykorzystano następujące odczyn-
niki: 1-NA, 2-NA, benzydynę (prod. Sigma-Aldrich, 
Niemcy), bifenylo-4-aminę, kwas octowy (prod. Riedel-
-de Haën, Niemcy), metanol, acetonitryl (prod. Honey-
well, USA), kwas siarkowy, wodorotlenek sodu (prod. 
POCh, Polska) i wodę o czystości do HPLC uzyskaną 
z apa ratu MiliQu.

Do pobierania próbek powietrza używano fil-
trów z włókna szklanego o średnicy 37 mm Whatman 
GF/A (prod. Whatman, Wielka Brytania) umieszczone 
w oprawkach do filtrów o średnicy 37 mm (prod. SKC, 
USA).

WYNIKI I OMÓWIENIE

Ustalenie warunków oznaczania
Aminy aromatyczne utleniają się na powietrzu, dlatego 
już na etapie pobierania próbek powietrza powinny być 
zabezpieczone przed tym niekorzystnym zjawiskiem. 
Aminy wykazują właściwości zasadowe i  łatwo ule-
gają działaniu kwasów, tworząc sole, które pod wpły-
wem wodnych roztworów wodorotlenków przecho-
dzą z powrotem w aminy. Wykorzystując właściwości 
zasadowe amin i  łatwość, z  jaką tworzą sole z kwasa-
mi, postanowiono 1-NA i 2-NA wyizolować z badane-
go powietrza za pomocą filtrów z naniesionym kwasem 
siarkowym  [20,24–28]. Filtry takie zatrzymują tak-
że sole 2-NA (octan i chlorowodorek). Sole amin do-
brze rozpuszczają się w wodzie i – słabo – w rozpusz-
czalnikach organicznych, dlatego do ekstrakcji z filtra 
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co odpowiada 3,6 µg 2-NA (30 µg/m3, 10 NDS). Filtry 
po wyschnięciu umieszczono w oprawkach i połączono 
szeregowo: I filtr z naniesioną substancją i II filtr bez na-
niesionych substancji. Następnie złożono układ składa-
jący się z połączonych szeregowo filtrów i pompy ssącej 
o regulowanym i kontrolowanym za pomocą rotametru 
strumieniu objętości powietrza. Przez ten układ prze-
puszczono 120 l powietrza ze stałym strumieniem ob-
jętości: 120 l/godz., 60  l/godz. i 20 l/godz. Takie same 
badania przeprowadzono, gdy na filtry z włókna szkla-
nego pokryte kwasem siarkowym(VI) naniesiono po 
25 µl roztworu 1-NA i  2-NA w  metanolu o  stężeniu 
72 µg/ml, co odpowiada 1,8 µg każdej badanej substan-
cji (15 µg/m3). Rezultaty badań przedstawiono w tabe-
li 2. Uzyskane wyniki wskazują na całkowite zatrzyma-
nie NA na I filtrze.

1-NA – 1-naftyloamina / 1-naphthylamine, 2-NA – 2-naftyloamina / 2-naphthylamine, 
FLD – de tektor fluorescencyjny / fluorescence detector, HPLC – wysoko sprawny 
chromatograf cieczowy / high performance liquid chromatography.

Rycina 1. Schemat przygotowania próbek do analizy
Figure 1. Scheme of sample preparation for analysis

z  naniesionym kwasem stosuje się wodę. Po ekstrak-
cji z  filtra wodą i  zmiany środowiska na zasadowe 
(przez reakcję z wodorotlenkiem np. sodu) sole aminy 
przechodzą z  powrotem w  aminę. Amina w  rozpusz-
czalniku organicznym uzyskana w  wyniku ekstrak-
cji ciecz-ciecz  [20,27,28] lub ekstrakcji do fazy stałej 
(SPE) [24,25] jest oznaczana chromatograficznie.

Na postawie przeprowadzonych badań wstępnych 
zdecydowano, że 1-NA oraz 2-NA i jej sole będą pobie-
rane na filtry z włókna szklanego z naniesionym kwa-
sem siarkowym(VI). Po pobraniu powietrza sole amin 
będą wymywane z filtra wodą i za pomocą roztworu wo-
dorotlenku sodu przeprowadzane z powrotem w ami-
ny. W celu wzbogacenia analitów i wymiany rozpusz-
czalnika na metanol aminy będą poddane ekstrakcji do 
fazy stałej (SPE) na kolumienkach Oasis HLB (kopoli-
mer N-winylopirolidonu i diwinylobenzenu). Schemat 
przygotowania próbki do analizy przedstawiono na ry-
cinie  1. Roztwór 1-NA i  2-NA w  metanolu oznacza-
no z  zastosowaniem wysokosprawnego chromatogra-
fu cieczowego (HPLC) z detektorem fluorescencyjnym 
(FLD) w następujących warunkach oznaczania:
 ■ kolumna Ultra C18 o długości 25 cm i średnicy we-

wnętrznej 4,6 mm, wypełniona fazą oktadecylową 
o uziarnieniu 5 µm, z przedkolumną;

 ■ faza ruchoma: acetonitryl:metanol:0,1% kwas octo-
wy 50:5:45 (v/v);

 ■ strumień objętości fazy ruchomej 0,6 ml/min;
 ■ temperatura kolumny: 40°C;
 ■ długość fali wzbudzenia i  emisji detektora FLD: 

λex = 250 nm, λem = 410 nm;
 ■ dozowanie próbki: 10 µl.

W przedstawionych warunkach 1-NA i 2-NA moż-
na oznaczać w obecności benzydyny i bifenylo-4-ami-
ny (rycina 2).

Badanie warunków pobierania próbek powietrza
Badania warunków pobierania próbek powietrza z za-
wartością NA przeprowadzono, stosując połączone sze-
regowo filtry z  włókna szklanego o  średnicy 37  mm 
z naniesionym kwasem siarkowym(VI). Przygotowano 
je następująco: na każdy filtr naniesiono po 0,5 ml kwa-
su siarkowego(VI) o stężeniu 0,26 mol/l, a po wysusze-
niu filtry przechowywano w eksykatorze.

Sprawdzono możliwość zastosowania sposobu po-
bierania próbek powietrza podanego w  metodzie 
OSHA nr 93. Na filtry pokryte kwasem siarkowym(VI) 
naniesiono 50 µl roztworu 1-NA w metanolu o  stęże-
niu 72 µg/ml, co odpowiada 3,6 µg 1-NA (30 µg/m3), 
i 50 µl roztworu 2-NA w metanolu o stężeniu 72 µg/ml, 

Kondycjonowanie złoża 
kolumienek Oasis HLB:  

1 ml metanolu; 1 ml NaOH 
(0,135 mmol/l)

Conditioning of the Oasis HLB 
column bed: 1 ml of methanol; 

1 ml of 0.135 mM NaOH

Sorpcja 1-NA i 2-NA z roztworu 
znad filtra na złożu kolumienek 

Oasis HLB
Sorption of 1-NA and 2-NA from 
the solution from above the filter 

on the Oasis HLB column bed 

Przemywanie złoża 1 ml H2O
Washing of the bed  

with 1 ml of H2O

Suszenie złoża przez 5 min. 
Wymywanie 1-NA i 2-NA 
ze złoża – 1 ml metanol

Drying the bed for 5 min. 
Recovery of 1-NA and 2-NA 

from the bed - 1 ml of methanol

Analiza HPLC/FLD
HPLC/FLD analysis

Wytrząsanie roztworu przez  
30 min za pomocą wytrząsarki

Shaking the solution for  
30 min with a shaker

Pobieranie próbek powietrza. 
Zatrzymanie 1-NA i 2-NA i jej soli 

na filtrze z naniesionym H2SO4 
(0,26 mol/l)

Air sampling. Retention of 1-NA 
and 2-NA and its salts on filter 

with 0.26 M H2SO4

Wymywanie 1-NA i 2-NA 
z filtra 2 ml H2O

Po 1 godz. - 3 ml NaOH  
(0,135 mol/l)

Recovery of 1-NA and 2-NA from 
a filter with 2 mL H2O 

After 1 h - 3 ml of 0.135 M NaOH
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d) 12,639

* HPLC-FLD (lex/em=250/410 nm).
Kolumna Ultra C18 (250 mm), temperatura kolumny 40°C, faza ruchoma: acetonitryl:metanol i kwas octowy, roztwór 0,1% (50:5:45, v/v), natężenie przepływu strumienia fazy 
ruchomej przez kolumnę 0,6 ml/min: a) benzydyna (tR = 4,643 min), b) 2-naftyloamina (tR = 9,469 min), c) 1-naftyloamina (tR = 10,118 min), d) bifenylo-4-amina (tR = 12,639 
min) / Ultra C18 column (250 mm), column temperature 40°C, mobile phase: acetonitrile: methanol and acetic acid, solution 0.1% (50:5:45, v/v), mobile phase flow rate through 
the column 0.6 ml/min: a) benzidine (tR = 4.643 min), b) 2-naphthylamine (tR = 9.469 min), c) 1-naphthylamine (tR = 10.118 min), d) biphenyl-4-amine (tR = 12.639 min).

Rycina 2. Chromatogram roztworu wzorcowego 1-naftyloaminy i 2-naftyloaminy w metanolu w obecności benzydyny i bifenylo-4-aminy*
Figure 2. Chromatogram of a standard solution of 1-naphthylamine and 2-naphthylamine in the presence of benzidine  
and biphenyl-4-amine*

Tabela 2. Badanie adsorpcji 1-naftyloaminy i 2-naftyloaminy na filtrach z włókna szklanego z naniesionym kwasem siarkowym(VI)
Table 2. Tests of adsorption of 1-naphthylamine and 2-naphthylamine on fiberglass filters impregnated with sulphuric acid(VI)

Strumień objętości powietrza  
substancji

Substance air flow rate

Czas pobierania 
prób powietrza
Sampling time

[h]

Przybliżone stężenie substancji w powietrzu
Approximate substance concentration 

in the air
[µg/m3]

Ilość substancji w roztworach po odzysku
Amount of substance after recovery

[ng]

I filtr
filter I

II filtr
filter II

1-Naftyloamina / 1-Naphthylamine

120 l/h 1 30 3618,1 –

60 l/h 2 30 3508,9 –

20 l/h 6 30 3092,5 –

120 l/h 1 15 1507,3 –

60 l/h 2 15 1550,2 –

20 l/h 6 15 1428,2 –

2-Naftyloamina / 2-Naphthylamine

120 l/h 1 30 3301,8 –

60 l/h 2 30 3164,5 –

20 l/h 6 30 3703,5 –

120 l/h 1 15 1892,1 –

60 l/h 2 15 2064,0 –

20 l/h 6 15 1760,2 –
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Kalibracja i precyzja
Krzywą kalibracyjną przygotowano dla roztworów 1-NA 
i  2-NA w  metanolu w  zakresie stężeń 36–720 ng/ml. 
Stężenie tych roztworów ustalono na podstawie nastę-
pujących założeń:
 ■ zakres pomiarowy: 0,3–6 μg/m3,
 ■ objętość powietrza pobranego do analizy: 120 l,
 ■ objętość rozpuszczalnika: 1 ml.

Przygotowano po 3 serie roztworów kalibracyjnych, 
które poddano analizie chromatograficznej, i  sporzą-
dzono wykres zależności powierzchni pików badanej 
substancji od jej stężeń w roztworach wzorcowych (ry-
ciny 3a i 3b). Współczynnik nachylenia „b” krzywej ka-
libracji 1-NA (rycina 3a) o równaniu y = bx + a, charak-
teryzujący czułość metody, wynosi 3,62. Współczynnik 
korelacji r charakteryzujący liniowość krzywej wzorco-
wej wynosi 1, współczynnik nachylenia „b” krzywej ka-
libracji 2-NA (rycina 3b) – 8,43, a współczynnik kore-
lacji r – 0,9999.

W celu oceny precyzji oznaczeń kalibracyjnych przy-
gotowano roztwór wzorcowy podstawowy 1-NA i 2-NA 
w metanolu o  stężeniu 720 µg/ml. Wykonano z niego 
4 roztwory wzorcowe pośrednie o  stężeniu 3,6 µg/ml. 
Z  każdego roztworu wykonano 3 serie po 2 roztwory 
robocze przez odmierzenie do kolb miarowych o  po-
jemności 1 ml po 10 µl (I seria), 100 µl (II seria), 200 µl 
(III seria) roztworu pośredniego i  uzupełnienie me-
tanolem do objętości 1 ml. Każda seria składała się 
z 8 roztworów roboczych. Stężenie roztworów w  I  se-
rii wynosiło 36 ng/ml, II serii – 360 ng/ml i III serii – 
720 ng/ml. Wykonano pomiary chromatograficzne, 
a  na podstawie odczytanych powierzchni pików uzy-
skanych na chromatogramach obliczono współczynniki 
zmienności dla kolejnych stężeń, które wyniosły, odpo-
wiednio, dla 1-NA: 1,28%, 1,39%, 3,13%, oraz dla 2-NA: 
1,23%, 1,41%, 3,14%.

Badanie odzysku/desorpcji
Badania odzysku/desorpcji 1-NA i  2-NA z  filtrów 
dla 3  stężeń zakresu pomiarowego (0,1 NDS, 1 NDS 
i  2  NDS) przeprowadzono w  następujący sposób: na 
6 filtrów naniesiono, odpowiednio, po 10 µl, 100 µl 
i 200 µl roztworu 1-NA i 2-NA w metanolu o stężeniu 
3,6 µg/ml. Złożono zestawy składające się z filtrów z na-
niesionymi substancjami (umieszczonych w  opraw-
kach) i pompy ssącej o regulowanym i kontrolowanym 
za pomocą rotametru strumieniu objętości powietrza. 
Przez te filtry przepuszczano 120 l czystego powietrza ze 
strumieniem objętości 20 l/godz. Następnie filtry prze-
niesiono do kolb i dalej postępowano według schematu 

przedstawionego na rycinie 1. Roztwory uzyskane po 
wzbogacaniu analitów oznaczano chromatograficznie. 
Wyniki badań przedstawiono w tabeli 3. Średni współ-
czynnik odzysku/desorpcji dla 1-NA wynosi 0,89, a dla 
2-NA – 0,92.

Badanie trwałości próbek
Trwałość pobranych próbek powietrza badano po 
1 dniu oraz po 3, 5, 7 i 10 dniach przechowywania w la-
boratorium. Część filtrów przechowywano w  kolbach 
z dodatkiem 2 ml wody (w stanie mokrym), ponieważ 
w metodzie OSHA 93 wskazywano na taki właśnie spo-
sób przechowywania próbek. Wyniki badań dotyczą-
cych trwałości próbek przedstawiono w tabeli 4. Próbki 
przechowywane w  temperaturze pokojowej (20±2°C), 
bez względu na sposób przechowywania, zachowują 
trwałość co najmniej 7 dni.
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Rycina 3. Zależność powierzchni pików a) 1-naftyloaminy  
(1-NA) i b) 2-naftyloaminy (2-NA) od ich stężenia w roztworach 
wzorcowych (HPLC-FLD, kolumna Ultra C18)
Figure 3. a) 1-Naphthylamine (1-NA) and b) 2-naftyloamina  
(2-NA) peak area dependence on its concentration  
in the standard solutions (HPLC-FLD, ultra C18 column)
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Dane walidacyjne metody
Walidację metody przeprowadzono według wytycz-
nych zawartych w  normie PN-EN 482  [23]. Granicę 
wykrywalności (limit of detection – LOD) obliczono na 
podstawie wartości odchylenia standardowego zbioru 
sygnałów dla ślepej próby i kąta nachylenia krzywej ka-
libracji – współczynnika kierunkowego b.

Do obliczenia wartości LOD wykorzystano zależność

 LOD = 
3,3 × So

b
 (1)

gdzie:
b – współczynnik kierunkowy krzywej kalibracji (współczyn-
nik kalibracji) uzyskany przy wyznaczaniu liniowości,

Tabela 3. Badanie odzysku/desorpcji 1-naftyloaminy i 2-naftyloaminy z filtrów*
Table 3. Tests of recovery/desorption of 1-naphthylamine and 2-naphthylamine from filters*

NA naniesiona 
na filtr

NA applied on 
the filter

NA z roztworów po odzysku/ 
/desorpcji

NA from recovery/desorption 
solutions

[ng]

NA w roztworach  
porównawczych

NA in comparison solutions
[ng]
(M)

Współczynnik odzysku/ 
/desorpcji

Recovery/desorption  
coefficient

Średni współczynnik  
odzysku/desorpcji

Average recovery/desorption 
coefficient

1-Naftyloamina /  
/ 1-Naphthylamine

0,89

36 ng 29,4 34,6 0,85

360 ng 326,9 362,1 0,90

720 ng 659,0 726,1 0,91

2-Naftyloamina /  
/ 2-Naphthylamine

0,92

36 ng 26,1 28,1 0,93

360 ng 306,5 337,5 0,91

720 ng 606,5 653,5 0,93

* HPLC-FLD, kolumna Ultra C18 / HPLC-FLD, Ultra C18 column.
NA – naftyloamina / naphthylamine.

Tabela 4. Wyniki badania trwałości próbek zawierajacych 1-naftyloaminę lub 2-naftyloaminę*
Table 4. Results of the stability test of samples containing 1-naphthylamine or 2-naphthylamine*

Czas i miejsce  
przechowywania

Storage time and place

1-Naftyloamina
1-Naphthylamine

[ng]

2-Naftyloamina
2-Naphthylamine

[ng]

M SD M SD

1 dzień / day

szafka / locker 302,9 14,7 340,0 27,3

woda / water 314,0 3,7 340,6 32,0

3 dni / days

szafka / locker 312,7 25,9 340,6 26,2

woda / water 301,5 14,7 350,9 22,7

5 dni / days

szafka / locker 279,1 7,1 313,8 4,4

woda / water 264,3 35,9 306,1 17,5

7 dni / days

szafka / locker 271,7 20,9 310,4 0,8

woda / water 270,0 23,6 331,7 14,7

10 dni / days

szafka / locker 342,0 15,5 389,6 19,0

woda / water 345,6 22,4 393,1 3,2

* HPLC-FLD, kolumna Ultra C18 / HPLC-FLD, Ultra C18 column.
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So – odchylenie standardowe wyników uzyskanych dla serii 
próbek ślepych.

W celu obliczenia odchylenia standardowego wyników 
uzyskanych dla serii próbek ślepych przeprowadzono 3 se-
rie po 10 niezależnych pomiarów powierzchni piku przy 
czasie retencji badanego analitu (próbka przygotowana 
w identyczny sposób jak próbka rzeczywista, bez analitu).

Wyniki wyznaczania granicy wykrywalności dla 
wartości parametrów regresyjnych krzywej wzorcowej 
1-NA i 2-NA sporządzonej z filtrów z uwzględnieniem 
odzysku/desorpcji przedstawiono w tabeli 5.

WNIOSKI

Opracowano nową metodę oznaczania 1-NA i 2-NA w po-
wietrzu na stanowiskach pracy, która ma także zastoso-
wanie do oznaczania soli 2-NA  – chlorowodorku i  octa-
nu – w przeliczeniu na 2-NA. Zakres analityczny metody 
wynosi 0,3–6 µg/m3. Polega ona na przepuszczeniu badane-
go powietrza zawierającego oznaczane substancje przez filtr 
z włókna szklanego z naniesionym kwasem siarkowym(VI). 
Sole amin zatrzymane na filtrze po wypłukaniu z filtra wo-
dą i  zalkalizowaniu roztworem wodorotlenku sodu są 
poddawane ekstrakcji do ciała stałego na kolumienkach 
Oasis  HLB. Roztwory amin w  metanolu są analizowane 
z zastosowaniem wysokosprawnego chromatografu cieczo-
wego z detektorem fluorescencyjnym i kolumną Ultra C18 
(250 mm × 4,5 mm, 5 µm). Sporządzenie krzywej kalibra-
cji z  naniesieniem substancji na filtry eliminuje koniecz-
ność wyznaczania współczynnika odzysku/desorpcji, a tym 
samym skraca czas analizy i  zmniejsza zużycie odczynni-
ków. Metoda charakteryzuje się dobrą precyzją i  dokład-
nością, spełnia wymagania zawarte w normie europejskiej 
PN-EN 482 i może być wykorzystywana przez laboratoria 
higieny pracy do wykonywania pomiarów zawartości 1-NA 
oraz 2-NA i jej soli w powietrzu na stanowiskach pracy w ce-
lu oceny narażenia pracowników na te substancje.
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