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STRESZCZENIE

Wstep: Toluenodiaminy sg substancjami szkodliwymi. Tolueno-2,4-diamina zostala sklasyfikowana wedlug rozporzadze-
nia Parlamentu Europejskiego i Rady (Wspdlnoty Europejskiej — WE) nr 1272/2008 jako substancja rakotworcza kategorii 1B,
natomiast tolueno-2,6-diamina jako substancja mutagenna kategorii 2. Substancje te wchlaniajg si¢ do organizmu czlowieka
gtownie przez uktad oddechowy i skére. Tolueno-2,4-diamina i tolueno-2,6-diamina wystepuja w srodowisku pracy w Polsce.
Celem badania byto opracowanie i walidacja metody oznaczania tolueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy, ktéra umozliwi
jednoczesne oznaczanie stezen tych substancji w powietrzu na stanowiskach pracy metoda dozymetrii indywidualnej. Material
i metody: W artykule przedstawiono metode 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 zawierajacego tolueno-2,4-diamine i tolueno-2,6-
-diamine przez filtr z wlékna szklanego z naniesionym kwasem siarkowym(VI), wymyciu osadzonych na filtrze substancji woda
i roztworem wodorotlenku sodu, przeprowadzeniu ekstrakeji ciecz—ciecz z zastosowaniem toluenu, reakcji z chlorkiem 3,5-dini-
trobenzoilu oraz wymiany rozpuszczalnika na acetonitryl. Tak uzyskany rozwor poddano analizie chromatograficznej. Wyniki:
Metoda umozliwia oznaczanie tolueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy w obecnosci innych substancji. W badanym zakresie
stezen (2,88-57,6 pg/ml) uzyskana krzywa wzorcowa jest liniowa. W ustalonych warunkach oznaczania granica wykrywalnosci
(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 umozliwia oznaczanie tolueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy w powietrzu na stanowiskach pracy w zakresie
stezen 0,004-0,08 mg/m’ dla probki powietrza 720 1. Med. Pr. 2017;68(4):497-505
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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 pg/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/m’ (for air sample volume of 720 1). Med Pr 2017;68(4):497-505
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WSTEP

Toluenodiamina (TDA, nr CAS: 25376-45-8) to mie-
szanina 6 izomeréw: 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 sg to ciala state, rozpuszczalne w go-
racej wodzie, alkoholu, eterze i wielu polarnych roz-
puszczalnikach organicznych [1-5]. Toluenodiaminy sa
waznymi wielkotonazowymi poélproduktami w prze-
mysle chemicznym.

Toluenodiaminy sa substancjami szkodliwymi. Wchfa-
niaja sie do organizmu przez uktad oddechowy i sko-
re [1-4]. Wérdd izomerdw TDA tolueno-2,4-diamina
(2,4-TDA, 4-metylo-m-fenylenodiamina) i tolueno-2,6-
-diamina (2,6-TDA, 2-metylo-m-fenylenodiamina) sa
substancjami o dzialaniu rakotwdrczym na zwierzeta [6].

Wedlug rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego
i Rady (Wspolnoty Europejskiej - WE) nr 1272/2008 [7]
tolueno-2,4-diamina zostala sklasyfikowana jako:

substancja rakotworcza kategorii 1B (carcinogenic —

Carc. 1B) z przypisanym zwrotem wskazujacym

rodzaj zagrozenia dla zdrowia H350 - ,,moze powo-

dowac raka”,

substancja mutagenna kategorii 2 (mutagenic -

Muta. 2) z przypisanym zwrotem wskazujacym ro-

dzaj zagrozenia dla zdrowia H341 - ,podejrzewa

sie, ze powoduje wady genetyczne”,

substancja dzialajaca szkodliwie na rozrodczos¢

kategorii 2 (reprotoxic - Repr. 2) z przypisanym

zwrotem wskazujacym rodzaj zagrozenia dla zdro-
wia H361f - ,podejrzewa sie, ze dziala szkodliwie
na ptodnos¢ lub dziecko w fonie matki”,

substancja toksyczna kategorii 3 (acute toxic — Acute

Tox. 3) z przypisanym zwrotem wskazujacym ro-

dzaj zagrozenia dla zdrowia H301 - ,,dziala toksycz-

nie po potknieciu”,

substancja toksyczna kategorii 4 (Acute Tox. 4)

z przypisanym zwrotem wskazujacym rodzaj za-

grozenia dla zdrowia H312 - ,dziala szkodliwie

w kontakcie ze skdrg”,

substancja toksyczna na narzady docelowe w na-

stepstwie powtarzanego narazenia kategorii 2 (spe-

cific target organ toxicity repeated exposure - STOT

RE 2) z przypisanym zwrotem wskazujacym rodzaj

zagrozenia dla zdrowia H373 - ,,moze spowodowa¢

uszkodzenie narzadow”,

substancja uczulajaca na skore kategorii 1 (skin

sensitizing — Skin Sens. 1) z przypisanym zwrotem

wskazujacym rodzaj zagrozenia dla zdrowia H317 -

»moze powodowac reakcje alergiczng skory”.

Natomiast tolueno-2,6-diamina zostata sklasyfiko-
wana [7] jako:

substancja mutagenna kategorii 2 (Muta. 2) z przy-

pisanym zwrotem wskazujacym rodzaj zagrozenia

dla zdrowia H341 - ,podejrzewa sie¢, ze powoduje
wady genetyczne”,

substancja toksyczna kategorii 4 (Acute Tox. 4)

z przypisanym zwrotem wskazujacym rodzaj zag-

rozenia dla zdrowia H312 - ,dziala szkodliwie

w kontakcie ze skdrg”,

substancja toksyczna kategorii 4 (Acute Tox. 4)

z przypisanym zwrotem wskazujacym rodzaj zag-

rozenia dla zdrowia H302 - ,dziala szkodliwie po

potknieciu”,

substancja uczulajagca na skore kategorii 1 (Skin

Sens. 1) z przypisanym zwrotem wskazujacym ro-

dzaj zagrozenia dla zdrowia H317 - ,moze powodo-

wac reakeje alergiczna skory”.

W warunkach przemystowych w wyniku reakgji
nitrowania toluenu do dinitrotoluenéw, a nastepnie
redukcji dinitrotoluenu w obecnosci zelaza i kwasu
chlorowodorowego powstaje mieszanina 4 izomerdw:
2,4-TDA, 2,6-TDA, 2,3-TDA i 3,4-TDA [1,2]. Otrzyma-
na mieszanina izomeréw moze zawiera¢ 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 i40% 2,3-TDA [5,8].

Izomery TDA (gléwnie 2,4-TDA i 2,6-TDA) s3 sto-
sowane jako surowce do produkgcji toluenodiizocyja-
niandéw, z ktérych sa wytwarzane poliuretany: pianki,
powtoki i elastomery. Toluenodiaminy wykorzystywa-
ne s3 rowniez do wytwarzania: barwnikéw (farby do
wloséw), inhibitoréw korozji, przeciwutleniaczy wyro-
béw gumowych i innych [1,2,6].

Nie ma doktadnych danych dotyczacych narazenia
zawodowego na 2,6-TDA, mozna natomiast znalez¢
informacje nt. narazenia na 2,4-TDA, ktdra zazwyczaj
wystepuje w mieszaninie razem z 2,6-TDA. Narazenie
na TDA zwykle jest zwigzane z ich produkcja i stoso-
waniem. Istnieja takze doniesienia o narazeniu pracow-
nikéw na aminy (w tym 2,4-TDA, 2,6-TDA) w trakcie
syntezy i stosowania poliuretanéw [9-11].

Z zasobow Centralnego Rejestru Danych o Na-
razeniu na Substancje, Preparaty, Czynniki lub Pro-
cesy Technologiczne o Dzialaniu Rakotwoérczym lub
Mutagennym, prowadzonego w Instytucie Medycyny
Pracy im. prof. J. Nofera w Lodzi, wynika, ze w Polsce
liczba pracownikéw narazonych w zakladach pracy
na kontakt z tolueno-2,4-diaming i tolueno-2,6-di-
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aming w latach 2005-2014 byla zmienna (6-206 0s6b
dla 2,4-TDA i 6-25 os6b dla produktu technicznego za-
wierajacego 2,6- i 2,4-TDA). Wéréd pracownikéw nara-
zonych przewazaly kobiety (§rednio 47% dla 2,4-TDA
i 82% dla mieszaniny).

Dla tolueno-2,4-diaminy obowiazuja w Polsce
ustalone warto$ci: najwyzszego dopuszczalnego ste-
zenia (NDS), ktore wynosi 0,04 mg/m?, i najwyzsze-
go dopuszczalnego stezenia chwilowego (NDSCh) na
poziomie 0,1 mg/m?* [12]. Dla tolueno-2,6-diaminy nie
ustalono wartosci najwyzszych dopuszczalnych stezen
w powietrzu na stanowiskach pracy.

Najczesciej wykorzystywana technika analityczng
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 Bezpieczenstwa i Zdrowia
w Pracy (Occupational Safety and Health Administra-
tion - OSHA) nr 65 [13] oznaczano benzydyne, 3,3’-di-
chlorobenzydyne oraz 2,4-TDA i 2,6-TDA z zastoso-
waniem chromatografii gazowej. Probki powietrza
pobierano na filtry z wlékna szklanego z naniesionym
kwasem siarkowym(VI). Aminy po przeprowadze-
niu w pochodna w wyniku reakcji z bezwodnikiem
heptafluorobutyrowym oznaczano z zastosowaniem
chromatografu gazowego z detektorem wychwytu
elektronéw (gas chromatograph-electron capture de-
tector - GC-ECD).

W metodzie Narodowego Instytutu Zdrowia i Bez-
pieczenstwa Pracy (Institute for Occupational Safety
and Health - NIOSH) nr 5516 [15] 2,4-TDA i 2,6-TDA
oznaczano w obecnosci toluenodiizocyjanianéw z za-
stosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej
z detekeja spektrofotometryczng (high-pressure liquid
chromatography with UV detector - HPLC-UV). Préb-
ki powietrza absorbowano w roztworze 1-(2-metoksy-
fenylo)piperazyny w toluenie i tak uzyskang prébke
poddawano acetylowaniu, nastgpnie odparowywano
i ponownie rozpuszczano w metanolu. Zakres pomia-
rowy tej metody wynosi 3-30 mg/m? dla probki powie-
trza 100 1.

W Polsce jest dostepna metoda oznaczania tolue-
no-2,4-diaminy, ktéra 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/m® dla probki
powietrza 100 1 [16,17]. Oznaczalno$¢ metody wyno-

si 0,01 mg w 1 m’ powietrza, co odpowiada 1/4 obo-
wigzujacej wartosci NDS. W polskiej normie oraz
w metodzie NIOSH powietrze jest przepuszczane przez
roztwory toluenowe 1-(2-metoksyfenylo)piperazyny za-
warte w pluczce. Wadg 2 ostatnich metod jest bardzo
szybkie odparowywanie toluenu z pluczek podczas
pobierania probek powietrza, co powoduje dodatkowe
narazenie pracownika na pary toluenu.

Zaistniala konieczno$¢ opracowania metody ozna-
czania tolueno-2,4-diaminy obejmujacej swoim zakre-
sem przedzial stezen od 1/10 do 2 wartosci NDS, zgod-
nie z wytycznymi zawartymi w normie PN-EN 482 [23].
Postawiono sobie takze cel: umozliwienie pobierania
probek powietrza w strefie oddychania pracownika,
a wiec zgodnie z zasadami dozymetrii indywidualnej,
oraz jednoczesne oznaczanie w tej samej probce po-
wietrza zawartosci tolueno-2,6-diaminy, wystepujacej
z tolueno-2,4-diaming w powietrzu na stanowiskach
pracy. Nowoscig opracowanej metody jest zastosowa-
nie filtréw z widkna szklanego z naniesionym kwasem
siarkowym(VI) do zatrzymania i zatezenia oznacza-
nych substancji oraz przeprowadzenie substancji w po-
chodne, co umozliwilo zastosowanie metody wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej z detekcja diodowa
jako techniki analitycznej.

MATERIAL | METODY

Aparatura i wyposazenie pomocnicze

W badaniach zastosowano chromatograf cieczowy fir-
my Agilent Technologies (Niemcy) seria 1200 z detek-
torem diodowym (diode array detector - DAD) sprze-
zonym on-line. Probki wprowadzano za pomoca au-
tomatycznego podajnika probek model G2258-90010
(prod. Agilent Technologies, Niemcy). Do sterowania
procesem, oznaczania i zbierania danych zastosowano
oprogramowanie ChemsStation (prod. Agilent Techno-
logies, Niemcy). Do rozdzielenia izomeréw tolueno-
diaminy wykorzystano kolumne chromatograficzna
Ultra C , 0 wymiarach 250x4,6 mm, uziarnieniu 5 pum,
z przedkolumnag 10x4 mm (prod. Restek, USA). Do po-
bierania probek powietrza zawierajacych anality stoso-
wano aspirator AirChek 2000 (prod. SKC, USA). Stru-
mien objetosci powietrza kontrolowano za pomocg ro-
tametru stolowego typ ROS-06 (prod. Zaklad Automa-
tyki Rotametr, Polska). Filtry umieszczono w probni-
ku przeznaczonym do pobierania frakcji wdychalnej
(prod. Ekohigiena, Polska). Podczas przygotowywania
probek do analizy zastosowano wytrzasarke mecha-
niczng WL-2000 (prod. JW Electronic, Polska). Wzor-



500 J. Kowalska, A. Jezewska

Nr 4

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

Odczynniki i materialy
W badaniach wykorzystano nastepujace odczynniki:
tolueno-2,4-diamine (2,4-TDA) (prod. Fluka, Szwajca-
ria), tolueno-2,6-diamine (2,6-TDA), tolueno-2,3-dia-
mine, tolueno-3,4-diamine (prod. Sigma-Aldrich, USA),
chlorek 3,5-dinitrobenzoilu, acetonitryl (prod. Merck,
Niemcy), metanol, toluen (prod. JT Baker, Holandia),
kwas siarkowy(VI) o stezeniu 25% (v/v), wodorotlenek
sodu o stezeniu 30% (v/v) (prod. POCH, Polska) i wode
o wysokiej czystosci uzyskang z aparatu Milli-Q (prod. Mil-
lipore, USA). Do odparowania toluenu z ekstraktow sto-
sowano azot o wysokiej czystosci (99,999%) (prod. Mul-
tax s.c., Polska). Przygotowano roztwory: kwasu siar-
kowego(VI) o stezeniu 0,26 mol/l - do naniesienia na
filtr z widkna szklanego, wodorotlenku sodu o steze-
niu 0,135 mol/l - do zobojetnienia ekstraktu powstatego
po wymyciu amin z filtra wodg, chlorku 3,5-dinitroben-
zoilu w toluenie o stezeniu 10 mg/ml - do przeprowadze-
nia amin w pochodne.

Do pobierania probek powietrza uzywano filtrow
z widkna szklanego o $rednicy 25 mm (prod. What-
man, Anglia), na ktére nanoszono po 200 pl roztworu
kwasu siarkowego(VI) i pozostawiano do wyschniecia.

Zasada metody

Metoda polega na przepuszczeniu badanego powie-
trza zawierajacego tolueno-2,4-diaming i tolueno-2,6-
-diamine przez filtr z wiékna szklanego z naniesionym
kwasem siarkowym(VI), co umozliwia pobieranie pré-
bek powietrza zgodnie z zasadami dozymetrii indywi-
dualnej w strefie oddychania pracownika. Po adsorpcji
anality s3 wymywane z filtra woda i wodorotlenkiem
sodu, ekstrahowane toluenem, nastepnie przeprowa-
dzane w pochodne w reakcji z chlorkiem 3,5-dinitro-
benzoilu i po zamianie rozpuszczalnika na acetonitryl
analizowane metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowe;j.

WYNIKI

Przygotowanie probek powietrza

do analizy chromatograficznej

Do pobierania probek powietrza zawierajacego tolu-
eno-2,4-diaming i tolueno-2,6-diamine stosowano filtr
z wiokna szklanego z naniesionym kwasem siarko-
wym(VI), podobnie jak w metodzie OSHA nr 65 [13].
Toluenodiaminy z filtra wymywano woda (2 ml), lekko

wstrzasajac kolba przez ok. 1 min, a nastepnie roztwo-
rem wodorotlenku sodu (1,5 ml). Na koniec dodawano
toluen (1 ml) i kolba z filtrem wstrzasano przez 30 min.
Roztwor znad filtra przenoszono do probéwki i pozo-
stawiano w spoczynku, az do osiagnigcia stanu réw-
nowagi miedzy fazg wodng a toluenowa. Nastepnie po-
bierano 0,5 ml warstwy toluenowej i przenoszono do
naczynka (o pojemnosci 2 ml) z automatycznego po-
dajnika probek.

W celu zwiekszenia trwalosci analitu i podniesienia
czulosci oznaczenia chromatograficznego zastosowano
chlorek 3,5-dinitrobenzoilu jako substancje derywaty-
zujacy, ktora wedlug danych literaturowych [18-22] re-
aguje z aminami, dajac trwala pochodng. W trakcie ba-
dan dobrano iloé¢ substancji derywatyzujacej oraz wa-
runki przeprowadzenia amin w substancje pochodne.

Podczas badan stwierdzono, Ze reakcja w toluenie
tolueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy z chlor-
kiem 3,5-dinitrobenzoilu przebiega w temperaturze
pokojowej wiasciwie natychmiastowo. Zaproponowa-
no wiec nastepujacy sposéb dalszego postgpowania
z prébkami. W naczynku przeprowadza si¢ reakcje
derywatyzacji poprzez dodanie do 0,5 ml warstwy to-
luenowej 20 pl roztworu chlorku 3,5-dinitrobenzoilu
w toluenie o stezeniu 10 mg/ml. Zawarto$¢ naczynka
odparowuje si¢ w strumieniu azotu, a suchg pozosta-
to$¢ rozpuszczong w acetonitrylu (0,5 ml) oznacza sie
chromatograficznie.

Warunki oznaczania chromatograficznego

Analize chromatograficzng prowadzono, stosujac ko-
lumne do HPLC typu Ultra C18 (z przedkolumng)
w temperaturze 23°C. Dobrany sklad fazy ruchomej
(acetonitryl: woda (55:45, v/v)) i nat¢zenie przeptywu
fazy ruchomej (I ml/min) pozwolilo na rozdzielenie
mieszaniny substancji wspolwystepujacych. 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 si¢ dopiero
po 50 min analizy. Dlugos¢ fali analitycznej wybrano,
korzystajac z widm pochodnych tolueno-2,4-diaminy
i tolueno-2,6-diaminy z chlorkiem 3,5-dinitrobenzo-
ilu. Z analizy widma badanych pochodnych wynika,
ze optymalna dlugos$¢ fali analitycznej do oznacza-
nia stezen tych zwigzkéow za pomoca detektora DAD
wynosi 232 nm. Objetos¢ dozowanej probki wyno-
sita 10 pl.
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a - chlorek 3,5-dinitrobenzoilu / 3,5-dinitrobenzoyl chloride, b - pochodna tolueno-2,6-diaminy / toluene-2,6-diamine derivate, ¢ — 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.
Dtugo$¢ fali analitycznej / Analytical wave length (A) = 232 nm.

Ryc. 1. Chromatogram roztworu wzorcowego tolueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy i substancji wspotwystepujacych
(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)

Pobieranie probek powietrza i analiza

Do pobierania probek powietrza zawierajacego to-
lueno-2,4-diaming i tolueno-2,6-diaming stosowa-
no filtry z wldkna szklanego z naniesionym kwasem
siarkowym(VI), umieszczone w oprawce i polaczone
z aspiratorem, jak w metodzie OSHA nr 65 [13]. Spraw-
dzono takze mozliwo$¢ zastosowania 1 filtra o $red-
nicy 25 mm umieszczonego w oprawce do pobierania
frakcji wdychalnej. W tym celu na 4 filtry naniesiono
po 25 pl roztworu tolueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-
-diaminy w metanolu o st¢zeniu 5,76 mg/ml. Dwa po-
jedyncze filtry po wyschnieciu umieszczono w oprawce

i podtaczono do aspiratora. Przez kazdy filtr przepusz-
czano powietrze z nat¢zeniem przeplywu strumienia
zalecanym przez producenta oprawki do pobierania
frakcji wdychalnej, tj. 2 I/min, przez 6 godz. (720 1
powietrza). Za probki poréwnawcze postuzyly filtry,
przez ktore nie przepuszczono powietrza. Wyniki ba-
dan przedstawiono w tabeli 1.

Pojedynczy filtr z wldkna szklanego z naniesionym
kwasem siarkowym(VI) zatrzymat 144 ug tolueno-2,4-
-diaminy i tolueno-2,6-diaminy, stad do pobierania
probek powietrza zaproponowano stosowanie poje-
dynczego filtra umieszczanego w oprawce.

Tabela 1. Adsorpcja tolueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy na filtrach z wtdékna szklanego z naniesionym kwasem siarkowym(VI) -

wybrane probki

Table 1. Adsorption of toluene-2,4-diamine and toluene-2,6-diamine on sulfuric acid-treated glass fiber filters - selected samples

' Natgzeme-przeplywu Cras pobierania probki Masa substancji na filtrze ) 4 ' o
Substancja powietrza L Mass of substance Srednia powierzchnia piku
. Sampling time
Substance Air flow rate (min] onto filter Mean peak area
[/min] [ng]
Tolueno-2,4-diamina /
/ Toluene-2,4-diamine
probka / sample 1 2 480 144 2682,3
probka / sample 2 0 0 144 2781,6
Tolueno-2,6-diamina /
/ Toluene-2,6-diamine
probka / sample 1 2 480 144 2882,3
probka / sample 2 0 0 144 2840,2
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Kalibracja i precyzja

Ze wzgledu na wieloetapowy sposéb przygotowania
probki do analizy krzywa kalibracyjna przygotowano
poprzez nanoszenie roztworéw wzorcowych tolue-
no-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy o wzrastajacych
stezeniach na filtry z widkna szklanego z naniesio-
nym kwasem siarkowym (VI). W tym celu naniesio-
no na 6 filtréw po 50 pl roztworéw wzorcowych tolu-
eno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy w metanolu
o stezeniach kolejno: 57,6 ug/ml, 72 pg/ml, 144 pg/ml,
288 pg/ml, 576 pg/mli 1152 ug/ml. Sporzadzono 3 serie
probek po 6 filtréw. Roztwory robocze w acetonitrylu
uzyskano po przygotowaniu prébki do analizy wg spo-
sobu przedstawionego wczesniej. Parametry charak-
teryzujace wyznaczone krzywe kalibracyjne przedsta-
wiono w tabeli 2.

Do oceny precyzji oznaczen kalibracyjnych spo-
rzadzono 3 serie, po 8 filtréw kazda, z naniesiona to-
lueno-2,4-diaming i tolueno-2,6-diaming o 3 réznych
stezeniach: 2,88 ug/ml, 28,8 pg/mli 57,6 pg/ml. Probki,
po odpowiednim przygotowaniu do analizy (ekstrak-
cja ciecz—ciecz, derywatyzacja), oznaczano chromato-
graficznie. Z kazdej probki wykonano po 2 pomiary
chromatograficzne w warunkach identycznych jak przy
oznaczeniach kalibracyjnych. Z danych uzyskanych
z chromatogramoéw obliczono odchylenia standardowe
i wspolczynniki zmiennosci uzyskanych wynikéw, na
ktérych podstawie obliczono $rednig precyzje badania.

Catkowitg precyzje¢ badania wyznaczono, uwzgled-
niajac precyzje przyrzadu do pobierania prébek (+5%)
oraz $rednig precyzje metody (tab. 3).

Badanie trwalosci probek
Trwalos¢ pobranych probek powietrza w zaleznosci
od czasu przechowywania badano w nastepujacy spo-
sob: na 12 filtréw z wtdkna szklanego pokrytych kwa-
sem siarkowym (VI) nanoszono po 50 pl roztworu
tolueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy o stgzeniu
576 pg/ml. Prébki zamknigte w pudetku i ostoniete
od wplywu promieniowania slonecznego przechowy-
wano w temperaturze pokojowej. Prébki (po 3 sztuki)
analizowano w dniu przygotowania oraz w kolejnych
dniach przechowywania. Obliczono $rednig zawarto$¢
substancji w kazdym zestawie 3 filtréw. Na podstawie
wynikéw analizy prébek obliczono parametr — zmiana
wynikéw oznaczenia (w %), jako roznice miedzy $rednia
wynikéw probek analizowanych natychmiast po pobra-
niu a $rednia wynikéw probek powtdrzeniowych anali-
zowanych po réznym czasie przechowywania.

Wyniki badan przedstawione w tabeli 4. poréwna-
no z wyliczonymi wielko$ciami calkowitej precyzji ba-
dania (tab. 3).

Dane walidacyjne metody
Walidacje metody przeprowadzono zgodnie z norma
europejska PN-EN 482 [23]. Do obliczenia wartosci

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

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

Krzywa kalibracji / Calibration curve
Wsp6tczynnik korelacji / Correlation coefficient (r)
Wspotczynnik kalibracji / Calibration factor (M+SD)

Wspolczynnik zmiennosci wspdtczynnika kalibracji / Coefficient
of variation of the calibration factor [%)]

M - érednia / mean, SD - odchylenie standardowe / standard deviation.

y = 15,31x+9,03 y = 15,81x+4,3
1,0000 0,9999
16,59+1,14 16,17+0,22
6,88 1,36

y - powierzchnia piku / peak area, x - stezenie toluenodiaminy / concentration of toluenediamine (ug/ml).

Tabela 3. Precyzja oznaczen 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-2,6-diamina
Toluene-2,6-diamine

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

Srednia precyzja / Mean precision [%]
Catkowita precyzja badania / Total test precision [%)]

N - probki / samples.

2,69 2,23

5,68 5,47
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Tabela 4. Trwalos¢ probek powietrza zawierajacych po 28,8 ug tolueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy przechowywanych

w temperaturze pokojowej

Table 4. Stability of air samples, each containing 28.8 pg of toluene-2,4-diamine and toluene-2,6-diamine stored

at room temperature

Zmiana powierzchni pikow po przechowywaniu probek powietrza

Variation of peak area after air samples storage

Substancja [%]
Substance
3 dni 7 dni 10 dni
3 days 7 days 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

granicy wykrywalnosdci (limit of detection - LOD)
wykorzystano zalezno$¢:

3,3X%s,

LOD =
b

@

gdzie:
b - wspoélczynnik nachylenia krzywej kalibracji,
s, — odchylenie standardowe 3 serii §lepych probek.

W celu obliczenia s, dla serii probek slepych prze-
prowadzono 10 pomiaréw powierzchni piku przy cza-
sie retencji pochodnych badanych analitéw dla 3 nieza-
leznie przygotowanych $lepych préobek (prébka przy-
gotowana w identyczny sposob jak probka rzeczywista,
bez analitu).

Dane walidacyjne uzyskane na podstawie wynikéw
przeprowadzonych badan przedstawiono w tabeli 5.

OMOWIENIE

Opisana metoda pobierania probek powietrza umozli-
wila ilo$ciowe zatrzymanie 144 pg tolueno-2,4-diaminy
i tolueno-2,6-diaminy przez pojedynczy filtr z wiok-
na szklanego z naniesionym kwasem siarkowym(VI)
(dla 720 1 powietrza). Poréwnanie uzyskanych wynikéw
badania trwalo$ci probek powietrza z wyliczonymi wiel-
kosciami catkowitej precyzji badania wskazuje na to, ze
probki zabezpieczone przed swiatlem, przechowywane
w temperaturze pokojowej byty trwale co najmniej 3 dni.

Chlorek 3,5-dinitrobenzoilu reaguje z tolueno-2,4-
-diaming oraz tolueno-2,6-diaming w temperaturze po-
kojowej, dajac trwale pochodne. Zastosowane warunki
oznaczenia chromatograficznego umozliwily oznaczenie
pochodnych tolueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy
w obecnosci substancji, ktére moga wspotwystepowac
w oznaczanej probce powietrza, takich jak: tolueno-2,3-

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 Tolueno-2,6-diamina

Toluene-2,4-diamine Toluene-2,6-diamine

Zakres pomiarowy dla 720 1/ Measuring range for 720 1 [mg/m?]
Objetos¢ probki powietrza / Air sample volume [1]
Zakres krzywej kalibracyjnej / Calibration curve range [pg/ml]
Granica wykrywalnosci / Limit of detection (LOD)

ng/ml

ug/m?
Granica oznaczalnoéci / Limit of quantification (LOQ)

ng/ml

ug/m?
Niepewnos¢ catkowita / Overall uncertainty [%]

Niepewno$¢ rozszerzona / Expanded uncertainty [%]

0,004-0,080 0,004-0,080
720 720

2,88-57,60 2,88-57,60
51,360 52,930
0,071 0,074
154,090 158,800
0,214 0,221
12,360 11,950
24,720 23,900
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-diamina, tolueno-3,4-diamina, chlorek 3,5-dinitroben-
zoilu, toluen i 2,2’-dichoro-4,4"-metylenodianilina.

Ze wzgledu na wieloetapowy sposdb przygotowa-
nia probki do analizy krzywa kalibracyjna przygoto-
wano poprzez nanoszenie roztworéw wzorcowych to-
lueno-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy w metanolu
o wzrastajacych stezeniach na filtry z widkna szklanego
z naniesionym kwasem siarkowym(VT). Przy takim spo-
sobie sporzadzania krzywej kalibracji nie byto potrzeby
wyznaczania wydajnosci odzysku, poniewaz filtry z po-
branymi substancjami na stanowiskach pracy byly pod-
dawane takiej samej procedurze przygotowania do ana-
lizy jak filtry z substancjami naniesionymi w laborato-
rium do sporzadzenia krzywej wzorcowej. Tak uzyskane
krzywe kalibracyjne w badanym zakresie stezen (2,88-
-57,60 pg/ml) mialy przebieg liniowy. Srednie precyzje
oznaczen kalibracyjnych uzyskanych dla 3 pozioméw
stezen charakteryzowaly si¢ niska wartoscig (2,69% dla
tolueno-2,4-diaminy i 2,23% dla tolueno-2,6-diaminy).

WNIOSKI

Zastosowana metoda pobierania probek powietrza
umozliwia ilo$ciowe zatrzymanie analitow - tolueno-
-2,4-diaminy i tolueno-2,6-diaminy przez filtr z wtdkna
szklanego z naniesionym kwasem siarkowym(VI). Chlo-
rek 3,5-dinitrobenzoilu reaguje z tolueno-2,4-diaming
i tolueno-2,6-diaming w temperaturze pokojowej, dajac
trwale pochodne. Dobrane warunki oznaczania chro-
matograficznego umozliwily oznaczanie pochodnych
analitow w badanym zakresie stezen (2,88-57,6 ug/ml).
Krzywe kalibracyjne sporzadzono poprzez nanoszenie
analitow na filtry, a wigc z uwzglednieniem etapu przy-
gotowania probki do analizy. Taki sposéb postepowania
skraca czas analizy i zmniejsza zuzycie odczynnikow.
Opisana metoda umozliwia oznaczanie tolueno-2,4-
-diaminy i tolueno-2,6-diaminy w obecnosci pozosta-
tych izomeréw toluenodiaminy, a takze w obecnosci to-
luenu, chlorku 3,5-dinitrobenzoilu i 2,2’-dichloro-4,4’-
-metylenodianiliny. Metoda charakteryzuje sie¢ dobra
precyzja i dokladnoscia, spetnia wymagania zawarte
w normie europejskiej PN-EN 482 [23] dotyczacej pro-
cedur oznaczania czynnikéw chemicznych i moze by¢
wykorzystana do oceny narazenia zawodowego.
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