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Streszczenie

3,3’-Dimetoksybenzydyna (DMOB) jest substancja zaklasyfikowana do grupy substancji rakotwoérczych. W Polsce zapro-
ponowano warto$¢ najwyzszego dopuszczalnego stezenia (NDS) dla tej substancji na poziomie 0,2 mg/m?>.

Celem pracy bylo opracowanie i walidacja czulej metody oznaczania stezen 3,3’-dimetoksybenzydyny w $rodowisku
pracy w zakresie 1/10 + 2 wartosci najwyzszego dopuszczalnego stezenia (NDS), zgodnie z wymaganiami zawartymi
w normie europejskiej PN-EN-482.

Opracowana metoda oznaczania 3,3’-dimetoksybenzydyny polega na: przepuszczeniu badanego powietrza (zawieraja-
cego DMOB) przez filtr z wldkna szklanego (pokryty kwasem siarkowym), elucji w srodowisku alkalicznym do tolu-
enu, przeniesieniu do acetonitrylu i oznaczeniu technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Badania wykona-
no technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) przy zastosowaniu chromatografu cieczowego Agilent
Technologies (Niemcy) seria 1200 z detektorem fluorescencyjnym (FLD). Do badan wykorzystano kolumne Ultra C18
o wymiarach: 250 x 4,6 mm, z przedkolumng o wymiarach: 10 x 4,0 mm (Restek, USA).

Opracowana metoda jest liniowa w zakresie stezen 1,08 + 21,60 pg/ml, co odpowiada zakresowi 0,02 + 0,4 mg/m’ dla
probki powietrza o objetosci 54 1.

Opisana metoda analityczna umozliwia oznaczenie 3,3’-dimetoksybenzydyny w powietrzu na stanowiskach pracy
w obecnoéci: 1,4-fenylenodiaminy, benzydyny, aniliny, 3,3’-dimetylobenzydyny, 2-nitrotoluenu, 3,3’-dichlorobenzydyny
i azobenzenu. Metoda charakteryzuje si¢ dobra precyzja i doktadnoscia, spetnia wymagania zawarte w normie europej-
skiej PN-EN 482 dla procedur dotyczacych oznaczania czynnikéw chemicznych. Opracowana metoda moze by¢ wyko-
rzystana do oceny narazenia zawodowego na 3,3’-dimetoksybenzydyne w powietrzu na stanowiskach pracy.

Metoda oznaczania 3,3’-dimetoksybenzydyny w powietrzu na stanowiskach pracy zostala zapisana w postaci procedury
analitycznej, ktéra zamieszczono w zalgczniku.

Zakres tematyczny artykulu obejmuje zagadnienia zdrowia oraz bezpieczenstwa i higieny srodowiska pracy bedace
przedmiotem badan z zakresu nauk o zdrowiu oraz inzynierii srodowiska.

Stowa kluczowe: 3,3’-dimetoksybenzydyna, o-dianizydyna, metoda analityczna, chromatografia cieczowa, powietrze
na stanowiskach pracy, nauki o zdrowiu, inzynieria srodowiska.

Abstract

3,3’-Dimethoxybenzidine (DMOB) is a substance classified as a carcinogen. The recommended maximum admissible
concentration (MAC) value for this substance in workplace air is 0.2 mg/m?®. The aim of this study was to develop and
validate a sensitive method for the determination of 3,3’-dimethoxybenzidine concentrations in workplace air in the

! Publikacja opracowana na podstawie wynikéw III etapu programu wieloletniego ,,Poprawa bezpieczenstwa i warunkéw pracy”, dofinansowanego
w latach 2014-2016 w zakresie badan naukowych i prac rozwojowych ze srodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego/Narodowego Cen-
trum Badan i Rozwoju.
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range from 1/10 to 2 MAC values, in accordance with the requirements of standard PN-EN 482. The method consists
in passing air that contains DMOB through a sulfuric acid-treated glass fiber filters, washing out the substance settled
on the filter, using water and solution of sodium hydroxide, liquid-liquid extraction with toluene, replacing dissolvent
with acetonitrile and analyzing the obtained solution. Studies were performed using high-performance liquid chromato-
graphy (HPLC) technique. An Agilent Technologies (Germany) liquid chromatograph, series 1200, with a fluorescence
detector (FLD) was used in the experiment. In the test, an Ultra C18 column of dimensions: 250 x 4.6 mm, with a 10 x
4.0 mm precolumn (Restek, USA) was applied. This method is linear within the 1.08 pg/ml to 21.60 ug/ml working range,
which is equivalent to air concentrations from 0.02 to 0.4 mg/m’ for a 54-L air sample. The analytical method described
in this paper allows for selective determination of 3,3’-dimethoxybenzidine in workplace air in the presence of 1,4-phe-
nylenediamine, benzidine, aniline, 3,3’-dimethylbenzidine, 2-nitrotoluene, 3,3’-dichlorobenzidine and azobenzene. The
method is characterized by good precision and accuracy and meets the criteria for the performance of procedures for the
measurement of chemical agents, listed in EN 482. The method may be used for the assessment of occupational exposure
to 3,3’-dimethoxybenzidine and the associated risk to workers’ health. The developed method of determining 3,3’-di-
methoxybenzidine 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.

Keywords: 3,3’-dimethoxybenzidine, o-dianisidine, analytical method, liquid chromatography, workplace air, health
sciences, environmental engineering.

WPROWADZENIE

3,3’-Dimetoksybenzydyna (DMOB, o-dianisidi-
ne) jest krystalicznym cialem stalym, ktére moze
by¢ bezbarwne lub przybiera¢ barwe fioletows.
3,3’-Dimetoksybenzydynie przypisano klas¢ zagro-
zenia Carc. 1B zgodnie z rozporzadzeniem Par-
lamentu Europejskiego (WE) nr 1272/2008 (Roz-
porzadzenie... 2008). Substancja moze wchlania¢
sie do ustroju zaréwno poprzez uklad oddechowy,
pokarmowy, jak i wnika¢ przez skore (Szymariska
iin. 2006). 3,3’-Dimetoksybenzydyna jest stosowa-
na do produkeji barwnikéw i farb, gtéwnie azowych,
wykorzystywanych do: barwienia skér naturalnych,
tworzyw sztucznych, wyrobdw tekstylnych, papie-
ru. Ponadto 3,3’-dimetoksybenzydyna stuzy do
produkcji izocyjanianu 3,3’-dimetoksybenzydyny,
zwigzku stosowanego do produkeji klejow oraz jako
komponent do produkeji poliuretanéw (GESTIS
2018). W niewielkich ilosciach 3,3’-dimetoksyben-
zydyna jest wykorzystywana jako odczynnik do
oznaczania glukozy (np. w produktach spozywczych
metodg enzymatyczng), (Belitziin. 2009).
Narazenie zawodowe na 3,3’-dimetoksybenzydy-
ne moze wystepowaé podczas syntezy tej substan-
cji lub produkcji barwnikéw oraz ich stosowania.
W latach 2005-2013 liczba oséb narazonych na
3,3’-dimetoksybenzydyne stopniowo wzrastala.
W Polsce w 2012 r. najwiecej osob narazonych na
3,3’-dimetoksybenzydyne bylo zatrudnionych w 11
zakladach pracy, 9 z nich stanowily uczelnie i in-
stytuty badawcze, a 2 to laboratoria. Na amine bylo
narazonych 408 osdb, na sole 3,3’-dimetoksybenzy-
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dyny - 16 0s6b, ogélem 424 osoby byly narazone na
aming i sole 3,3’-dimetoksybenzydyny (Starek 2015).

W 2015 roku zaproponowano ustalenie war-
tosci  najwyzszego  dopuszczalnego  steZzenia
(NDS) dla 3,3’-dimetoksybenzydyny w wysokosci
0,2 mg/m* (Starek 2015). Podstawa do obliczenia
wartoéci NDS dla 3,3’-dimetoksybenzydyny byly
dane z piSmiennictwa na temat ryzyka wystapienia
nowotwordw u szczurdéw samcoéw przewlekle nara-
zonych na ten zwigzek drogg pokarmowa (Morgan
i in. 1989). Warto$¢ normatywu higienicznego dla
3,3’-dimetoksybenzydyny obowiazuje w Polsce od
2018 r. (Rozporzadzenie... 2018). Stad powstala po-
trzeba opracowania metody oznaczania tej substan-
¢ji dostosowanej do wartosci dopuszczalnej w zakre-
sie 0d 0,1 + 2 wartosci NDS, tj. od 0,02 + 0,4 mg/m”>.

Dostepne publikacje dotyczg przeprowadzanych
badan dzialania toksykologicznego oraz oznacza-
nia 3,3’-dimetoksybenzydyny w: probkach s$rodo-
wiskowych (woda), plynach ustrojowych cztowieka
(mocz), syntetycznych barwnikach (Shelke i in. 2005;
Sparriin. 2002; Sutthivaiyakit i in. 2005).

Metoda EPA nr 553 dotyczy miedzy innymi ozna-
czania 3,3’-dimetoksybenzydyny w probkach wody z
wykorzystaniem techniki wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej ze spektrometrig mas. Zawarto$¢
réznych benzydyn i pestycydow (zawierajacych w
swojej czasteczce atomy azotu) oznaczano w prob-
kach wody, stosujac kolumne stalowa wypelniong
fazg oktadecylowa C-18 (15+25cmx2 mmid.; 4 +
10 um) i fazg ruchoma acetonitryl/woda (EPA 1992).

PiMOSP nr 2(100)
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Norma PN-EN ISO 14362-1:2017 pozwala na
zidentyfikowanie w tekstyliach niektérych amin
aromatycznych uwalnianych z barwnikéw azowych.
Wsréd 22 amin aromatycznych, ekstrahowanych
z wyrobow wldkienniczych, oznacza si¢ 3,3’-dime-
toksybenzydyne. Zafacznik tej normy opisuje me-
tody analityczne oznaczania niektérych amin: chro-
matografi¢ cienkowarstwowa (TLC), chromatografie
cieczowa (HPLC-DAD; HPLC-MS), chromatografie
gazowa (GC-MS) i elektroforeze kapilarng (CE). Wy-
izolowane z probki wyrobu wtdkienniczego (w wie-
loetapowym procesie) aminy, rozpuszczone w: me-
tanolu, octanie etylu lub eterze 1-butylometylowym,
sg oznaczane chromatograficznie, najczgsciej metoda
HPLC-DAD lub GC-MS. Do rozdzialu amin, meto-
da wysokosprawnej chromatografii cieczowej, zaleca
sie kolumne Zorbax Eclipse XDB C18 o wymiarach:
150 x 4,6 mm, 3,5 um, temperaturze 32 °C i faze ru-
chomg programowang metanol/bufor fosforanowy.
Dlugosc¢ fali analitycznej (przy ktorej mozna prowa-
dzi¢ oznaczenie) to: 240; 280; 305 i 380 nm. Przy
metodzie HPLC-MS dla tego samego typu kolumny,
utrzymywanej w temperaturze 40 °C, proponowa-
na jest faza ruchoma acetonitryl/bufor amonowy.
Metoda GC-MS wykorzystuje kolumne kapilarna
DB-35MS (o wymiarach: 35 m x 0,25 mm x 0,25 pm)
i temperature kolumny programowang od 100 do
310 °C (PN-EN ISO 14362-1:2017) w celu zidentyfi-
kowania i oznaczania ilo$ciowego amin aromatycz-
nych.

Metoda NIOSH nr 5013, za pomocg ktdrej
mozna oznaczy¢ zaréwno 3,3’-dimetoksybenzydy-
ne, jak i benzydyne oraz 3,3’-dimetoksybenzydyne
w probkach powietrza, jest oparta na technice wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja
spektrofotometryczng (dtugos¢ fali 280 nm). Zakres
oznaczalno$ci 3,3’-dimetoksybenzydyny z zastoso-
waniem tej metody wynosi 9,0 + 187,2 pg/m* (0,56 +
11,7 ug/ml). Jako prébnika uzyto filtréw teflonowych
(o $rednicy 37 mm, 5 pm), z ktérych ekstrahowano
anality 2 ml wody. Zastosowano kolumne Radial Pak
C18 (10 cm x 8 mm; 10 pm) w temperaturze pokojo-
wej i faze metanol/bufor fosforowy 60/40 (v/v). Gra-
nica wykrywalnosci (LOD) dla 3,3-dimetoksybenzy-
dyny wynosi 4,5 ug w probce (1,1 pg/ml), (NIOSH
1984). Autorzy sugeruja mozliwos¢ obnizenia grani-
cy wykrywalno$ci metody poprzez zastosowanie de-
tekeji fluorescencyjnej ze wzbudzeniem przy 285 nm
i emisjg przy 375 nm.

Metoda OSHA 71 pozwala oznaczy¢ 3,3-dime-
toksybenzydyne na poziomie okofo 10 pg/m’. Za-
sada pobierania probek polega na przepuszczeniu
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100 1 powietrza, zawierajgcego aminy aromatyczne
(DMOB, DMB i 4,4 metylenobis(2-chloroaniline
- MOCA), przez dwa polaczone szeregowo filtry
z wldkna szklanego, z naniesionym kwasem siarko-
wym (OSHA 2018). Dane literaturowe zalecajg ten
sposob pobierania probek powietrza, zawierajacych
aminy aromatyczne w celu poprawy trwalosci pro-
bek, poniewaz sole amin sg bardziej stabilne, niz
same aminy. Aminy wykazuja wlasciwosci zasadowe
i tatwo ulegaja dziataniu kwaséw nieorganicznych,
tworzac sole. Nastepnie substancje wymywano z fil-
tra woda i po zmianie $rodowiska na zasadowe eks-
trahowano toluenem i oznaczano, jako pochodng
bezwodnika kwasu heptafluorobutyrowego metoda
chromatografii gazowej z detekcja wychwytu elek-
tronéw (GC-ECD). Stosowano kolumne kapilarng
SBP-5 (o wymiarach 15 m x 0.32 mm i.d., 1,0 film)
o temperaturze 250 °C. Metoda ta wymaga oznacza-
nia obu tych substancji w czasie jak najkrotszym od
momentu pobrania probek powietrza (ze wzgledu na
malg trwalo$¢ zwigzkéw). Granica wykrywalnosci
dla 3,3’-dimetoksybenzydyny wynosi 12 ng/m”.

Czes¢ doswiadczalna pracy dotyczyla opracowania
metody analitycznej oznaczania 3,3’-dimetoksyben-
zydyny w powietrzu na stanowiskach pracy, ktora ma
stuzy¢ ocenie narazenia pracownikdw na te substancje.
Dlatego wybrano metode dozymetrii indywidualnej,
w ktorej probnik jest umieszczony w strefie oddychania
pracownika, przez okres rowny co najmniej 75% czasu
trwania zmiany roboczej (dla 8-godzinnego dnia pracy
bedzie to okres minimum 6 godzin). Tak przeprowa-
dzone pomiary uwzgledniajg wszystkie rodzaje czyn-
nosci wykonywanych przez pracownika.

3,3’-Dimetoksybenzydyna w warunkach normal-
nych jest cialem stalym, dlatego w celu wyizolowania
tej substancji z powietrza w prébnikach nalezy zasto-
sowac filtry. Celem badan bylo oznaczenie matych
iloéci 3,3’-dimetoksybenzydyny, ktéra w powietrzu
w warunkach naturalnych jest substancja nietrwala.

Zakres tematyczny artykulu obejmuje zagadnie-
nia zdrowia oraz bezpieczenstwa i higieny $rodowi-
ska pracy bedace przedmiotem badan z zakresu nauk
o zdrowiu oraz inzynierii srodowiska.
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CZESC DOSWIADCZALNA

Odczynniki i materiaty

W badaniach wykorzystano nastepujace odczynni-
ki: 3,3’-dimetoksybenzydyne (Fluka, Switzerland),
3,3’-dimetylobenzydyne (Sigma-Aldrich, USA),
3,3’-dichlorobenzydyne, roztwér w metanolu o ste-
zeniu 2 000 ug/ml (Supelco, USA), benzydyne (Flu-
ka, Switzerland), aniling (Merck, Niemcy), azoben-
zen (Sigma-Aldrich, USA), 2-nitrotoluen (Fluka,
Switzerland), 1,4-fenylenodiamine (Merck, Niemcy),
acetonitryl (Merck, Niemcy), toluen (JTBaker, Ho-
landia), kwas siarkowy(VI) o stezeniu 25% (POCH,
Polska), kwas fosforowy(V) o stezeniu 85% (POCH,
Polska), wodorofosforan disodu bezwodny (POCH,
Polska), wode o wysokiej czystosci uzyskang z apa-
ratu Milli-Q (Millipore, USA), filtry z wldkna szkla-
nego GF/A o $rednicy 37 mm (Whatman, Anglia)
do pobierania probek powietrza, filtry strzykawko-
we nylonowe o $rednicy 25 mm i wielkosci poréw
0,45 um (Alltech, USA) do filtrowania roztworéw
przed analizg oraz szkfo laboratoryjne, tj.: kolby mia-
rowe, kolby stozkowe Erlenmayera o pojemnosci
25 ml wyposazone w: korki, pipety, strzykawki do
cieczy i inne.

Podczas pokrywania filtrow z widkna szklanego
kwasem siarkowym(VI), (0,26 mol/l) postepowano
zgodnie ze sposobem opisanym w metodzie OSHA 71.

W celu optymalizacji sposobu pobierania i od-
zysku probek powietrza oraz przeprowadzenia wa-

lidacji metody analitycznej przygotowano roztwor
podstawowy 3,3’-dimetoksybenzydyny (o stezeniu
2,16 mg/ml) poprzez odwazenie wzorca w odmie-
rzonej objetosci acetonitrylu oraz roztwory robocze
3,3’-dimetoksybenzydyny w acetonitrylu o steze-
niach: 21,6; 27,0; 54,0; 108,0; 216,0 i 432,0 pug/ml. Tak
przygotowane roztwory, przechowywane w szczelnie
zamknietych kolbach w chlodziarce, nie zmienily swo-
ich stezen w ciaggu szesciu dni.

Aparatura i wyposazenie pomocnicze

W badaniach zastosowano chromatograf cieczowy fir-
my Agilent Technologies (Niemcy) seria 1200 z detek-
torem diodowym (DAD) i detektorem fluorescencyj-
nym (FL) sprz¢zonymi on-line. Probki wprowadzano
za pomocg automatycznego podajnika probek G2258-
-90010 (Agilent Technologies USA). Do pobierania
probek powietrza zawierajacych 3,3’-dimetoksyben-
zydyne wykorzystano aspiratory typu GilAir 5 i Gi-
lian LFS-113 (Sensidyne, USA). Do odwazania wzor-
cOw stosowano wage analityczng Sartorius TE214S
(Sartorius Corporation, USA), a eksykator szafko-
wy serii EKS (WSL, Polska) byt wykorzystywany do
przechowywania filtréw. Odparowanie toluenu z eks-
traktow do sucha prowadzono w strumieniu azotu
(99.999% purity, Multax s.c. Polska).

WYNIKI BADAN | ICH OMOWIENIE

Warunki oznaczania chromatograficznego

Warunki prowadzenia procesu rozdzielenia chroma-
tograficznego zostaly ustalone na podstawie dostep-
nego piSmiennictwa oraz wynikéw badan wiasnych
(Kowalska, Jezewska 2016; NIOSH 1984). Do badan
zastosowano kolumne chromatograficzng Ultra C18
(o dlugo$ci 25 cm, uziarnieniu 5 um i $rednicy we-
wnetrznej 4,6 mm). Jako faze ruchoma stosowano
acetonitryl: bufor fosforanowy (50: 50; v/v), a nateze-
nie przeptywu strumienia fazy ruchomej - 1 ml/min.
Objetos¢ dozowanej probki na kolumne wynosita
20 yl. W celu uzyskania prawidlowego rozdzielenia
analize chromatograficzng 3,3’-dimetoksybenzy-
dyny i substancji wspotwystepujacych prowadzono
w réznych warunkach pracy chromatografu cieczo-
wego. Zastosowano detekcje spektrofotometryczna,

116

wykorzystujac diugosci fali analitycznej: 210, 288
i 304 nm detektora DAD i detekcje fluorescencyjna
przy dlugosci fali analitycznej detektora FLD: wzbu-
dzenie 276 nm; emisja 400 nm.

3,3’-Dimetoksybenzydyna moze by¢ oznaczana
w ustalonych warunkach metoda chromatografii
cieczowej w obecnosci innych substancji chemicz-
nych, tj.: 3,3’-dimetylobenzydyny, azobenzenu, ani-
liny, benzydyny, 3,3’-dichlorobenzydyny, benzydyny
i 2-nitrotoluenu (rys. 1.).

PiMOSP nr 2(100)
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Rys 1. Chromatogramy 3,3'-dimetoksybenzydyny (DMOB) i nastepujacych substancji wspétwystepujacych: 1) 1,4-fenyleno-
diamina; 2) benzydyna; 3) anilina; 4) 3,3'-dimetoksybenzydyna; 5) 3,3'-dimetylobenzydyna; 6) 2-nitrotoluen; 7) 3,3'-dichloro-
benzydyna; 8) azobenzen. Kolumna Ultra C18 (250mm x 4,6 mm, 5 pm), faza ACN/bufor fosforanowy (pH 7), 50/50 (v/v);
1ml/min, dtugos¢ fali analitycznej detektora: A) DAD: 210 nm, B) FLD: wzbudzenie 276 nm, emisja 400 nm

Dalsze badania prowadzono z zastosowaniem
detekcji fluorescencyjnej, ktéra pozwala oznaczy¢
pochodng benzydyny na poziomie 100-krotnie
mniejszych stezen. Sprawdzono, ze w ustalonych wa-
runkach chromatograficznych najmniejsze stezenie
3,3’-dimetoksybenzydyny, jakie moze by¢ oznacza-
ne, wynosi 1,08 ug/ml.

Pobieranie i przygotowywanie
probek powietrza do analizy

Na podstawie danych z pi$miennictwa ustalono, ze
3,3’-dimetoksybenzydyna bedzie pobierana na filtry
z wiokna szklanego z naniesionym kwasem siarko-
wym (OSHA 2018). 3,3’-Dimetoksybenzydyna jest
zwigzkiem nietrwalym i w warunkach naturalnych
ulega utlenieniu pod wplywem $wiatla. Aby temu za-
pobiec stosowane do pochlaniania filtry pokrywano
kwasem siarkowym. Siarczan(VI) 3,3’-dimetoksy-
benzydyny, powstaly na filtrach podczas pobierania
probek pod wptywem dziatania wodnych roztworéw
wodorotlenkdw, zostaje przeksztalcony z powrotem
w amine. Do calkowitego wymycia analitow z filtréw
(o $rednicy 37 mm) stosuje si¢ zazwyczaj dos¢ duza
ilo$¢ eluenta (od 2 do 10 ml), co powoduje rozcien-
czenie analitow. Uzyskane w ten sposob stezenie ana-
litu moze by¢ niewystarczajace do jego oznaczania.
W pracy zastosowano dodatkowe zatezenie — eks-
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trakcje ciecz-ciecz. Do ekstrakcji wybrano toluen -
rozpuszczalnik stabo rozpuszczalny w wodzie, fatwy
do odparowania i o wysokiej czystosci.

W celu zatezenia otrzymanego ekstraktu zasto-
sowano etapowy sposob postepowania z probka -
wymywanie substancji z filtra i ponowne zageszcze-
nie oznaczanych substancji. Filtr z siarczanem(VI)
3,3’-dimetoksybenzydyny przenoszono do kolby
stozkowej. Do kolby z filtrem dodawano 2 ml wody
destylowanej i pozostawiano na okoto 1 godzine. Na-
stepnie dodawano jeszcze 2 ml roztworu wodorotlen-
ku sodu o stezeniu 0,135 mol/l i 1 ml toluenu. Ptyn
w kolbie stozkowej wytrzasano przez 30 min. Roz-
twor znad filtra przenoszono do probéwki i pozo-
stawiano w spoczynku, az do osiagniecia stanu réw-
nowagi miedzy fazag wodng i toluenowa. Nastepnie
pobierano 0,5 ml warstwy toluenowej i przenoszono
do naczynka o pojemnosci 2 ml. Toluen odparowy-
wano w strumieniu azotu, a suchg pozostalo$¢ roz-
puszczano w 0,5 ml acetonitrylu. Tak uzyskany roz-
twor poddawano analizie chromatograficznej.

W celu ustalenia warunkéw pobierania probek
powietrza zlozono uklad sktadajacy si¢ z probnika
i pompy ssacej o regulowanym i kontrolowanym
strumieniu objetosci powietrza za pomocg rotame-
tru. W prébniku umieszczono szeregowo dwa filtry
z wldkna szklanego pokryte kwasem siarkowym(VI).
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Na pierwszy filtr wcze$niej naniesiono 54 pg 3,3’-di-
metoksybenzydyny. Przez prébnik przepuszczono
540 1 powietrza ze stalym strumieniem objetosci
90 I/h. Zalozono, ze do drugiego filtra nie moze prze-
dostawac si¢ wiecej niz 10% analitu w stosunku do
ilosci oznaczonej w pierwszym filtrze. Wyniki badan
przedstawiono w tabeli 1.

Uzyskane wyniki badan (tab. 1.) wskazujg, ze
3,3’-dimetoksybenzydyna zatrzymuje si¢ catkowicie

Tabela 1.

na I filtrze oraz, zZe do pobierania probek powietrza
zawierajacego 3,3’-dimetoksybenzydyne mozna za-
stosowa¢ pojedynczy filtr, pokryty kwasem siarko-
wym(VI).

Wyniki adsorpcji 3,3'-dimetoksybenzydyny (DMOB) na filtrach z wtékna szklanego, pokrytych kwasem siarkowym (VI).
Kolumna Ultra C18, temperatura kolumny 40 °C, detektor FLD

Powierzchnia pikéw DMOB
Strumief objeto3ci w roztworach Zawartos¢ substancji
Rodzai f pochtanianego Czas po odzysku nall filtrze
odzaj filtra . . L oo .
powietrza, pochtaniania, h (wg wskazan integratora) (w % ilo3ci oznaczonej
I/h na | filtrze)
| filtr Il filtr
Filtr 2 wiokna 90 6 3156,85 2 0,06
szklanego
Z naniesionym 90 6 31841 1 0,03
kwasem
siarkowym 90 6 2875 - 0

Badanie warunkow przechowywania probek

Trwalo$¢ pobranych probek powietrza w zalez-
noéci od czasu ich przechowywania badano w na-
stepujacy sposob: na osiem filtréw nanoszono po
10,8 pg 3,3’-dimetoksybenzydyny (50 pl roztworu
o stezeniu 216 pg/ml). Probki (n = 2) analizowano

Tabela 2.

w dniu przygotowania probek, oraz po: jednym,
dwdchipigciu dniach przechowywania w eksykatorze
w zamknietych pudetkach, osoniete przed dostepem
$wiatla. Wyniki badan przedstawiono w tabeli 2. Uzy-
skane wyniki wskazuja, ze probki byty trwale przez
pie¢ dni.

Wyniki badania trwatosci filtrow z wtékna szklanego z naniesiong 3,3'-dimetoksybenzydyna (DMOB). Kolumna Ultra

C18, temperatura kolumny 40 °C, detektor FLD

S4E . Pole powierzchni Srednie pole . .

przechowywania, A . o Odchylenie standardowe Zmiana, %

liczba dni pikow powierzchni pikdw
769,9

0 665,6 685,7 76,2 -
621,5
689,2

1 777,0 695,73 48,1 1,5
621,1
648,1

2 640,8 652,4 14,2 49
668,3
699,4

5 654,3 677,52 22,6 1,2
678,9
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Kalibracja i precyzja

Ze wzgledu na wieloetapowy sposéb przygotowania
probki do analizy przyjeto, ze krzywa kalibracyjna
bedzie przygotowywana poprzez nanoszenie roztwo-
réw wzorcowych o wzrastajacych stezeniach na filtry
z wldkna szklanego, pokryte kwasem siarkowym.
Przy takim sposobie nie ma potrzeby wyznaczania
wydajnosci odzysku. Ewentualne straty substancji,
wynikajace z kolejnych etapdéw przygotowania préb-
ki do analizy, beda identyczne w przypadku badanej
probki, jak i przy sporzadzaniu krzywej wzorcowe;j.
Zakres pomiarowy metody, wynikajacy z ustalo-
nej wartosci normatywu higienicznego, wynosi od

0,02 + 04 mg/m’ 3,3-dimetoksybenzydyny w ace-
tonitrylu dla probki powietrza o objetosci 54 1 Roz-
twory do wyznaczenia krzywej kalibracyjnej uzy-
skano w nastepujacy sposob: naniesiono na filtry
kolejno 50 pl kazdego z szesciu roztworéw ro-
boczych  3,3’-dimetoksybenzydyny w  acetoni-
trylu o stezeniach: 21,6; 27,0; 54,0; 108,0; 216,0
i432,0 pg/ml. Przygotowano trzy serie po szes¢ filtrow.
Nastepnie z filtrami postepowano wg rozdziatu ,,Pobie-
ranie i przygotowywanie probek powietrza do analizy”.
Na rysunku 2. przedstawiono przebieg krzywej
kalibracyjnej, ktéra sporzadzono po usrednieniu wy-
nikow analizy probek roztworéw wzorcowych 3,3 -di-
metoksybenzydyny z trzech serii pomiarowych.

1600

1400

.._.
o

i
N

—

1200

1000

800

600

400

Pole powierzchni pikow

i

200

B

o ¥

0 5 10

15 20 25
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Rys. 2. Krzywa kalibracyjna uzyskana po usrednieniu wynikéw analizy probek roztworéw wzorcowych 3,3'-dimetoksybenzydyny
(DMOB) z trzech serii pomiarowych. Kolumna Ultra C18, temperatura kolumny 40 °C, detektor FLD

W tabeli 3. przedstawiono parametry charaktery-
zujgce wyznaczone krzywe kalibracyjne o réwnaniu
y = bx + a. Krzywe kalibracyjne dla 3,3’-dimetoksy-

Tabela 3.

benzydyny mialy przebieg liniowy w zakresie stezen
1,08 + 21,6 pg/ml.

Parametry krzywych kalibracyjnych 3,3'-dimetoksybenzydyny (DMOB)

Parametry krzywych kalibracyjnych DMOB

Numer

.. Wartos¢
serii

Krzywa kalibracji
Wspdtczynnik korelacji, r

Krzywa kalibragji
Wspbtczynnik korelacji, r

Krzywa kalibracji
Wspdtczynnik korelacji, r

y=66,15 x +33,2

' 0,9994

y=59,6 x —3.36
0,9996

y=59,9x - 528

i 0,9997

Srednia warto$¢ wspétczynnika kalibracji 64,2
Odchylenie standardowe wspétczynnika kalibracji, S, 2,98
Wspdtczynnik zmiennosci wspdtczynnika kalibracji, % 4,64
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W celu oceny precyzji oznaczen kalibracyjnych
przygotowano po osiem roztworéw 3,3’-dimetok-
sybenzydyny w acetonitrylu o trzech réznych ste-
zeniach: 1,08; 10,8 i 21,6 pg/ml. W tym celu nanie-
siono na filtry z kwasem siarkowym(VI) po 50 pl
roztwordéw o stezeniach: 21,6; 216,0 i 432,0 pg/ml.

Tabela 4.

Po wyschnieciu filtry przygotowano do analizy chro-
matograficznej. Wartoéci charakteryzujace precyzje
oznaczen kalibracyjnych 3,3’-dimetoksybenzydyny
w acetonitrylu metoda HPLC-FLD przedstawiono
w tabeli 4.

Precyzja oznaczen kalibracyjnych 3,3'-dimetoksybenzydyny (DMOB), (kolumna Ultra C18: 250 mm x 4,6 mm, 5 pm;
faza ACN/bufor fosforanowy (pH 7), 50/50, v/v; 1 ml/min; dtugosé fali analitycznej detektora: FLD — wzbudzenie

276 nm, emisja 400 nm)

Roztwér DMOB P - p .
o stezeniu 1,08 pg/ml Roztwér DMOB o stezeniu 10,8 pg/ml Roztwér DMOB o stezeniu 21,66 pg/ml
| seria I seria Il seria
orednia 68,19 orednia 705,99 orednia 1494,06
powierzchnia piku powierzchnia piku powierzchnia piku
Odchylenie Odchylenie Odchylenie
standardowe, S 120 Standardowe, S 9.24 standardowe S 19.42
Wspbtczynnik Wsp6tczynnik Wsp6tczynnik

! . 1,76 ! AN 1,31 ! AP 1,30
zmiennosdi, n, % zmiennosdi, n,, % zmiennosdi, n,, %
Sredni wspétczynnik zmiennosci, % 1,47
Catkowita precyzja badania, % 5,21

Walidacja metody

Granice wykrywalnoéci (LOD) oraz granic¢ ozna-
czalnosci (LOQ) wyznaczono na podstawie wynikow
analizy slepej probki. Walidacje metody oznaczania
3,3’-dimetoksybenzydyny przeprowadzono zgodne
z wymaganiami zawartymi w normie europejskiej

Tabela 5.

PN-EN 482+A1:2016. Parametry walidacyjne me-
tody oznaczania 3,3’-dimetoksybenzydyny przedsta-
wiono w tabeli 5.

Dane walidacyjne metody oznaczania 3,3'-dimetoksybenzydyny (DMOB)

Wyznaczone parametry

Wartos¢

Zakres pomiarowy

Zakres krzywej wzorcowej
Granica wykrywalnosci, LOD

Granica oznaczalno3ci, LOQ

0,02+ 0,4 mg/m?
Objeto3¢ prébki powietrza 541

1,08 + 21,60 pg/ml

6,27 ng/ml (116,1 ng/m?)
18,81 ng/ml (348,3 ng/m?)

Catkowita precyzja badania 5,21%
Wzgledna niepewno3¢ catkowita 1,42%
Niepewno3¢ rozszerzona 22,85%
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PODSUMOWANIE

Przedmiotem pracy bylo opracowanie metody ilo-
$ciowej umozliwiajgcej oznaczanie stezen 3,3’-di-
metoksybenzydyny w powietrzu na stanowiskach
pracy, ktére pozwola na wyznaczenie wskaznikow
narazenia i ocene ryzyka zawodowego. Przyjety spo-
sob przygotowania probek do analizy chromatogra-
ficznej umozliwia wydzielenie i zat¢zanie analitu.
Krzywe kalibracyjne dla 3,3’-dimetoksybenzydy-
ny majg przebieg liniowy w zakresie stezen 1,08 +
21,60 pg/ml.

Dla prébek powietrza o objetosci 54 1 opracowa-
na metoda spetnia wymagania normy europejskiej
PN-EN 482+A1:2016 dotyczace zakresu od 1/10
do 2 wartosci najwyzszego dopuszczalnego stezenia

i umozliwia oznaczenie stezen 3,3’-dimetoksybenzy-
dyny w zakresie 0,02 + 0,4 mg/m?>. Istnieje mozliwo$¢
zmniejszenia zakresu pomiarowego metody (do za-
kresu 0,002 + 0,04 mg/m?®) poprzez zwigkszenie ob-
jetosci pobranych prébek powietrza (do 540 1 powie-
trza) przy korzystaniu z jednej krzywej kalibracyjne;j.

Opracowang metode oznaczania 3,3’-dimetok-
sybenzydyny w powietrzu na stanowiskach pracy
zapisano w formie procedury analitycznej, ktdrg za-
mieszczono w zalaczniku.
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ZAYACZNIK

PROCEDURA ANALITYCZNA OZNACZANIA 3,3'-DIMETOKSYBENZYDYNY
W POWIETRZU NA STANOWISKACH PRACY

1. Zakres procedury

W niniejszej procedurze podano metode oznaczania
zawarto$ci 3,3’ -dimetoksybenzydyny w powietrzu na
stanowiskach pracy z zastosowaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z detektorem fluorescencyj-
nym. Metode te stosuje si¢ podczas badania warun-
kéw sanitarno-higienicznych.

Najmniejsze stezenie 3,3’-dimetoksybenzydy-
ny, jakie mozna oznaczy¢ w warunkach pobierania
probek powietrza i wykonania oznaczania opisanych
w procedurze, wynosi 0,02 mg/m? dla probki powie-
trza 54 1.

2. Powotania normatywne

PN-Z-04008-7 Ochrona czysto$ci powietrza — Pobie-
ranie probek — Zasady pobierania probek powietrza
w Srodowisku pracy i interpretacji wynikow.

3. Zasada metody

Metoda polega na przepuszczeniu badanego powie-
trza zawierajacego 3,3’-dimetoksybenzydyne przez
filtr z widkna szklanego z naniesionym kwasem siar-
kowym. Po adsorpcji 3,3’-dimetoksybenzydyna jest
wymywana z filtra woda. Po zmianie $rodowiska na
zasadowe wodorotlenkiem sodu, ekstrahowana tolu-
enem i po zamianie rozpuszczalnika na acetonitryl
analizowana metoda wysokosprawnej chromatogra-
fii cieczowe;.

4. Odczynniki, roztwory i materiaty

Podczas analizy, jesli nie ma innych wymagan, nalezy
stosowac substancje o stopniu czystosci co najmniej
cz.d.a. oraz wode destylowang o czystosci do HPLC,
zwang w dalszej cze$ci normy woda.

Substancje stosowane w analizie nalezy wazy¢
z doktadnoscig do 0,0002 g.

Czynnosci, podczas ktorych uzywa si¢ rozpusz-
czalnikéw organicznych, nalezy wykonywaé z uzy-
ciem $rodkéw ochrony indywidualnej, pod sprawnie
dzialajacym wyciaggiem laboratoryjnym.

Zuzyte roztwory i odczynniki nalezy gromadzi¢
w przeznaczonych do tego celu pojemnikach i prze-
kazywa¢ do utylizacji w uprawnionych instytucjach.

PiMOSP nr 2(100)

4.1. Acetonitryl

4.2. 3,3’-Dimetoksybenzydyna

4.3. Kwas siarkowy(VT), roztwor o stezeniu

0,26 mol/l

4.4. Kwas ortofosforowy(V), stezony

4.5. Toluen

4.6. Wodorofosforan disodu bezwodny

4.7. Wodorotlenek sodu, roztwor o stezeniu 0,135 mol/l

4.8. Bufor fosforanowy do fazy ruchome;j
Do kolby miarowej o pojemnosci 1 000 ml odwazy¢
okolo 7,1 g wodorofosforanu disodu wg punktu 4.6.,
uzupelni¢ do kreski woda i doktadnie wymieszaé. Na-
stepnie doda¢ takg ilo§¢ kwasu ortofosforowego(V)
wg punktu 4.4., aby uzyska¢ roztwor o wartosci
pH=7.

4.9. Roztwor wzorcowy podstawowy

3,3’-dimetoksybenzydyny

Odwazy¢ 21,6 mg 3,3’-dimetoksybenzydyny wg
punktu 4.2. i przenies¢ do kolby miarowej z ciem-
nego szkla o pojemnosci 10 ml, uzupetni¢ do kreski
acetonitrylem wg punktu 4.1. i dokladnie wymie-
sza¢. Stezenie 3,3’-dimetoksybenzydyny w tak przy-
gotowanym roztworze wynosi 2,16 mg/ml.

Roztwér przechowywany w chlodziarce zacho-
wuje trwalo$¢ przez co najmniej siedem dni.

4.10. Roztwory wzorcowe robocze

3,3’-dimetoksybenzydyny

Do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml przenies¢
roztwdér wzorcowy podstawowy wg punktu 4.9.
w ilosci: 0,1; 0,125; 0,25; 0,50; 1 i 2 ml, uzupetni¢
do kreski acetonitrylem wg punktu 4.1. i dokladnie
wymieszaé. Zawarto$¢ 3,3’-dimetoksybenzydyny
w 1 ml tak przygotowanych roztworéw wynosi odpo-
wiednio: 21,6; 27; 54; 108; 216 i 432 pg.

Roztwor przechowywany w chlodziarce zacho-
wuje trwalo$¢ przez co najmniej siedem dni.

4.11. Filtry
Stosowa¢ filtry z wlékna szklanego o S$rednicy
37 mm. Na filtry nanosi¢ po 0,5 ml kwasu siarkowe-
go(VI) wg punktu 4.3. i pozostawi¢ do wyschniecia.
Suche filtry przechowywa¢ w szczelnie zamknigtym
naczyniu.

4.12. Azot
Stosowac azot o czystosci 5.0.
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5. Przyrzady pomiarowe i sprzet pomocniczy

Stosowac typowy sprzet laboratoryjny oraz wymie-
niony nizej:

5.1. Chromatograf cieczowy
Stosowa¢ chromatograf cieczowy z detektorem flu-
orescencyjnym i elektronicznym integratorem.

5.2. Kolumna chromatograficzna
Stosowa¢ kolumne chromatograficzng umozliwiaja-
cg rozdziat 3,3’-dimetoksybenzydyny od innych sub-
stancji wystepujacych jednocze$nie w badanym po-
wietrzu, np.: kolumne wypelniong fazg oktadecylowa
o diugosci 25 cm, $rednicy wewnetrznej 4,6 mm i o
uziarnieniu 5 pm z przedkolumna.

5.3. Strzykawki do cieczy
Stosowac¢ strzykawki do cieczy o pojemnosci od 10
+ 2500 pl.

5.4. Pipety szklane
Stosowac pipety do cieczy o pojemnosci 2 ml.

5.5. Kolby stozkowe
Stosowac kolby stozkowe o pojemnosci 25 ml, wypo-
sazone w korki.

5.6. Pompa ss3ca
Stosowaé pompe ssacg, umozliwiajgcg pobieranie
probek powietrza ze stalym strumieniem objetosci
wg punktu 6.

5.7. Probowki
Stosowa¢ probowki o $rednicy okoto 1 cm i pojem-
noéci powyzej 5 ml.

5.8. Naczynka
Stosowac naczynka z nakretkami o pojemnosci oko-
to 2 ml (np.: takie jak do automatycznego podajnika
probek chromatografu).

6. Pobieranie probek powietrza

Probki powietrza nalezy pobiera¢ zgodnie z wy-
maganiami zawartymi w normie PN-Z-04008-7.
W miejscu pobierania prébek przez filtr wg punktu
4.11., umieszczony w oprawce, nalezy przepusci¢
54 | badanego powietrza ze stalym strumieniem ob-
jetoéci nie wigkszym niz 90 I/h.

Pobrane probki, przechowywane w eksykatorze,
zachowuja trwalo$¢ przez co najmniej pig¢ dni.

7. Warunki pracy chromatografu

Warunki pracy chromatografu nalezy tak dobrac,
aby uzyska¢ rozdziat 3,3’-dimetoksybenzydyny od
substancji wystepujacych jednocze$nie w badanym
powietrzu.

W przypadku stosowania kolumny chromato-
graficznej o parametrach podanych w punkcie 5.2.,
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oznaczanie mozna wykona¢ w nastepujacych warun-
kach:

faza ruchoma:

acetonitryl: bufor fosforanowy 50: 50
— natezenie przeplywu

strumienia fazy ruchomej 1 ml/min
— temperatura kolumny 40 °C
— dlugos¢ fali analitycznej

detektora fluorescencyjnego:

- wzbudzenie 276 nm

- emisja 400 nm
— objetos¢ dozowanej

probki 20 pl.

8. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Na sze$¢ filtrow wg punktu 4.11., umieszczonych od-
dzielnie w kolbach stozkowych o pojemnosci 25 ml
wg punktu 5.5., nanies¢ kolejno 50 pl kazdego roz-
tworu wzorcowego roboczego wg punktu 4.10. Fil-
try pozostawi¢ do wyschniecia. Nastepnie doda¢ po
2 ml wody, kolby zamkna¢ i pozostawi¢ na okoto 1 h.
Doda¢ 2 ml wodorotlenku sodu wg punktu 4.7., 1 ml
toluenu wg punktu 4.5. i pozostawi¢ kolby na 30 min,
wstrzasajac co pewien czas ich zawartoscig. Po tym
czasie roztwory znad filtréw przenie$¢ do probowek
wg punktu 5.7. Po osiaggnieciu stanu rownowagi mie-
dzy fazg wodng i toluenowg pobrac za pomocy strzy-
kawki (wg punktu 5.3.) 0,5 ml warstwy toluenowej
i przenie$¢ do naczynek wg punktu 6.8. Zawarty
w naczynkach toluen odparowa¢ do sucha w stru-
mieniu azotu wg punktu 4.12., a sucha pozostatos§¢
rozpusci¢c w 0,5 ml acetonitrylu wg punktu 4.1.
W 1 ml tak uzyskanego roztworu znajduje si¢ od-
powiednio: 1,08; 1,35; 2,7; 5,4; 10,8 i 21,6 pg 3,3'-di-
metoksybenzydyny. Do chromatografu wprowadzi¢
dwukrotnie po 20 pl tak uzyskanych roztworéw. Od-
czyta¢ powierzchnie pikow wg wskazan integratora
i obliczy¢ $rednig arytmetyczna. Roznica miedzy wy-
nikami nie powinna by¢ wieksza niz +5% tej warto-
$ci. Nastepnie wykresli¢ krzywa wzorcows, odklada-
jac na osi odcietych mase 3,3’-dimetoksybenzydyny,
w mikrogramach, a na osi rzednych - odpowiadajace
im $rednie powierzchnie pikéw.

9. Wykonanie oznaczania

Po pobraniu préobki powietrza filtr przenies¢ do
kolby wg punktu 5.5. i dalej postepowa¢ w taki sam
sposob, jak przy sporzadzaniu krzywej wzorcowej
wg punktu 8. Do chromatografu wprowadzi¢ dwu-
krotnie po 20 pl roztworéw w acetonitrylu. Odczytaé
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z uzyskanych chromatograméw powierzchnie pikéw
3,3’-dimetoksybenzydyny wg wskazan integratora
i obliczy¢ $rednig arytmetyczng. Roznica miedzy wy-
nikami a warto$cia Srednig nie powinna by¢ wigksza
niz 5% wartosci sredniej. Mase 3,3’-dimetoksybenzy-
dyny odczytac z krzywej wzorcowe;j.

10. Obliczanie wyniku oznaczania

Stezenie 3,3’-dimetoksybenzydyny (X) w badanym
powietrzu obliczy¢, w miligramach na metr szescien-
ny, na podstawie wzoru:

X =

m
V b
w ktorym:
m — masa 3,3’-dimetoksybenzydyny w roztworze
uzyskanym po odzysku znad filtra odczytana
z krzywej wzorcowej, w mikrogramach,
V — objetos¢ przepuszczonego powietrza przez
filtr, w litrach.
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