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Streszczenie

Etylenodiamina (EDA) jest gesta, bezbarwng cie- emulgator i stabilizator gumy. Etylenodiamina wyka-
czg o stabym amoniakalnym zapachu. Jest stosowana  zuje dziatanie draznigce na btony §luzowe: gornych
glownie jako potprodukt do otrzymywania: zwigzkéw  drog oddechowych, oczu i skory. Narazenie zawodowe
chelatujacych, fungicydow, barwnikow, woskow syn-  na ten zwigzek moze by¢ rowniez powodem wystgpie-
tetycznych, zywic poliamidowych i formaldehydowo-  nia reakcji alergicznych, a nawet astmy. Etylenodia-
-mocznikowych, $rodkéw antykorozyjnych oraz jako  mina nie jest klasyfikowana jako czynnik rakotworczy
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i warunkow pracy”, finansowanego w latach 2017-2019 w zakresie badan naukowych i prac rozwojowych przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego/Naukowe Centrum Badan i Rozwoju.
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dla ludzi. Celem pracy bylo opracowanie i walidacja
czutej metody umozliwiajacej oznaczenie stgzen tego
zwigzku na poziomie 1/10 NDS zgodnie z wymagania-
mi normy europejskiej PN-EN 482.

Badania wykonano z zastosowaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z detekcja spektrofotome-
tryczng (HPLC-UV-VIS). Wszystkie analizy chroma-
tograficzne wykonano przy zastosowaniu kolumny
Supelcosil LC-18 (150 x 3 mm, 5 um) eluowanej mie-
szaning acetonitrylu i wody (62:38 v/v).

Zasada metody polega na: zatrzymaniu par etylenodia-
miny na zelu krzemionkowym nasgczonym kwasem
siarkowym, ekstrakcji mieszaning acetonitrylu i wody
(62:38 v/v), przeprowadzeniu wyekstrahowanego
zwigzku w pochodng w reakcji z chloromrowczanem
9-fluorenylometylu i chromatograficznym oznaczeniu
powstalego zwiazku.

Metoda jest liniowa (r = 0,9994) w zakresie ste-
zen 0,1 + 2 pg/ml, co odpowiada zakresowi 2 =+
40 mg/m? dla probki powietrza o objetosci 10 1. Ob-
liczone granice wykrywalnosci (LOD) i oznaczania
ilosciowego (LOQ) wynosza odpowiednio 0,04
i 0,13 pg/ml. Wydajnos¢ ekstrakeji etylenodiaminy
z zelu wynosi 86%, a pobrane probki przechowywane
w chtodziarce zachowuja trwatos¢ przez 10 dni. Opra-
cowana metoda charakteryzuje si¢ dobra precyzja oraz
doktadnoscia i spelnia wymagania normy PN-EN 482,
Metoda oznaczania etylenodiaminy zostala zapisana
w postaci procedury analitycznej, ktéra zamieszczono
w zataczniku.

Zakres tematyczny artykulu obejmuje zagadnienia
zdrowia oraz bezpieczenstwa i higieny srodowiska pra-
cy bedace przedmiotem badan z zakresu nauk o zdro-
wiu oraz inzynierii §rodowiska.

Summary

Ethylenediamine (EDA) is a colorless, viscous liquid
with ammonia-like odor. It is used as an intermediate
in manufacturing chelating agents (EDTA), fungicide,
poliamide and formaldehyde-urea resins, surfactants,
corrosion inhibitors, emulsifying agents and stabiliser of
rubber products. EDA may cause irritation of the upper
respiratory tract, eye and skin. Occupational exposure
to EDA may lead to allergic reactions and asthma. EDA
is not classified as carcinogenic to humans. The aim
of this study was to develop and validate a sensitive
method for determining hydrazine concentrations in
workplace air in the range from 1/10 to 2 MAC values,
in accordance with the requirements of Standard No.
PN-EN 482. The study was performed using a liquid
chromatograph with spectrophotometric detection.
All chromatographic analyses were performed with
a Supelcosil LC-18 (150 x 3 mm, 5 pum) analytical
column, which was eluted with a mixture of acetonitrile
and water (6:4 v/v). The method is based on the
collection of EDA onsilica gel impregnated with sulfuric
acid, extraction with a mixture of acetonitrile and water
(62:38 v/v), derivatization of extracted compound with

9-fluorenylmethyl chloroformate and chromatographic
determination of the resulting solution with HPLC. The
method is linear (r = 0.9994) within the investigated
working range 0.1-2 pg/ml (2-40 mg/m’® for a 10-L
air sample). The calculated limit of detection (LOD)
and limit of quantification (LOQ) were 0.04 pg/ml and
0.13 pg/ml, respectively. The average extraction
efficiency of EDA from silica gel was 86% and
samples stored in a refrigerator are stable for 10 days.
The analytical method described in this paper enables
determination of EDA in workplace air. The method is
precise, accurate and it meets the criteria for procedures
for measuring chemical agents listed in Standard No.
PN-EN 482. The method can be used for assessing
occupational exposure to EDA and associated risk to
workers’ health. The developed method of determining
EDA has been recorded as an analytical procedure
(see Appendix). This article discusses the problems of
occupational safety and health, which are covered by
health sciences and environmental engineering.

WPROWADZENIE

Etylenodiamina (EDA) jest gesta, bezbarwng cieczg
o stabym amoniakalnym zapachu. Etylenodiamina
jest wytwarzana gtownie w drodze reakcji chlorku
etylenu z ciektym amoniakiem w temperaturze oko-
to 100 °C. Etylenodiamina jest substancjg bardzo
dobrze rozpuszczajacg si¢ w wodzie. Rozpuszcza
si¢ w: alkoholach, acetonie, eterze etylowym. Sta-
bo rozpuszcza si¢ w nizszych weglowodorach. Jest

stosowana glownie jako potprodukt do otrzymywa-
nia: zwigzkow chelatujacych, fungicydéw, barwni-
koéw, woskow syntetycznych, zywic poliamidowych
i formaldehydowo-mocznikowych, srodkéw antyko-
rozyjnych oraz jako emulgator i stabilizator gumy.
U ludzi etylenodiamina wykazuje, zalezne od ste-
zenia, umiarkowane do silnego, dziatanie draznig-
ce na btony $luzowe: gornych drog oddechowych,
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oczu i skory. Zawodowe narazenie na ten zwigzek
moze by¢ rowniez powodem wystgpienia reakcji
alergicznych, a nawet astmy.

Do organizmu cztowieka etylenodiamina moze
dostawac si¢: w drodze bezposredniego kontaktu ze
skora, drogg inhalacyjng lub pokarmowa. Nie stwier-
dzono dzialania mutagennego lub rakotworczego
etylenodiaminy (CHEMPYL 2018; HSDB 2014;
Sapota, Ligocka 1997).

Klasyfikacj¢ oraz oznakowanie etylenodiaminy
zgodne z tabelg 3.1. zalacznika VI do rozporzadze-
nia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE), zwane-
go rozporzadzeniem CLP, przedstawiono w tabeli 1.
(Rozporzadzenie... 2008). Minister Rodziny, Pracy
1 Polityki Spotecznej ustanowil najwyzsze do-
puszczalne stgzenie (NDS) dla etylenodiaminy

Tabela 1.

W powietrzu na stanowiskach pracy w wysokosci
20 mg/m?, a najwyzsze dopuszczalne stezenie chwi-
lowe (NDSCh) — rowne 50 mg/m?® (Rozporzgdze-
nie... 2018).

Z uwagi na wycofanie ze stosowania Polskiej
Normy PN-Z-04191-02:1988 celem pracy bylto opra-
cowanie odpowiednio czutej i1 selektywnej metody
oznaczania tego zwigzku w powietrzu na stanowi-
skach pracy, umozliwiajacej pomiary jego stgzen,
a nastgpnie pozwalajacej na dokonanie oceny nara-
zenia zawodowego.

Zakres tematyczny artykulu obejmuje zagad-
nienia zdrowia oraz bezpieczenstwa i higieny
srodowiska pracy bedace przedmiotem badan z za-
kresu nauk o zdrowiu oraz inzynierii Srodowiska.

Klasyfikacja i oznakowanie etylenodiaminy zgodnie z rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady
(WE), tzw. rozporzadzeniem CLP (Rozporzadzenie... 2008)

Klasyfikacja zagrozenia i kody kategorii

Kody zwrotéw wskazujacych rodzaj zagrozenia

Flam. Liq 3:
Substancja ciekla tatwopalna (kat. 3)

Acute Tox. 4* oral:
Toksycznos¢ ostra — droga pokarmowa (kat. 4)

Acute Tox 4* dermal:
Toksycznos¢ ostra — skora (kat. 4)

Resp. Sens 1:
Dziatanie uczulajace na drogi oddechowe/skore (kat. 1)

Skin Sens. 1:
Dziatanie uczulajace na skorg, (kat. 1)

Skin corr. 1B:
Dziatanie zrace/draznigce na skorg, (kat. 1B)

H226:
Latwopalna ciecz i pary

H302:

Dziata szkodliwie po potknigciu

H312:

Dziata szkodliwie w kontakcie ze skora

H334:
Moze powodowac objawy alergii lub astmy lub
trudnosci w oddychaniu w nastgpstwie wdychania

H317:
Moze powodowac¢ reakcje alergiczng skory

H314:
Powoduje powazne oparzenia skory
oraz uszkodzenia oczu

Objasnienie: * — minimum klasyfikacji.

CZESC DOSWIADCZALNA

Aparatura analityczna

W badaniach zastosowano chromatograf cieczowy
Waters Alliance 2695 wyposazony w: poczworny
system pomp wysokocisnieniowych, detektor dio-
dowy (UV-VIS) Waters 2996, termostat kolumny
analitycznej, automatyczny dozownik probek i kom-
puter z programem sterowania i akwizycji danych.
Rozdziatow chromatograficznych dokonywano na
kolumnie analitycznej Supelcosil LC-18 o dlugosci
150 mm i $rednicy wewnetrznej 3 mm wypetnionej
fazg oktadecylowg o $rednicy ziaren 5 pm.

Do pobierania probek powietrza wykorzystano
aspiratory indywidulne SKC umozliwiajace pobor

probek powietrza ze strumieniem przeptywu okoto
0,05 1/min.

Do odwazania odczynnikow i substancji wzor-
cowych stosowano wage analityczng Sartorius Re-
search, a do ekstrakcji stosowano wytrzgsarke me-
chaniczng GRANT-BIO PTR-35.

Odczynniki i materialy

W  badaniach stosowano: etylenodiaming (Aldrich),
chloromréwczan 9-fluorenylometylu FMOC Cl (Fluka),
acetonitryl (JT Baker), kwas borowy (Avantor),
chlorek sodu (Avantor) oraz wodg o czystosci do
HPLC ze stacji uzdatniania wody Hydrolab R10. Do
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przygotowania roztworéw wykorzystywano typowe
szkto laboratoryjne (kolby miarowe, pipety, zlewki),
a do pobierania probek dostepne w handlu rurki
z zelem krzemionkowym pokryte kwasem siar-
kowym (SKC).

Zalozenia opracowanej metody

W wycofanej ze stosowania Polskiej Normie PN-Z-
-04191-02:1988  zakladano  zastosowanie do
oznaczania st¢zen etylenodiaminy w powietrzu
metody chromatografii gazowej polegajacej na: za-
trzymaniu par etylenodiaminy na weglu aktywnym,
ekstrakcji etanolem i chromatograficznym ozna-
czeniu stezen tego zwiazku. Z danych literaturo-
wych wynika, iz etylenodiamina moze by¢ oznacza-
na przy zastosowaniu kapilarnej chromatografii ga-
zowej z detekcjg ptomieniowo-jonizacyjng (Vincent
1 in. 1979) lub za pomoca wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej (HPLC), (Buranaphalin 2009;
NIOSH 1994; OSHA 1986; Paseiro-Cerrato 2011).
Do oznaczania zwigzkéw aminowych (aminokwa-
sow, amin alifatycznych i aromatycznych, poliamin)
czesto wykorzystuje si¢ zdolno$¢ tych substancji do
tworzenia pochodnych z takimi czynnikami dery-
watyzujacymi, jak: chlorek dansylu (Molins-Luega
1 in. 1999; Spizzirri 1 in. 2016), chlorek benzoilu
(Sethi 2011) badz chloromrowczan 9-fluorenylome-
tylu (Brzeznicki i in. 2014; Buranaphalin 2009). Na
podstawie wczesniejszych doswiadczen autorow ni-
niejszej publikacji zwigzanych z opracowywaniem
metod analitycznych dla innych amin pierwszo-
1 drugorzedowych podjeto probe opracowania meto-
dy oznaczania etylenodiaminy w powietrzu z wyko-
rzystaniem techniki HPLC po uprzedniej derywaty-
zacji tego zwigzku w reakcji z chloromréwczanem
9-fluorenylometylu (FMOC Cl).

Do pobierania probek powietrza do oznaczania
stezen amin wykorzystuje si¢ rurki sorpcyjne wy-
petnione zywica XAD-2 pokryta roztworem 1-naf-
tyloizitiocyjanianu (NIOSH 1994; OSHA 1986)
lub zelem krzemionkowym (Vincent i in. 1979).
Z uwagi na niskg trwatos¢ etylenodiaminy w prob-
kach powietrza pobranych na czysty zel krzemionko-
wy zalecane jest pobieranie probek z wytworzeniem
na zelu odpowiedniej soli etylenodiaminy (siarcza-
nu, chlorowodorku). Z tego wzgledu zdecydowano
o zastosowaniu do pobierania probek powietrza sto-
sowanych do oznaczen stezen dimetyloaminy, do-
stepnych w handlu, rurek szklanych wypetnionych
dwiema warstwami (150/75 mg) zelu krzemionko-
wego pokrytego kwasem siarkowym.

Probki powietrza do oznaczania etylenodiaminy
nalezy pobiera¢ zgodnie z zasadami podanymi
w normie PN-Z-04008-7: za pomoca niskoprzepty-
wowych aspiratoréw indywidualnych umozliwiaja-
cych pobieranie powietrza ze strumieniem objetosci
okoto 0,05 1/min.

Pozostate zatozenia opracowywanej metody:

— pobieranie dwoch probek w ciagu zmiany ro-

boczej,

— objetos¢ pobranego powietrza na probke: 10 1,

—  zakres pomiarowy: 2 +40 mg/m’ ('/, +2 NDS).

Dobor warunkow rozdzialu
chromatograficznego

Badania dotyczace: doboru optymalnych warunkow
rozdzielania chromatograficznego, doboru dtugosci
fali analitycznej 1 selektywnosci oznaczen wykona-
no przy zastosowaniu chromatografu Waters Allian-
ce z uzyciem kolumny analitycznej SUPELCOSIL
LC-18 150 x 3 mm, o $rednicy ziaren 5 pm, wy-
petnionej zlozem oktadecylowym (C-18). Probki
z kolumny eluowano roztworem acetonitrylu i wody
(elucja izokratyczna) zmieszanych w stosunku 62:38
(v:v). Na podstawie wynikow wstepnych badan wy-
konanych przy zastosowaniu warunkow rozdzie-
lania chromatograficznego podanych w tabeli 2.
wykazano mozliwo$¢ rozdzielenia analizowanego
zwigzku (pochodnej etylenodiaminy) od czynnika
derywatyzujacego (FMOC Cl) i nieznanych produk-
tow reakcji (rys 1.).

Z analizy widma badanej pochodnej wynika, ze
optymalng dlugoscig fali analitycznej do oznacza-
nia stezen tego zwigzku za pomocg detektora UV-
-VIS jest 4 = 265 nm. Zastosowane w opisanych
badaniach warunki rozdzielania chromatograficz-
nego oraz uzycie kolumny analitycznej wypetnionej
fazg oktadecylowa (C-18) pozwalaja na selektyw-
ne oznaczanie etylenodiaminy w obecno$ci innych
zwigzkow aminowych. Przyktadowy chromatogram
obrazujacy mozliwo$¢ selektywnego oznaczenia po-
chodnej etylenodiaminy w obecno$ci pochodnych
innych amin przedstawiono na rysunku 2. Nalezy
jednak pamigta¢, iz w §rodowisku pracy moga wy-
stepowaé inne substancje, mogace interferowac
z substancja oznaczang, dlatego podane warunki
analityczne nalezy traktowac¢ jako przyktadowe i w
razie koniecznoéci modyfikowa¢ sktad fazy rucho-
mej (elucja gradientowa) lub zastosowaé¢ kolumne
analityczng wypetniong faza o innej polarnosci.




Etylenodiamina. Metoda oznaczania w powietrzu na stanowiskach pracy z zastosowaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjq spektrofotometryczng

Tabela 2.
Warunki pracy chromatografu cieczowego

Kolumna analityczna SUPELCOSIL LC-18150 x 3 mm, 5 pm
Faza ruchoma acetonitryl woda
Program — izokratycznie (v:v) 62 38

Natezenie przeptywu

.. . 0,5 ml/min
strumienia fazy ruchome;j
Temperatura kolumny 30°C
Dhugo$¢ fali analitycznej 265 nm (UV-VIS)
Objetos¢ probki 10 pl
0.045+
0.060+ 0.040
0.0357
0.050-
0.030
0.0404
~ 0.025-
2 S 2
0.030] ~ < 0.020 265.9
<
8 0.015+
0.020
0.010
0.0104 J\\—/q 300.3
0.005
366.9
0.000+ 0.000-
T T T
2.00 4.00 6.00 8.00 220.00 240.00 260.00 280.00 300.00 320.00 340.00 360.00 380.00
Minuty nm

Rys 1. Chromatogram i widmo UV pochodne;j etylenodiaminy z FMOC Cl w zakresie 200 + 400 nm

o.ze—f
0.24—f
0.225
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0.16—f
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m-Metoksyanilina - 5.427
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0.12
0.10
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0.06

0.04-

0.02-

0.00
7\\\‘\\\\‘\\\\‘\\ T T T T T T T T T T

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Minuty

EDA -7.099

m-Toluidyna - 6.619

Rys 2. Chromatogram pochodnych FMOC Cl z etylenodiaming i innymi zwigzkami: 1) dimetyloaming (DMA), 2) 4-metok-
syaniling, 3) m-toluidyna
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Badanie zakresu stosowania
metody analitycznej

W celu okre$lenia zakresu roboczego i liniowo-
$ci metody przygotowano trzy serie po osiem wial
o pojemnosci 8 ml, do ktérych wsypano po 150 mg
zelu krzemionkowego pokrytego kwasem siarko-
wym. Na zel naniesiono za pomocg mikropipety po
10 pl acetonitrylowych roztworow etylenodiaminy
o stezeniach: 0; 2; 4; 8; 10; 20; 30 1 40 mg/ml. Po
odparowaniu rozpuszczalnika do kazdej z wial do-
dano po 5 ml mieszaniny acetonitryl:woda (62:38)
i cato$¢ poddano 30-minutowej ekstrakcji za po-
mocg wytrzasarki mechanicznej. Po tym czasie do
kolb miarowych o pojemnosci 1 ml przenoszono po
0,1 ml ekstraktow, a kolby uzupeliano do kreski
mieszaning acetonitrylu i wody (62:38). Po do-
ktadnym wymieszaniu do naczynek o pojemnosci

Tabela 3.

2 ml przeniesiono po 0,25 ml z kazdego ekstraktu
oraz dodawano po 0,25 ml: buforu boranowego
(0,2 mol/l, pH 8,5), acetonitrylowego roztworu
FMOC Cl (5 mmol/l) i mieszaniny acetonitrylu
i wody (62:38). Cato$¢ po wymieszaniu pozostawio-
no na 5 minut w temperaturze pokojowej, a nastep-
nie roztwory poddano analizie chromatograficzne;.

Wyniki badania liniowo$ci metody przedsta-
wiono w tabeli 3. oraz graficznie na rysunku 3.
Z przedstawionych danych wynika, iz zalezno$¢ od-
powiedzi detektora od st¢zenia dimetyloaminy ma
charakter liniowy w zakresie 0,1 = 2 pg/ml, co od-
powiada zakresowi 2 + 40 mg/m? dla probki powie-
trza o objetosci 10 1. Zalezno$¢ t¢ opisuje rOwnanie:
y = 164807x + 4336. Wyrazony w procentach btad
wzgledny (CV) wynosi 8,4%, a wspotczynnik kore-
lacji (7), jest rowny 0,9994.

Wyniki wzorcowania etylenodiaminy na Zelu krzemionkowym pokrytym kwasem siarkowym

PPP

Stezenie
etylenodiaminy, ng/ml

(pole powierzchni
piku)

Srednia

Odchylenie
standardowe (SD)

Wspotezynnik
zmiennosci,

(CP), %

0,1

21 852,21

18 995,53

21762,11

20 869.,9

1623,9

7,8

0,2

33 473,34

33 782,18

35 583,99

34 279,8

1139,9

3,3

0,4

68 872,95

64 894,16

68 363,04

67 376,7

2 165,0

32

0,5

92 520,74

86 314,82

86 195,43

88 343,7

3617,9

4,1

168 373,98

180 721,00

174 602,29

174 565.8

6 173,6

3,5

1,5

267 759,93

254 991,60

244 595,32

2557823

11 602,5

4,5

2,0

343 687,52

334 918,84

307 009,31

328 538,5

19 153,5

5.8
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Rys. 3. Krzywa wzorcowa wykonana po naniesieniu etylenodiaminy na zel krzemionkowy pokryty kwasem siarkowym

Badanie warunkow pobierania probek
powietrza do oznaczen etylenodiaminy

W celu sprawdzenia mozliwosci powstania strat
analizowanej substancji w wyniku przepuszcza-
nia powietrza przeprowadzono badania, w ktorych
uzyto rurek sorpcyjnych wypekionych zelem krze-
mionkowym z naniesionym kwasem siarkowym
(150/75 mg). Dla kazdego z analizowanych stezen
przygotowano po sze$¢ rurek, nanoszac na dhuzsza
warstwe (150 mg) po 10 ml roztworu etylenodiami-
ny o stezeniach: 2; 10 1 40 mg/ml. Po odparowaniu
rozpuszczalnika przez rurki przepuszczono 10 1 po-
wietrza ze strumieniem objetosci okoto 0,05 ml/min.
Kazda z warstw zelu krzemionkowego przenoszono
oddzielnie do wial o pojemnosci 8 ml i desorbowano
5 ml mieszaniny acetonitrylu i wody (62:38) przez
30 min za pomoca wytrzgsarki mechanicznej. Do
kolb miarowych o pojemnosci 1 ml przenoszono
po 0,1 ml ekstraktow i1 kolby uzupetniano do kre-
ski mieszaning acetonitrylu i wody (62:38). Po do-
ktadnym wymieszaniu do naczynek o pojemnosci
2 ml przenoszono po 0,25 ml z kazdego ekstraktu oraz

dodawano po 0,25 ml: buforu boranowego (0,2 mo-
/1, pH 8,5), acetonitrylowego roztworu FMOC Cl
(5 mmol/l) i mieszaniny acetonitrylu i wody (62:38).
Cato$¢ po wymieszaniu zostawiono na 5 minut
w temperaturze pokojowej, a nastgpnie roztwory
poddano analizie chromatograficznej. W celu oceny
ewentualnych strat analitu, powstatych w nastep-
stwie przepuszczania powietrza przez rurke sorpcyj-
na, uzyskane wyniki poréwnano z wynikami analiz
roztwordw kontrolnych, ktérymi byly ekstrakty zelu
bez przepuszczania przez niego powietrza.

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych ba-
dan (przedstawionych w tabeli 4.) wykazano, ze
przyjety sposob pobierania probek powietrza nie
powoduje istotnych ilo§ciowych strat etylenodia-
miny naniesionej na zel krzemionkowy pokryty
kwasem siarkowym. Srednie wartosci wydajnosci
desorpcji dla trzech analizowanych stezen (20; 100 1
400 pg/zel) wynosza 86,3% (SD — 6,9). W ekstrak-
tach drugiej warstwy Zelu krzemionkowego stwier-
dzono obecnos¢ etylenodiaminy w iloSciach nie
przekraczajacych 5% zawarto$ci w pierwszej war-
stwie (1,1 +4,6%).
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Tabela 4.
Badanie warunkéw pobierania probek powietrza etylenodiaminy na Zel krzemionkowy pokryty kwasem
siarkowym
Medium | Zawarto$é etylenodiaminy Pola powierzchni pikow Wydajnosé oottt o
pochta- na zelu krzemionkowym, .. ., ..
.. rOZtwor ekstrakeji, % wydajnosci ekstrakcji, %
niajace mg ekstrakt
kontrolny
18 676,78 | 90,9
19 314,67 | 94,0
20 072,28 19478,73 | 94,8
20 20 760,86 17522,32 | 85,2 89,4
E, 20 829,60 16913,58 | 82,3
3 SD 5,5
g cv 6,1
= 76 024,57 | 88,8
2 75 130,29 | 87,7
E 67 946,11 79,4
= 86 483,86 78 732,52 | 92,0
15 100 84 456,25 79 548,73 | 92,9 887
2 85 923,39 78 278,37 | 91,4
e SD 5,0
_g cv 5,6
2 280 883,28 | 82,4
5 289.509,08 | 85,0
s |21 |5
N 400 337 337,97 ’ ’ 84,2
34491335 268 028,67 | 78,7
’ 273 243,75 | 80,2
SD 5,7
cv 6,8
Srednia wydajnos¢ ekstrakcji, Sr, % 86,3
Odchylenie standardowe, SD 5,7
Wspotezynnik zmiennosci, CV, % 6,8

Wyznaczanie granic wykrywalnosci
i oznaczalnosci

Badanie granicy wykrywalnosci i oznaczalnosci
etylenodiaminy przeprowadzono zgodnie z wy-
tycznymi zawartymi w opracowaniu Dobeckiego

Tabela 5.

(2000), obliczajac odchylenie standardowe sygnatu
tla uzyskanego przez dziesi¢ciokrotny nastrzyk roz-
tworu ekstrakcyjnego. Wyniki analiz zebrano w tabe-
li 5. Obliczone granice wynoszg odpowiednio 0,04
10,134 pg/ml.

Wyznaczanie granicy wykrywalnoS$ci (GW) i oznaczalno$ci (GO) etylenodiaminy

Warto$ci sygnatu (pole powierzchni piku)

Wyznaczone parametry

Srednie pole powierzchni, n = 10
Odchylenie standardowe, S
Wspotczynnik zmiennosci, CV, %

Granica wykrywalno$ci, X pg/ml

granica oznaczalnosci, X, ng/ml

14 485,56 18 845,46
19 990,78 16 799,31
14 708,14 15 537,87
18 870,59 19 150,81
18 077,32 20 740,63
17 720,65
2215,81
12,50
0,04
0,134
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Badanie czasu przechowywania
pobranych prébek powietrza

W celu zbadania trwatosci etylenodiaminy znajdu-
jacej si¢ w rurkach sorpcyjnych przygotowano trzy
serie po osiemnascie rurek, na ktoére naniesiono po
10 pl roztwordéw etylenodiaminy o stgzeniach: 2;
10 1 40 mg/ml. Po odparowaniu rozpuszczalnika
rurki szczelnie zamykano i umieszczano w her-
metycznych pojemnikach w chtodziarce. Po: 3, 7
i 10 dniach przechowywania pierwsza warstwe zelu
przenoszono do wial o pojemnosci 8 ml i ekstraho-
wano przez 30 min za pomoca 5 ml mieszaniny ace-
tonitrylu i wody. Do kolb miarowych o pojemnosci
1 ml przenoszono po 0,1 ml ekstraktéw i kolby uzu-
petiano do kreski mieszaning acetonitrylu i wody
(62:38). Po doktadnym wymieszaniu do naczynek
0 pojemnosci 2 ml przeniesiono po 0,25 ml z kaz-

dego ekstraktu oraz dodawano po 0,25 ml: buforu
boranowego (0,2 mol/l, pH 8,5), acetonitrylowego
roztworu FMOC CI (5 mmol/l) 1 mieszaniny ace-
tonitrylu i wody (62:38). Cato$¢ po wymieszaniu
zostawiono na 5 minut w temperaturze pokojowe;j,
a nastepnie roztwory poddano analizie chromatogra-
ficznej. Wyniki oznaczen porownywano z wynikami
analiz ekstraktow etylenodiaminy o takich samych
stezeniach wyekstrahowanych z zelu krzemionkowe-
go 1 poddanych reakcji z FMOC Cl w dniu analizy.

Wyniki badan warunkéw przechowywania pro-
bek zebrano w tabeli 6. Na ich podstawie wykaza-
no, ze probki etylenodiaminy pobrane na zel krze-
mionkowy pokryty kwasem siarkowym moga by¢
przechowywane przez 10 dni. Po uplywie tego
czasu §rednie wspoélczynniki odzysku dla trzech
analizowanych stezen wynosity: 96,0; 101,51 96,4%
($rednia 98,0 SD — 6,2).

Tabela 6.
Wplyw czasu przechowywania na trwalos$¢ etylenodiaminy pobranej na zel krzemionkowy pokryty kwasem
siarkowym
Ilos¢ etylenodiaminy naniesionej na zel krzemionkowy, mg
Czas, dni
20 100 400
101,7 107,3 96,6 102,3 100,4 98,8 102,4 96,9 109,4
93,5 98,1 95,5 100,5 102,3 94,9 107,0 108,3 99,0
3 Sr 98,8 Sr 99,8 Sr 103,8
SD 5,0 SD 2,8 SD 52
cv 5,1 cv 2,8 cv 5,0
Sredni wspotczynnik odzysku, Sr 100,8
Odchylenie standardowe, S 47
Wspotezynnik zmiennosci, CV, %, 47
98,4 90,3 88,1 100,5 101,0 94,4 96,5 106,1 92,2
91,3 89,2 100,9 101,1 103,9 94,5 93,3 97,7 94,8
7 Sr 93,0 Sr 99,3 Sr 96,8
SD 53 SD 3,9 SD 5,0
cv 5,7 cv 3,9 cv 5,2
Sredni wspotezynnik odzysku, Sr 96,4
Odchylenie standardowe, S 5,2
Wspotezynnik zmiennosci, ClV,% 54
90,5 107,3 92,5 102,8 108,4 96,5 99,3 101,0 89,0
93,9 101,8 90,2 100,8 104,0 96,7 98,3 102,4 88,3
10 Sr 96,0 Sr 101,5 Sr 96,4
SD 7,0 SD 4,6 SD 6,2
cv 7,3 cv 4,5 cv 6,4
Sredni wspétezynnik odzysku, Sr 98,0
Odchylenie standardowe, S 6,2
Wspotezynnik zmiennosci, CV,% 6,3
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Badanie precyzji metody

W celu zbadania zgodnosci wynikéw przy wielo-
krotnym powtarzaniu oznaczenia przygotowano w
mieszaninie acetonitryl:woda (62:38) trzy roztwory
etylenodiaminy o stezeniach: 0,4; 2,5 i 8,0 ug/ml.
Z kazdego wzorca pobrano po 0,25 ml, przeniesiono
do wial o pojemnosci 2 ml, a nastepnie przeksztat-
cono w pochodng, dodajac po 0,25 ml: buforu bora-
nowego (0,2 mol/l, pH 8,5), acetonitrylowego roz-

tworu FMOC CI (5 mmol/l) i 62% r-ru acetonitrylu.
Kazdy roztwor analizowano dziesigciokrotnie.

Wyniki badan precyzji metody zebrano w tabeli 7.
Wartosci  wzglednego odchylenia standardowe-
go (CV) rozrzutow uzyskanych wynikow w sto-
sunku do warto$ci $rednich dla stezen: 0,1; 0,5
1 2,0 pg/ml przy wykorzystaniu detektora UV-VIS
wynoszg odpowiednio: 4,2, 4,9 i 1,0%. Srednia
wartos¢ wspotczynnika zmiennosci (CV) dla catego
badanego zakresu stezen wynosi 16,9%.

Tabela 7.
Wiyniki badania precyzji metody oznaczania etylenodiaminy, detektor UV-VIS
Stezenie etylenodiaminy
Lp.
0,1 mg/ml 0,5 mg/ml 2 mg/ml

1 28 540,4 108 120,1 3809536
2 27228,6 110 602,6 381 405,6
3 25582,0 113 798,5 372 822,8
4 28 428.,8 110 361,6 378 790,7
4 28 974,0 112 850,3 376 780,2
6 28 610,6 116 464,0 374 962,5
7 28 632,6 120 695,1 3840214
8 29 996,8 125 015,2 380 178,9
9 28 472,3 112 314,1 382 446,1
10 29 064,9 122 436,6 385287,1
Srednia, Sr 28353,1 115 265,8 379 764.9
SD 1189,6 5685,7 3 960,8
CV, % 4,2 4,9 1,0
Calkowita precyzja badania — $redni wspotczynnik zmiennosci, ¥, % 16,9

PODSUMOWANIE

W wyniku przeprowadzonych badan opracowano
metode oznaczania etylenodiaminy w powietrzu
na stanowiskach pracy z zastosowaniem wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg spek-
trofotometryczna. Do pobierania probek powietrza
w celu oznaczania stgzen etylenodiaminy zastoso-
wano zestaw pomiarowy ztozony z rurki sorpcyjnej
wypetionej dwiema sekcjami zelu krzemionko-
wego pokrytego kwasem siarkowym. Zatrzymang
na zelu etylenodiaming ekstrahowano mieszaning
acetonitrylu i wody (62:38). Zaproponowany spo-
sob pobierania i ekstrakcji probek zapewnia od-
zysk analitu z wydajnoscia 86%. Wyekstrahowany
zwigzek poddawano reakcji z chloromrowczanem

9-fluorenylometylu, a powstata w jej wyniku po-
chodng analizowano chromatograficznie przy uzy-
ciu kolumny wypetnionej fazag oktadecylowa, ktora
eluowano mieszaning acetonitrylu i wody (62:38
v/v). Okreslone w badaniach warunki rozdzielania
chromatograficznego umozliwiajg selektywne ozna-
czenie etylenodiaminy w obecnosci czynnika dery-
watyzujacego oraz innych zwigzkéw o podobnym
charakterze. Opracowana metoda oznaczania stezen
etylenodiaminy moze by¢ wykorzystana przez labo-
ratoria higieny pracy do wykonywania pomiardw tej
substancji w $rodowisku pracy w celu dokonywania
oceny narazenia zawodowego.
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ZALACZNIK

PROCEDURA ANALITYCZNA OZNACZANIA ETYLENODIAMINY
W POWIETRZU NA STANOWISKACH PRACY Z ZASTOSOWANIEM
WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ
Z DETEKCJA SPEKTROFOTOMETRYCZNA

1. Zakres stosowania metody

Metod¢ podang w niniejszej procedurze stosuje si¢
do oznaczania etylenodiaminy w powietrzu na sta-
nowiskach pracy, z zastosowaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC). Metode stosuje
si¢ podczas badania warunkow sanitarnohigienicz-
nych.

Najmniejsze stezenie etylenodiaminy, jakie moz-
na oznaczy¢ w warunkach pobierania probek powie-
trza 1 wykonania oznaczen opisanych w metodzie,
wynosi 2 mg/m*

2. Powolania normatywne

PN-Z-04008-7 Ochrona czystosci powietrza —
Pobieranie probek — Zasady pobierania probek po-
wietrza w srodowisku pracy i interpretacji wynikow.

3. Zasada metody

Metoda polega na: zatrzymaniu obecnej w powietrzu
etylenodiaminy na zelu krzemionkowym pokrytym
kwasem siarkowym, wymyciu zatrzymanej substan-
cji mieszaning acetonitrylu i wody, derywatyzacji
z chloromréwczanem 9-fluorenylometylu i chroma-
tograficznym oznaczeniu tak uzyskanej pochodne;j.

4. Wytyczne ogélne

4.1. Czysto$¢ odczynnikow
Do analizy, o ile nie zaznaczono inaczej, nalezy sto-
sowaé odczynniki i substancje wzorcowe o stopniu
czystosci co najmniej cz.d.a.

4.2. Doktadno$¢ wazenia
Substancje stosowane w analizie nalezy wazy¢
z doktadnoscig do 0,0002 g.

4.3. Postgpowanie z substancjami toksycznymi
Wszystkie czynno$ci, podczas ktérych uzywa sig
substancji wzorcowych, nalezy wykonywaé pod
sprawnie dzialajacym wyciagiem laboratoryjnym.

Zuzyte roztwory i odczynniki nalezy gromadzi¢
w przeznaczonych do tego celu pojemnikach 1 prze-

kazywac do zaktadow zajmujacych si¢ ich unieszko-
dliwianiem.

5. Odczynniki, roztwory i materialy

5.1. Acetonitryl do HPLC
Stosowac acetonitryl o czystosci do HPLC.

5.2. Di-sodu tetraboran
Stosowac di-sodu tetraboran wg punktu 4.

5.3. Chloromréwczan 9-fluorenylometylu
Stosowac chloromrowczan 9-fluorenylometylu wg
punktu 4.

5.4. Chlorek sodu
Stosowac chlorek sodu wg punktu 4.

5.5. Etylenodiamina
Stosowacé etylenodiaming wg punktu 4.

5.6. Kwas borowy
Stosowa¢ kwas borowy wg punktu 4.

5.7. Roztwor buforu boranowego
Za pomocg wagi analitycznej wg punktu 6.8. odwa-
zy¢ 1,2404 g kwasu borowego wg punktu 5.6. oraz
0,2892 g chlorku sodu wg punktu 5.4., przenie$¢ do
kolby miarowej o pojemnosci 100 ml wg punktu
6.3., rozpusci¢ w wodzie wg punktu 5.13. i uzupet-
ni¢ kolbg woda do kreski.

Odwazy¢ 1,9108 g tetraboranu sodu wg punk-
tu 5.2., przenies¢ do kolby miarowej o pojemnosci
100 ml, rozpusci¢ w wodzie i uzupeli¢ woda do
kreski.

W celu otrzymania roztworu o pH 8,5 nalezy
zmiesza¢ roztwor kwasu borowego i chlorku sodu
z roztworem tetraboranu sodu w stosunku 1:1. Steze-
nie tak przygotowanego buforu boranowego wynosi
0,05 mol/l

5.8. Roztwor chloromréwczanu
9-fluorenylometylu

Za pomocg wagi analitycznej wg punktu 6.8. odwa-
zy¢ doktadnie 0,12935 g chloromréwczanu 9-flu-
orenylometylu wg punktu 5.3., przenies¢ do kol-
by miarowej o pojemnosci 100 ml wg punktu 6.3.
i rozpusci¢ w acetonitrylu wg punktu 5.1. Stezenie
zwigzku w tak przygotowanym roztworze wynosi
0,005 mol/l.
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5.9. Roztwor ekstrakcyjny
Sporzadzi¢ mieszaning acetonitrylu wg punktu 5.1.
1 wody wg punktu 5.13. w stosunku 62:38.

5.10. Roztwér wzorcowy podstawowy etyleno-
diaminy
Do zwazonej kolby o pojemnosci 10 ml wg punktu
6.3. odmierzy¢ za pomocg pipety automatycznej wg
punktu 6.5. okoto 0,45 ml etylenodiaminy. Kolbg
uzupetic¢ do kreski acetonitrylem wg punktu 5.1.
i dobrze wymieszaé. Obliczy¢ zawarto$¢ zwigzku
w 1 ml roztworu.

5.11. Roztwor wzorcowy posredni etylenodiaminy
Do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml wg punktu
6.3. odmierzy¢ za pomocg pipety automatycznej wg
punktu 6.5. takg ilo$¢ roztworu wzorcowego pod-
stawowego wg punktu 5.10., aby koncowe stezenie
roztworu wynosito 40 mg/ml. Kolbg uzupehi¢ ace-
tonitrylem do kreski i wymiesza¢ zawartosc.

5.12. Roztwory wzorcowe robocze etylenodiaminy
Do siedmiu kolb miarowych o pojemnosci 2 ml od-
mierzy¢ za pomoca pipet wg punktu 6.5. odpowied-
nio: 0,1; 0,2; 0,4; 0,5; 1,0; 1,5 1 2 ml roztworu wzor-
cowego roboczego wg punktu 5.11. Kolby uzupehic
do kreski acetonitrylem wg punktu 5.1. Stgzenia
etylenodiaminy w tak przygotowanych roztworach
wynoszg odpowiednio: 2,0; 4,0; 8,0; 10,0; 20,0; 30,0
1 40,0 mg/ml.

5.13. Woda do HPLC
Stosowac wode o czystosci do HPLC.

6. Przyrzady pomiarowe
i sprzet pomocniczy

6.1. Chromatograf cieczowy
Stosowaé chromatograf cieczowy wyposazony
w detektor spektrofotometryczny umozliwiajacy
wykonanie oznaczen przy dlugosci fali 265 nm.

6.2. Kolumna chromatograficzna
Stosowa¢ kolumng¢ chromatograficzng stalowa
o dtugosci 150 mm i $rednicy wewnetrznej 3 mm, wy-
pelniong faza oktadecylowa (C-18) o $rednicy ziaren
5 pm.

6.3. Kolby miarowe
Stosowac kolby miarowe o pojemnos$ciach: 1; 2; 10;
251100 ml

6.4. Naczynka szklane (wiale)
Stosowac wiale o pojemnosci 2 i 8 ml.

6.5. Pipety automatyczne nastawne
Stosowac pipety automatyczna nastawne o pojemno-
Sciach: 0,010 +0,1 ml; 0,1 +1mli0,5~+ 5 ml.

6.6. Pompa ssaca
Stosowa¢ pompe ssaca umozliwiajacg pobranie
powietrza ze stalym strumieniem objetosci wedtug
punktu 7.

6.7. Rurki sorpcyjne
Stosowac dostgpne w handlu rurki sorpcyjne wy-
petnione zelem krzemionkowym pokrytym kwasem
siarkowym (150/75 mg).

6.8. Waga analityczna
Stosowa¢ wagg analityczng umozliwiajaca wazenie
z doktadnos$cig 0,0002 g.

6.9. Wytrzgsarka mechaniczna
Stosowaé wytrzasarke mechaniczna.

7. Pobieranie probek powietrza

Podczas pobierania probek powietrza nalezy stoso-
waé zasady zawarte w normie PN-Z-04008-7. Za
pomocg pompy ssacej wg punktu 6.8. przepusci¢
przez rurke szklang wypeliong dwoma sekcjami zelu
krzemionkowego (150/75 mg) pokrytego kwasem
siarkowym wg punktu 6.7. okoto 10 1 powietrza ze
stalym strumieniem objg¢tosci do 0,05 1/min. Pobra-
ne probki powietrza zabezpieczy¢ i do czasu analizy
przechowywa¢ w chiodziarce. Tak przechowywane
probki sa trwate przez 10 dni.

8. Warunki pracy chromatografu

Nalezy tak dobra¢ sktad fazy ruchomej, aby zapew-
ni¢ selektywne oznaczanie etylenodiaminy od sub-
stancji wspotwystepujacych. W przypadku stoso-
wania kolumny chromatograficznej wg punktu 6.2.
oznaczanie mozna wykonac przy zastosowaniu wa-
runkow podanych w tabeli 1. Podane warunki nalezy
traktowac jako przyktadowe.




Etylenodiamina. Metoda oznaczania w powietrzu na stanowiskach pracy z zastosowaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjq spektrofotometryczng

Tabela 1.

Przykladowe warunki pracy chromatografu cieczowego

Kolumna analityczna ODS (C-18 ) 150 x 3 mm, 5 um

Faza ruchoma

acetonitryl : woda 62:38

Program izokratycznie
Natezenie przeptywu 0.5 ml/min
strumienia fazy ruchome;j ?
Temperatura kolumny 30°C

Dhugo$é¢ fali analitycznej

265 nm (UV-VIS)

Objetos¢ probki

10 pl

9. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Z os$miu rurek sorpcyjnych wg punktu 6.7. przesy-
pa¢ dhuzsze warstwy zelu do wial o pojemnosci 8 ml.
Za pomocg pipety automatycznej wg punktu 6.5.
nanie$¢ na zel krzemionkowy po 10 pl roztworow
wzorcowych roboczych etylenodiaminy wg punk-
tu 5.12. oraz do ostatniej wiali 10 ul ACN jako
probke zerowa. Stezenia etylenodiaminy na zelu
wynosza odpowiednio: 20; 40; 80; 100; 200; 300;
400 oraz 0 pg. Po odparowaniu rozpuszczalnika do
kazdej wiali doda¢ po 5 ml roztworu ekstrakcyjne-
go wg punktu 5.9. i podda¢ ekstrakcji za pomoca
wytrzgsarki wg punktu 6.9. przez 30 minut. Kazdg
probke nalezy rozcienczyé 10 razy, przenoszac po
0,1 ml ekstraktu do kolb miarowych o pojemnosci
1 ml. Kolby uzupemic¢ do kreski roztworem ekstrak-
cyjnym wg punktu 5.9. Po doktadnym wymiesza-
niu zawartosci pobra¢ 0,25 ml roztworu, nastepnie
doda¢ 0,25 ml buforu boranowego wg punktu 5.7.,
0,25 ml roztworu chloromrowczanu 9-fluorenymetylu
wg punktu 5.8. i pozostawi¢ probke na 5 minut, aby
substraty przereagowaty. Do mieszaniny reakcyjnej
doda¢ 0,25 ml roztworu ekstrakcyjnego wg punktu
5.9., wiale szczelnie zamknac¢ 1 doktadnie wymieszac¢
zawarto$¢. Roztwory podda¢ analizie chromatogra-
ficznej. Sporzadzi¢ krzywa wzorcowa, odktadajgc na
osi odcietych ilo§¢ etylenodiaminy naniesiong na zel
krzemionkowy, a na osi rzgdnych warto$¢ pola po-
wierzchni (wysokosci) piku tego zwigzku. Dopuszcza
si¢ automatyczne integrowanie danych i sporzadzanie
krzywej wzorcowej.

10. Wykonanie oznaczania

Z rurek sorpcyjnych wg punktu 6.7. z pobranymi
prébkami powietrza przesypaé kazda warstwe zelu

do oddzielnych wial o pojemno$ci 8 ml. Probki
podda¢ 30-minutowej ekstrakcji za pomoca 5 ml
roztworu ekstrakcyjnego 1 wytrzasarki wedlug
punktu 6.9. Ekstrakty rozcienczy¢ dziesigciokrotnie.
0,25 ml rozcienczonej probki przenies¢ do wiali
o pojemnosci 2 ml i doda¢ 0,25 ml buforu borano-
wego wg punktu 5.7., 0,25 ml roztworu chlorom-
réwczanu 9-fluorenylometylu wg punktu 5.8., od-
czeka¢ 5 minut, a nastepnie dodac 0,25 ml roztworu
ekstrakcyjnego wg punktu 5.9., probke doktadnie
wymiesza¢ 1 podda¢ analizie chromatograficzne;j.
W przypadku probek, ktorych wartosci pol po-
wierzchni analizowanych pikow przekraczajg zakres
roboczy metody, nalezy wykona¢ powtorne oznacze-
nie, rozcienczajagc dodatkowo probke. Dodatkowe
rozcienczenie uwzgledni¢ w obliczeniach.

11. Obliczanie wyniku oznaczania

Stezenie etylenodiaminy (X) w badanym powietrzu
obliczy¢, w miligramach na metr sze$cienny, na pod-
stawie wzoru:

x =< 200,
V

w ktorym:

¢ — zawarto$¢ etylenodiaminy odczytana
z krzywej wzorcowej, w miligramach,

V' — objetos¢ przepuszczonego powietrza,
w metrach szesciennych,

200 — wspotczynnik rozcienczenia.







