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Streszczenie
Wstęp: Toluenodiaminy są substancjami szkodliwymi. Tolueno-2,4-diamina została sklasyfikowana według rozporządze-
nia Parlamentu Europejskiego i Rady (Wspólnoty Europejskiej – WE) nr 1272/2008 jako substancja rakotwórcza kategorii 1B, 
natomiast  tolueno-2,6-diamina jako substancja mutagenna kategorii  2. Substancje te wchłaniają się do organizmu człowieka 
głównie przez układ oddechowy i skórę. Tolueno-2,4-diamina i  tolueno-2,6-diamina występują w środowisku pracy w Polsce. 
Celem badania było opracowanie i  walidacja metody oznaczania tolueno-2,4-diaminy i  tolueno-2,6-diaminy, która umożliwi 
jednoczesne oznaczanie stężeń tych substancji w powietrzu na stanowiskach pracy metodą dozymetrii indywidualnej. Materiał  
i metody: W artykule przedstawiono metodę oznaczania tolueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy w powietrzu na stanowi-
skach pracy z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (high-pressure liquid chromatography – HPLC) z de-
tektorem diodowym. Metoda polega na: przepuszczeniu badanego powietrza zawierającego tolueno-2,4-diaminę i tolueno-2,6-
-diaminę przez filtr z włókna szklanego z naniesionym kwasem siarkowym(VI), wymyciu osadzonych na filtrze substancji wodą 
i roztworem wodorotlenku sodu, przeprowadzeniu ekstrakcji ciecz–ciecz z zastosowaniem toluenu, reakcji z chlorkiem 3,5-dini-
trobenzoilu oraz wymiany rozpuszczalnika na acetonitryl. Tak uzyskany rozwór poddano analizie chromatograficznej. Wyniki: 
Metoda umożliwia oznaczanie tolueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy w obecności innych substancji. W badanym zakresie 
stężeń (2,88–57,6 μg/ml) uzyskana krzywa wzorcowa jest liniowa. W ustalonych warunkach oznaczania granica wykrywalności 
(limit of detection – LOD) wynosi: 51,36 ng/ml dla tolueno-2,4-diaminy i 52,93 ng/ml dla tolueno-2,6-diaminy. Wnioski: Opraco-
wana metoda umożliwia oznaczanie tolueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy w powietrzu na stanowiskach pracy w zakresie 
stężeń 0,004–0,08 mg/m3 dla próbki powietrza 720 l. Med. Pr. 2017;68(4):497–505
Słowa kluczowe: stanowisko pracy, czynnik rakotwórczy, analiza powietrza, diaminotoluen, chlorek dinitrobenzoilu, HPLC

Abstract
Background: Toluenediamines are harmful substances. Toluene-2,4-diamine has been assigned to Carcinogen 1B hazard class, 
pursuant to Regulation (European Community – EC) No. 1272/2008 of the European Parliament and of the Council, and tolu-
ene-2,6-diamine to Mutagen 2 hazard class. The main routes of exposure to toluene-2,4-diamine and toluene-2,6-diamine are via 
the respiratory tract and the skin. Toluene-2,4-diamine and toluene-2,6-diamine occur in the work environment in Poland. The 
aim of this study was to develop and validate a method for the determination of toluene-2,4-diamine and toluene-2,6-diamine 
that allows the simultaneous determination of their concentrations in the workplace air by personal sampling. Material and 
Methods: Determination of toluene-2,4-diamine and toluene-2,6-diamine derivatives in acetonitrile were carried out by means 
of liquid chromatography with a diode assay detector. The method involves passing amine-containing air through sulfuric acid-
treated glass fiber filter, washing out the substance settled on the filter, using water and solution of sodium hydroxide, followed by 
the extraction with toluene, reaction with 3,5-dinitobenzoyl chloride, replacement of dissolvent with acetonitrile and analysis of 
obtained solution. Results: The method developed in this study enables the researcher to determine the content of toluene-2,4-di-
amine and toluene-2,6-diamine in the presence of other hazardous substances. In the specified measuring range (2.88–57.6 μg/ml) 
calibration curves are linear. Under the optimized conditions of determination, the limit of detection (LOD) values achieved: 
51.36 ng/ml for toluene-2,4-diamine and 52.93 ng/ml for toluene-2,6-diamine. Conclusions: This method makes it possible to 
determine the concentration of toluene-2,4-diamine and toluene-2,6-diamine in the workplace air within the specified measuring 
range of 0.004–0.08 mg/m3 (for air sample volume of 720 l). Med Pr 2017;68(4):497–505
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WSTĘP

Toluenodiamina  (TDA, nr  CAS:  25376-45-8) to mie-
szanina  6  izomerów: tolueno-2,4-diaminy  (2,4-TDA), 
tolueno-2,6-diaminy  (2,6-TDA), tolueno-2,3-diaminy  
(2,3-TDA), tolueno-3,4-diaminy  (3,4-TDA), tolueno-2,5- 
-diaminy (2,5-TDA) i  tolueno-3,5-diaminy (3,5-TDA). 
Toluenodiaminy są to ciała stałe, rozpuszczalne w go-
rącej wodzie, alkoholu, eterze i  wielu polarnych roz-
puszczalnikach organicznych [1–5]. Toluenodiaminy są 
ważnymi wielkotonażowymi półproduktami w  prze-
myśle chemicznym. 

Toluenodiaminy są substancjami szkodliwymi. Wchła- 
niają się do organizmu przez układ oddechowy i  skó-
rę  [1–4]. Wśród izomerów  TDA tolueno-2,4-diamina 
(2,4-TDA, 4-metylo-m-fenylenodiamina) i  tolueno-2,6-
-diamina (2,6-TDA, 2-metylo-m-fenylenodiamina) są 
substancjami o działaniu rakotwórczym na zwierzęta [6].

Według rozporządzenia Parlamentu Europejskiego 
i Rady (Wspólnoty Europejskiej – WE) nr 1272/2008 [7] 
tolueno-2,4-diamina została sklasyfikowana jako:
 ■ substancja rakotwórcza kategorii 1B (carcinogenic – 

Carc.  1B) z  przypisanym zwrotem wskazującym 
rodzaj zagrożenia dla zdrowia H350 – „może powo-
dować raka”,

 ■ substancja mutagenna kategorii  2  (mutagenic  – 
Muta. 2) z przypisanym zwrotem wskazującym ro-
dzaj zagrożenia dla zdrowia  H341  – „podejrzewa 
się, że powoduje wady genetyczne”,

 ■ substancja działająca szkodliwie na rozrodczość 
kategorii  2  (reprotoxic  – Repr.  2) z  przypisanym 
zwrotem wskazującym rodzaj zagrożenia dla zdro-
wia  H361f  – „podejrzewa się, że działa szkodliwie  
na płodność lub dziecko w łonie matki”,

 ■ substancja toksyczna kategorii 3 (acute toxic – Acute 
Tox.  3) z  przypisanym zwrotem wskazującym ro-
dzaj zagrożenia dla zdrowia H301 – „działa toksycz-
nie po połknięciu”,

 ■ substancja toksyczna kategorii  4  (Acute  Tox.  4) 
z  przypisanym zwrotem wskazującym rodzaj za- 
grożenia dla zdrowia  H312  – „działa szkodliwie 
w kontakcie ze skórą”,

 ■ substancja toksyczna na narządy docelowe w  na-
stępstwie powtarzanego narażenia kategorii 2 (spe-
cific target organ toxicity repeated exposure – STOT 
RE 2) z przypisanym zwrotem wskazującym rodzaj 
zagrożenia dla zdrowia H373 – „może spowodować 
uszkodzenie narządów”,

 ■ substancja uczulająca na skórę kategorii  1 (skin 
sensitizing – Skin Sens. 1) z przypisanym zwrotem 

wskazującym rodzaj zagrożenia dla zdrowia H317 – 
„może powodować reakcję alergiczną skóry”.
Natomiast  tolueno-2,6-diamina została sklasyfiko-

wana [7] jako:
 ■ substancja mutagenna kategorii 2 (Muta. 2) z przy-

pisanym zwrotem wskazującym rodzaj zagrożenia 
dla zdrowia  H341  – „podejrzewa się, że powoduje 
wady genetyczne”,

 ■ substancja toksyczna kategorii  4  (Acute  Tox.  4) 
z  przypisanym zwrotem wskazującym rodzaj zag- 
rożenia dla zdrowia  H312  – „działa szkodliwie 
w kontakcie ze skórą”,

 ■ substancja toksyczna kategorii  4  (Acute  Tox.  4) 
z  przypisanym zwrotem wskazującym rodzaj zag- 
rożenia dla zdrowia H302 – „działa szkodliwie po 
połknięciu”,

 ■ substancja uczulająca na skórę kategorii  1  (Skin 
Sens. 1) z przypisanym zwrotem wskazującym ro-
dzaj zagrożenia dla zdrowia H317 – „może powodo-
wać reakcję alergiczną skóry”.
W  warunkach przemysłowych w  wyniku reakcji 

nitrowania toluenu do dinitrotoluenów, a  następnie  
redukcji dinitrotoluenu w  obecności żelaza i  kwasu 
chlorowodorowego powstaje mieszanina 4 izomerów: 
2,4-TDA, 2,6-TDA, 2,3-TDA i 3,4-TDA [1,2]. Otrzyma-
na mieszanina izomerów może zawierać ok. 80% 2,4- 
-TDA i 20% 2,6-TDA lub 65% 2,4-TDA i 35% 2,6-TDA 
albo 60% 3,4-TDA i 40% 2,3-TDA [5,8]. 

Izomery TDA (głównie 2,4-TDA i 2,6-TDA) są sto-
sowane jako surowce do produkcji toluenodiizocyja-
nianów, z których są wytwarzane poliuretany: pianki, 
powłoki i elastomery. Toluenodiaminy wykorzystywa-
ne są również do wytwarzania: barwników (farby do 
włosów), inhibitorów korozji, przeciwutleniaczy wyro-
bów gumowych i innych [1,2,6]. 

Nie ma dokładnych danych dotyczących narażenia 
zawodowego na  2,6-TDA, można natomiast znaleźć 
informacje nt. narażenia na 2,4-TDA, która zazwyczaj 
występuje w mieszaninie razem z 2,6-TDA. Narażenie 
na TDA zwykle jest związane z ich produkcją i stoso-
waniem. Istnieją także doniesienia o narażeniu pracow-
ników na aminy (w tym 2,4-TDA, 2,6-TDA) w trakcie 
syntezy i stosowania poliuretanów [9–11].

Z  zasobów Centralnego Rejestru Danych o  Na-
rażeniu na Substancje, Preparaty, Czynniki lub Pro-
cesy Technologiczne o  Działaniu Rakotwórczym lub 
Mutagennym, prowadzonego w  Instytucie Medycyny 
Pracy im. prof. J. Nofera w Łodzi, wynika, że w Polsce 
liczba pracowników narażonych w  zakładach pracy 
na kontakt z  tolueno-2,4-diaminą i  tolueno-2,6-di- 
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aminą w  latach 2005–2014 była zmienna (6–206 osób  
dla 2,4-TDA i 6–25 osób dla produktu technicznego za-
wierającego 2,6- i 2,4-TDA). Wśród pracowników nara-
żonych przeważały kobiety (średnio 47% dla 2,4-TDA 
i 82% dla mieszaniny).

Dla tolueno-2,4-diaminy obowiązują w  Polsce 
ustalone wartości: najwyższego dopuszczalnego stę-
żenia  (NDS), które wynosi  0,04  mg/m3, i  najwyższe-
go dopuszczalnego stężenia chwilowego  (NDSCh) na 
poziomie 0,1 mg/m3 [12]. Dla tolueno-2,6-diaminy nie 
ustalono wartości najwyższych dopuszczalnych stężeń 
w powietrzu na stanowiskach pracy.

Najczęściej wykorzystywaną techniką analityczną 
oznaczania 2,4-TDA i 2,6-TDA w powietrzu na stano-
wiskach pracy jest chromatografia – gazowa [13,14] lub 
cieczowa [15–17].

W  metodzie  Agencji Bezpieczeństwa i  Zdrowia 
w Pracy (Occupational Safety and Health Administra-
tion – OSHA) nr 65 [13] oznaczano benzydynę, 3,3’-di-
chlorobenzydynę oraz  2,4-TDA i  2,6-TDA z  zastoso-
waniem chromatografii gazowej. Próbki powietrza 
pobierano na filtry z włókna szklanego z naniesionym 
kwasem siarkowym(VI). Aminy po przeprowadze-
niu w  pochodną w  wyniku reakcji z  bezwodnikiem 
heptafluorobutyrowym oznaczano z  zastosowaniem 
chromatografu gazowego z  detektorem wychwytu 
elektronów  (gas chromatograph-electron capture de-
tector – GC-ECD). 

W metodzie Narodowego Instytutu Zdrowia i Bez-
pieczeństwa Pracy (Institute for Occupational Safety 
and Health – NIOSH) nr 5516 [15] 2,4-TDA i 2,6-TDA 
oznaczano w obecności toluenodiizocyjanianów z za-
stosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej 
z detekcją spektrofotometryczną (high-pressure liquid 
chromatography with UV detector – HPLC-UV). Prób- 
ki powietrza absorbowano w roztworze 1-(2-metoksy- 
fenylo)piperazyny w  toluenie i  tak uzyskaną próbkę 
poddawano acetylowaniu, następnie odparowywano 
i ponownie rozpuszczano w metanolu. Zakres pomia-
rowy tej metody wynosi 3–30 mg/m3 dla próbki powie-
trza 100 l. 

W  Polsce jest dostępna metoda oznaczania tolue-
no-2,4-diaminy, która polega na absorpcji tolueno-2,4-
-diaminy w  roztworze  1-(2-metoksyfenylo)piperazyny 
w  toluenie, otrzymaniu pochodnej  2,4-bisacetamido-
toluenu z  bezwodnikiem octowym, przeprowadzeniu 
jej do roztworu w  metanolu i  analizie otrzymanego 
roztworu z zastosowaniem HPLC-UV. Zakres pomia-
rowy tej metody wynosi  0,01–0,12  mg/m3 dla próbki 
powietrza  100  l  [16,17]. Oznaczalność metody wyno-

si  0,01  mg w  1  m3 powietrza, co odpowiada  1/4  obo-
wiązującej wartości  NDS. W  polskiej normie oraz 
w metodzie NIOSH powietrze jest przepuszczane przez  
roztwory toluenowe 1-(2-metoksyfenylo)piperazyny za- 
warte w płuczce. Wadą 2 ostatnich metod jest bardzo 
szybkie odparowywanie toluenu z  płuczek podczas 
pobierania próbek powietrza, co powoduje dodatkowe 
narażenie pracownika na pary toluenu.

Zaistniała konieczność opracowania metody ozna-
czania tolueno-2,4-diaminy obejmującej swoim zakre-
sem przedział stężeń od 1/10 do 2 wartości NDS, zgod-
nie z wytycznymi zawartymi w normie PN-EN 482 [23]. 
Postawiono sobie także cel: umożliwienie pobierania 
próbek powietrza w  strefie oddychania pracownika, 
a więc zgodnie z zasadami dozymetrii indywidualnej, 
oraz jednoczesne oznaczanie w  tej samej próbce po-
wietrza zawartości tolueno-2,6-diaminy, występującej 
z  tolueno-2,4-diaminą w  powietrzu na stanowiskach 
pracy. Nowością opracowanej metody jest zastosowa-
nie filtrów z włókna szklanego z naniesionym kwasem 
siarkowym(VI) do zatrzymania i  zatężenia oznacza-
nych substancji oraz przeprowadzenie substancji w po-
chodne, co umożliwiło zastosowanie metody wysoko- 
sprawnej chromatografii cieczowej z detekcją diodową 
jako techniki analitycznej.

MATERIAŁ I METODY

Aparatura i wyposażenie pomocnicze
W badaniach zastosowano chromatograf cieczowy fir-
my Agilent Technologies (Niemcy) seria 1200 z detek-
torem diodowym (diode array detector – DAD) sprzę-
żonym on-line. Próbki wprowadzano za pomocą au-
tomatycznego podajnika próbek model  G2258-90010 
(prod.  Agilent Technologies, Niemcy). Do sterowania 
procesem, oznaczania i zbierania danych zastosowano 
oprogramowanie ChemStation (prod. Agilent Techno-
logies, Niemcy). Do rozdzielenia izomerów tolueno-
diaminy wykorzystano kolumnę chromatograficzną 
Ultra C18 o wymiarach 250×4,6 mm, uziarnieniu 5 μm, 
z przedkolumną 10×4 mm (prod. Restek, USA). Do po-
bierania próbek powietrza zawierających anality stoso-
wano aspirator AirChek 2000 (prod. SKC, USA). Stru-
mień objętości powietrza kontrolowano za pomocą ro-
tametru stołowego typ ROS-06 (prod. Zakład Automa- 
tyki Rotametr, Polska). Filtry umieszczono w  próbni-
ku przeznaczonym do pobierania frakcji wdychalnej 
(prod. Ekohigiena, Polska). Podczas przygotowywania 
próbek do analizy zastosowano wytrząsarkę mecha-
niczną WL-2000 (prod. JW Electronic, Polska). Wzor-



J. Kowalska, A. Jeżewska500 Nr 4

ce odważano na wadze analitycznej Sartorius TE214S 
(prod. Sartorius Corporation, USA).

Odczynniki i materiały
W  badaniach wykorzystano następujące odczynniki: 
tolueno-2,4-diaminę  (2,4-TDA) (prod. Fluka, Szwajca-
ria), tolueno-2,6-diaminę  (2,6-TDA), tolueno-2,3-dia-
minę, tolueno-3,4-diaminę (prod. Sigma-Aldrich, USA), 
chlorek  3,5-dinitrobenzoilu, acetonitryl (prod. Merck, 
Niemcy), metanol, toluen (prod.  JT  Baker, Holandia), 
kwas siarkowy(VI) o  stężeniu 25% (v/v), wodorotlenek 
sodu o stężeniu 30% (v/v) (prod. POCH, Polska) i wodę 
o wysokiej czystości uzyskaną z aparatu Milli-Q (prod. Mil- 
lipore, USA). Do odparowania toluenu z ekstraktów sto-
sowano azot o wysokiej czystości (99,999%) (prod. Mul- 
tax  s.c., Polska). Przygotowano roztwory: kwasu siar- 
kowego(VI) o  stężeniu  0,26  mol/l  – do naniesienia na 
filtr z  włókna szklanego, wodorotlenku sodu o  stęże-
niu 0,135 mol/l – do zobojętnienia ekstraktu powstałego 
po wymyciu amin z filtra wodą, chlorku 3,5-dinitroben-
zoilu w toluenie o stężeniu 10 mg/ml – do przeprowadze-
nia amin w pochodne.

Do pobierania próbek powietrza używano filtrów 
z  włókna szklanego o  średnicy  25  mm (prod. What-
man, Anglia), na które nanoszono po 200 μl roztworu 
kwasu siarkowego(VI) i pozostawiano do wyschnięcia.

Zasada metody
Metoda polega na przepuszczeniu badanego powie-
trza zawierającego tolueno-2,4-diaminę i  tolueno-2,6-
-diaminę przez filtr z włókna szklanego z naniesionym 
kwasem siarkowym(VI), co umożliwia pobieranie pró-
bek powietrza zgodnie z zasadami dozymetrii indywi-
dualnej w strefie oddychania pracownika. Po adsorpcji 
anality są wymywane z filtra wodą i wodorotlenkiem 
sodu, ekstrahowane toluenem, następnie przeprowa-
dzane w pochodne w reakcji z chlorkiem 3,5-dinitro-
benzoilu i po zamianie rozpuszczalnika na acetonitryl 
analizowane metodą wysokosprawnej chromatografii 
cieczowej.

WYNIKI

Przygotowanie próbek powietrza 
do analizy chromatograficznej
Do pobierania próbek powietrza zawierającego tolu- 
eno-2,4-diaminę i  tolueno-2,6-diaminę stosowano filtr 
z  włókna szklanego z  naniesionym kwasem siarko- 
wym(VI), podobnie jak w metodzie OSHA nr 65 [13]. 
Toluenodiaminy z filtra wymywano wodą (2 ml), lekko 

wstrząsając kolbą przez ok. 1 min, a następnie roztwo-
rem wodorotlenku sodu (1,5 ml). Na koniec dodawano 
toluen (1 ml) i kolbą z filtrem wstrząsano przez 30 min. 
Roztwór znad filtra przenoszono do probówki i pozo-
stawiano w  spoczynku, aż do osiągnięcia stanu rów-
nowagi między fazą wodną a toluenową. Następnie po-
bierano  0,5  ml warstwy toluenowej i  przenoszono do 
naczynka (o  pojemności  2  ml) z  automatycznego po-
dajnika próbek. 

W celu zwiększenia trwałości analitu i podniesienia 
czułości oznaczenia chromatograficznego zastosowano 
chlorek  3,5-dinitrobenzoilu jako substancję derywaty-
zującą, która według danych literaturowych [18–22] re-
aguje z aminami, dając trwałą pochodną. W trakcie ba-
dań dobrano ilość substancji derywatyzującej oraz wa-
runki przeprowadzenia amin w substancje pochodne. 

Podczas badań stwierdzono, że reakcja w  toluenie 
tolueno-2,4-diaminy i  tolueno-2,6-diaminy z  chlor-
kiem  3,5-dinitrobenzoilu przebiega w  temperaturze 
pokojowej właściwie natychmiastowo. Zaproponowa-
no więc następujący sposób dalszego postępowania 
z  próbkami. W  naczynku przeprowadza się reakcję 
derywatyzacji poprzez dodanie do 0,5 ml warstwy to-
luenowej  20  μl roztworu chlorku  3,5-dinitrobenzoilu 
w  toluenie o  stężeniu 10 mg/ml. Zawartość naczynka 
odparowuje się w  strumieniu azotu, a  suchą pozosta-
łość rozpuszczoną w acetonitrylu (0,5 ml) oznacza się 
chromatograficznie.

Warunki oznaczania chromatograficznego
Analizę chromatograficzną prowadzono, stosując ko-
lumnę do  HPLC typu Ultra  C18 (z  przedkolumną) 
w  temperaturze  23°C. Dobrany skład fazy ruchomej 
(acetonitryl: woda  (55:45,  v/v)) i  natężenie przepływu 
fazy ruchomej  (1  ml/min) pozwoliło na rozdzielenie 
mieszaniny substancji współwystępujących. Na ryci-
nie  1.  przedstawiono chromatogram mieszaniny: to-
lueno-2,4-diaminy, tolueno-2,6-diaminy, tolueno-2,3-
-diaminy, tolueno-3,4-diaminy i 2,2’-dichoro-4,4’-me-
tylenodianiliny, poddanej reakcji z  chlorkiem  3,5-di-
nitrobenzoilu. Pochodna  2,2’-dichoro-4,4’-metyleno-
dianiliny w ustalonych warunkach pojawia się dopiero 
po 50 min analizy. Długość fali analitycznej wybrano, 
korzystając z  widm pochodnych tolueno-2,4-diaminy 
i  tolueno-2,6-diaminy z  chlorkiem  3,5-dinitrobenzo-
ilu. Z  analizy widma badanych pochodnych wynika, 
że optymalna długość fali analitycznej do oznacza-
nia stężeń tych związków za pomocą detektora  DAD 
wynosi  232  nm. Objętość dozowanej próbki wyno- 
siła 10 μl.
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Pobieranie próbek powietrza i analiza
Do pobierania próbek powietrza zawierającego to-
lueno-2,4-diaminę i  tolueno-2,6-diaminę stosowa-
no filtry z  włókna szklanego z  naniesionym kwasem 
siarkowym(VI), umieszczone w  oprawce i  połączone 
z aspiratorem, jak w metodzie OSHA nr 65 [13]. Spraw-
dzono także możliwość zastosowania 1 filtra o  śred-
nicy 25 mm umieszczonego w oprawce do pobierania 
frakcji wdychalnej. W tym celu na 4 filtry naniesiono 
po 25 μl roztworu tolueno-2,4-diaminy i  tolueno-2,6-
-diaminy w metanolu o stężeniu 5,76 mg/ml. Dwa po-
jedyncze filtry po wyschnięciu umieszczono w oprawce 

i podłączono do aspiratora. Przez każdy filtr przepusz-
czano powietrze z  natężeniem przepływu strumienia 
zalecanym przez producenta oprawki do pobierania 
frakcji wdychalnej, tj.  2  l/min, przez  6  godz. (720  l 
powietrza). Za próbki porównawcze posłużyły filtry, 
przez które nie przepuszczono powietrza. Wyniki ba-
dań przedstawiono w tabeli 1. 

Pojedynczy filtr z włókna szklanego z naniesionym 
kwasem siarkowym(VI) zatrzymał 144 μg tolueno-2,4-
-diaminy i  tolueno-2,6-diaminy, stąd do pobierania 
próbek powietrza zaproponowano stosowanie poje-
dynczego filtra umieszczanego w oprawce.

a – chlorek 3,5-dinitrobenzoilu / 3,5-dinitrobenzoyl chloride, b – pochodna tolueno-2,6-diaminy / toluene-2,6-diamine derivate, c – toluene / toluene,  
d – pochodna tolueno-2,3-diaminy / toluene-2,3-diamine derivate, e – pochodna tolueno-2,4-diaminy / toluene-2,4-diamine derivate, f – pochodna tolueno-3,4-diaminy / 
/ toluene-3,4-diamine derivate.
Długość fali analitycznej / Analytical wave length (λ) = 232 nm.

Ryc. 1. Chromatogram roztworu wzorcowego tolueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy i substancji współwystępujących 
(wysokosprawna chromatografia cieczowa z detektorem diodowym – HPLC-DAD) 
Fig. 1. Chromatogram of standard solution of toluene-2,4-diamine and toluene-2,6-diamine and coexisting substances  
(high performance liquid chromatography with diode array detector – HPLC-DAD)
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Tabela 1. Adsorpcja tolueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy na filtrach z włókna szklanego z naniesionym kwasem siarkowym(VI) – 
wybrane próbki
Table 1. Adsorption of toluene-2,4-diamine and toluene-2,6-diamine on sulfuric acid-treated glass fiber filters – selected samples

Substancja
Substance

Natężenie przepływu 
powietrza

Air flow rate
[l/min]

Czas pobierania próbki
Sampling time

[min]

Masa substancji na filtrze
Mass of substance  

onto filter
[µg]

Średnia powierzchnia piku
Mean peak area

Tolueno-2,4-diamina / 
/ Toluene-2,4-diamine

próbka / sample 1 2 480 144 2682,3

próbka / sample 2 0 0 144 2781,6

Tolueno-2,6-diamina /
/ Toluene-2,6-diamine

próbka / sample 1 2 480 144 2882,3

próbka / sample 2 0 0 144 2840,2
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Kalibracja i precyzja
Ze względu na wieloetapowy sposób przygotowania 
próbki do analizy krzywą kalibracyjną przygotowano 
poprzez nanoszenie roztworów wzorcowych tolue-
no-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy o wzrastających 
stężeniach na filtry z  włókna szklanego z  naniesio-
nym kwasem siarkowym  (VI). W  tym celu naniesio-
no na 6 filtrów po 50 μl roztworów wzorcowych tolu-
eno-2,4-diaminy i  tolueno-2,6-diaminy w  metanolu 
o stężeniach kolejno: 57,6 μg/ml, 72 μg/ml, 144 μg/ml, 
288 μg/ml, 576 μg/ml i 1152 μg/ml. Sporządzono 3 serie 
próbek po 6 filtrów. Roztwory robocze w acetonitrylu 
uzyskano po przygotowaniu próbki do analizy wg spo-
sobu przedstawionego wcześniej. Parametry charak-
teryzujące wyznaczone krzywe kalibracyjne przedsta-
wiono w tabeli 2. 

Do oceny precyzji oznaczeń kalibracyjnych spo-
rządzono 3 serie, po 8 filtrów każda, z naniesioną to-
lueno-2,4-diaminą i  tolueno-2,6-diaminą o 3  różnych 
stężeniach: 2,88 μg/ml, 28,8 μg/ml i 57,6 μg/ml. Próbki, 
po odpowiednim przygotowaniu do analizy (ekstrak-
cja ciecz–ciecz, derywatyzacja), oznaczano chromato-
graficznie. Z  każdej próbki wykonano po  2  pomiary 
chromatograficzne w warunkach identycznych jak przy 
oznaczeniach kalibracyjnych. Z  danych uzyskanych 
z chromatogramów obliczono odchylenia standardowe 
i współczynniki zmienności uzyskanych wyników, na 
których podstawie obliczono średnią precyzję badania. 

Całkowitą precyzję badania wyznaczono, uwzględ-
niając precyzję przyrządu do pobierania próbek (±5%) 
oraz średnią precyzję metody (tab. 3).

Badanie trwałości próbek
Trwałość pobranych próbek powietrza w  zależności 
od czasu przechowywania badano w następujący spo-
sób: na 12 filtrów z włókna szklanego pokrytych kwa-
sem siarkowym  (VI) nanoszono po  50  μl roztworu 
tolueno-2,4-diaminy i  tolueno-2,6-diaminy o stężeniu 
576  μg/ml. Próbki zamknięte w  pudełku i  osłonięte 
od wpływu promieniowania słonecznego przechowy-
wano w temperaturze pokojowej. Próbki (po 3 sztuki) 
analizowano w  dniu przygotowania oraz w  kolejnych 
dniach przechowywania. Obliczono średnią zawartość 
substancji w  każdym zestawie  3  filtrów. Na podstawie 
wyników analizy próbek obliczono parametr – zmiana 
wyników oznaczenia (w %), jako różnicę między średnią 
wyników próbek analizowanych natychmiast po pobra-
niu a średnią wyników próbek powtórzeniowych anali-
zowanych po różnym czasie przechowywania.

Wyniki badań przedstawione w tabeli 4. porówna-
no z wyliczonymi wielkościami całkowitej precyzji ba-
dania (tab. 3). 

Dane walidacyjne metody
Walidację metody przeprowadzono zgodnie z  normą 
europejską  PN-EN  482  [23]. Do obliczenia wartości 

Tabela 2. Parametry krzywych kalibracji tolueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy
Table 2. Parameters of the calibration curves for toluene-2,4-diamine and toluene-2,6-diamine

Parametr
Parameter

Tolueno-2,4-diamina
Toluene-2,4-diamine

Tolueno-2,6-diamina
Toluene-2,6-diamine

Krzywa kalibracji / Calibration curve y = 15,31x+9,03 y = 15,81x+4,3

Współczynnik korelacji / Correlation coefficient (r) 1,0000 0,9999

Współczynnik kalibracji / Calibration factor (M±SD) 16,59±1,14 16,17±0,22

Współczynnik zmienności współczynnika kalibracji / Coefficient 
of variation of the calibration factor [%] 6,88 1,36

M – średnia / mean, SD – odchylenie standardowe / standard deviation.
y – powierzchnia piku / peak area, x – stężenie toluenodiaminy / concentration of toluenediamine (µg/ml).

Tabela 3. Precyzja oznaczeń kalibracyjnych (N = 8) pochodnych tolueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy 
Table 3. Precision of calibration assays (N = 8) of toluene-2,4-diamine and toluene-2,6-diamine derivates

Parametr
Parameter

Tolueno-2,4-diamina
Toluene-2,4-diamine

Tolueno-2,6-diamina
Toluene-2,6-diamine

Średnia precyzja / Mean precision [%] 2,69 2,23

Całkowita precyzja badania / Total test precision [%] 5,68 5,47

N – próbki / samples.
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granicy wykrywalności  (limit of detection  –  LOD)  
wykorzystano zależność:

gdzie: 
b – współczynnik nachylenia krzywej kalibracji, 
so – odchylenie standardowe 3 serii ślepych próbek.

W celu obliczenia so dla serii próbek ślepych prze-
prowadzono 10 pomiarów powierzchni piku przy cza-
sie retencji pochodnych badanych analitów dla 3 nieza-
leżnie przygotowanych ślepych próbek (próbka przy-
gotowana w identyczny sposób jak próbka rzeczywista, 
bez analitu). 

Dane walidacyjne uzyskane na podstawie wyników 
przeprowadzonych badań przedstawiono w tabeli 5.

OMÓWIENIE 

Opisana metoda pobierania próbek powietrza umożli-
wiła ilościowe zatrzymanie 144 μg tolueno-2,4-diaminy 
i  tolueno-2,6-diaminy przez pojedynczy filtr z  włók-
na szklanego z  naniesionym kwasem siarkowym(VI) 
(dla 720 l powietrza). Porównanie uzyskanych wyników 
badania trwałości próbek powietrza z wyliczonymi wiel-
kościami całkowitej precyzji badania wskazuje na to, że 
próbki zabezpieczone przed światłem, przechowywane 
w temperaturze pokojowej były trwałe co najmniej 3 dni.

Chlorek  3,5-dinitrobenzoilu reaguje z  tolueno-2,4-
-diaminą oraz tolueno-2,6-diaminą w temperaturze po-
kojowej, dając trwałe pochodne. Zastosowane warunki 
oznaczenia chromatograficznego umożliwiły oznaczenie 
pochodnych tolueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy 
w  obecności substancji, które mogą współwystępować 
w oznaczanej próbce powietrza, takich jak: tolueno-2,3-

Tabela 4. Trwałość próbek powietrza zawierających po 28,8 μg tolueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy przechowywanych 
w temperaturze pokojowej
Table 4. Stability of air samples, each containing 28.8 μg of toluene-2,4-diamine and toluene-2,6-diamine stored  
at room temperature

Substancja
Substance

Zmiana powierzchni pików po przechowywaniu próbek powietrza
Variation of peak area after air samples storage

[%]

3 dni
3 days

7 dni
7 days

10 dni
10 days

Tolueno-2,4-diamina / Toluene-2,4-diamine 2,97 10,90 20,50

Tolueno-2,6-diamina / Toluene-2,6-diamine 2,36 10,24 19,53

Tabela 5. Dane walidacyjne metody oznaczania tolueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy 
Table 5. Validation data for the determination method of 2,4-toluenediamine and 2,6-toluenediamine

Parametr
Parameter

Tolueno-2,4-diamina
Toluene-2,4-diamine

Tolueno-2,6-diamina
Toluene-2,6-diamine

Zakres pomiarowy dla 720 l / Measuring range for 720 l [mg/m3] 0,004–0,080 0,004–0,080

Objętość próbki powietrza / Air sample volume [l] 720 720

Zakres krzywej kalibracyjnej / Calibration curve range [μg/ml] 2,88–57,60 2,88–57,60

Granica wykrywalności / Limit of detection (LOD)

ng/ml 51,360 52,930

µg/m3 0,071 0,074

Granica oznaczalności / Limit of quantification (LOQ) 

ng/ml 154,090 158,800

µg/m3 0,214 0,221

Niepewność całkowita / Overall uncertainty [%] 12,360 11,950

Niepewność rozszerzona / Expanded uncertainty [%] 24,720 23,900

(1)LOD = 3,3×so

b
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-diamina, tolueno-3,4-diamina, chlorek 3,5-dinitroben-
zoilu, toluen i 2,2’-dichoro-4,4’-metylenodianilina. 

Ze względu na wieloetapowy sposób przygotowa-
nia próbki do analizy krzywą kalibracyjną przygoto-
wano poprzez nanoszenie roztworów wzorcowych to-
lueno-2,4-diaminy i  tolueno-2,6-diaminy w  metanolu 
o wzrastających stężeniach na filtry z włókna szklanego 
z naniesionym kwasem siarkowym(VI). Przy takim spo-
sobie sporządzania krzywej kalibracji nie było potrzeby 
wyznaczania wydajności odzysku, ponieważ filtry z po-
branymi substancjami na stanowiskach pracy były pod-
dawane takiej samej procedurze przygotowania do ana-
lizy jak filtry z substancjami naniesionymi w laborato-
rium do sporządzenia krzywej wzorcowej. Tak uzyskane 
krzywe kalibracyjne w badanym zakresie stężeń (2,88–
–57,60 μg/ml) miały przebieg liniowy. Średnie precyzje 
oznaczeń kalibracyjnych uzyskanych dla  3  poziomów 
stężeń charakteryzowały się niską wartością (2,69% dla 
tolueno-2,4-diaminy i 2,23% dla tolueno-2,6-diaminy).

WNIOSKI

Zastosowana metoda pobierania próbek powietrza 
umożliwia ilościowe zatrzymanie analitów  – tolueno- 
-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy przez filtr z włókna 
szklanego z naniesionym kwasem siarkowym(VI). Chlo-
rek  3,5-dinitrobenzoilu reaguje z  tolueno-2,4-diaminą 
i tolueno-2,6-diaminą w temperaturze pokojowej, dając 
trwałe pochodne. Dobrane warunki oznaczania chro-
matograficznego umożliwiły oznaczanie pochodnych 
analitów w badanym zakresie stężeń (2,88–57,6 μg/ml). 
Krzywe kalibracyjne sporządzono poprzez nanoszenie 
analitów na filtry, a więc z uwzględnieniem etapu przy-
gotowania próbki do analizy. Taki sposób postępowania 
skraca czas analizy i zmniejsza zużycie odczynników. 
Opisana metoda umożliwia oznaczanie tolueno-2,4-
-diaminy i tolueno-2,6-diaminy w obecności pozosta-
łych izomerów toluenodiaminy, a także w obecności to-
luenu, chlorku 3,5-dinitrobenzoilu i 2,2’-dichloro-4,4’-
-metylenodianiliny. Metoda charakteryzuje się dobrą 
precyzją i  dokładnością, spełnia wymagania zawarte 
w normie europejskiej PN-EN 482 [23] dotyczącej pro-
cedur oznaczania czynników chemicznych i może być 
wykorzystana do oceny narażenia zawodowego.
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